Aus dem Institut fur Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie

des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf

Direktor: Professor Dr. med. T. Eschenhagen

Bedeutung des Organischen-Anionen-Transport-Polypeptides

2B1 fur die Wirkung von Atorvastatin auf Herzmuskelzellen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

im Fachbereich Medizin der Universitat Hamburg

vorgelegt von

Wojciech Piotr Palinkiewicz

aus Bielitz (Polen)

Hamburg, 2010



Angenommen von der Medizinischen Fakultat

der Universitat Hamburg am 9.11.2010

Veroffentlicht mit der Genehmigung der Medizinischen

Fakultat der Universitat Hamburg

Prufungsausschuss, der Vorsitzende: Prof. Dr. T. Eschenhagen
Prifungsausschuss 2. Gutachter: Prof. Dr. S. Baldus

Prufungsausschuss 3. Gutachter: Prof. Dr. H. Ehmke



Diese Arbeit ist meiner Familie gewidmet.






Inhaltsverzeichnis

11

1.2

1.3

1.4

15

1.6

2.1

Einleitung

Koronare Herzerkrankung

Therapeutische Bedeutung und Wirkmechanismus von Statinen
Heterotrimere G-Proteine

Heterotrimere G-Proteine im Herzen

Transportmechanismen der Statine

1.5.1 Die OATP — Familie

1.5.2 Organisches Anionen-Transport-Polypeptid 2B1 (OATP2B1)
1.5.3 Die ABC — Familie

Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Material und Methoden

Klonierung

2.1.1 Plasmid Vektoren

2.1.2 Insert

2.1.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

2.1.4 Agarosegelelektrophorese

2.1.5 Gelaufreinigung von DNA

2.1.6 Fallen von DNA

2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

2.1.8 Herstellung von LB-Medium und LB-Agarplatten

2.1.9 Transformation

2.1.10 Animpfen einer Schittelkultur fir eine Mini-Plasmidpraparation
2.1.11 Elektroporation

2.1.12 Mini-Plasmidpréparation

2.1.13 Maxi-Plasmidpraparation

10

12

13

14

14

14

14

14

14

15

15

15

15

16

16

16

17

17



Inhaltsverzeichnis

2.2

2.3

2.4

2.5

Zellkultur

2.2.1 Zelllinien und Nahrmedien

2.2.2 Passagierung

2.2.3 Kultivierung von Herzmuskelzellen

2.2.4 Kryokultur

2.2.5 Transfektion

2.2.6 Stabile Transfektion

2.2.7 Behandlung von Zellen mit Atorvastatin

Herstellung eines rekombinanten Adenovirus

2.3.1 Adenovirale Expressionssysteme

2.3.2 Homologe Rekombination

2.3.3 Transfektion von HEK293A Zellen

2.3.4 Ernte virusinfizierter Zellen

2.3.5 Praparation eines hochtitrigen Virus-Stocks

2.3.6 CsClI Gradient zur Adenovirusaufreinigung und -konzentration
2.3.7 Titerbestimmung rekombinanter Adenoviren
Proteinbiochemie

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

2.4.3 Diskontinuierliche SDS Polyacrylamidgelelektrophorese
2.4.4 Western Blot

Transportassay

2.5.1 Aufnahme von *H-Estronsulfat unter Atorvastatin in

immortalen Zelllinien

17

17

18

18

19

19

19

19

20

20

21

22

22

22

24

24

24

25

26

27

28

28



Inhaltsverzeichnis

2.6

2.7

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

2.5.2 Aufnahme von *H-Estronsulfat unter Atorvastatin in
humanem Herzgewebe und im Rattengewebe

2.5.3 Szintillationszahlung

Zellfixierung, konfokale Lasermikroskopie

2.6.1 Fixierung adharenter Zellen

Statistik

Ergebnisse

Herstellung des Adenovirus-AdGFP/OATP2B1

3.1.1 Klonierung der Plasmide

3.1.2 Transfektion des ADGFP/OATP2B1 in HEK293A Zellen

3.1.3 OATP2BL1 Virusherstellung und —gewinnung

3.1.4 Titerbestimmung des OATP2B1 Adenovirus

Etablierung einer transfizierten MDCK Il Zelllinie

3.2.1 Transfektion der MDCK Il WT Zellen

3.2.2 Selektion

3.2.3 Expressionskontrolle der stabilen Zelllinie

Lokalisation von OATP2B1

3.3.1 Immunfluoreszenz von MDCK Il Zellen

3.3.2 Immunfluoreszenz von Herzmuskelzellen neonataler Ratten

Behandlung von Zellen mit Atorvastatin

3.4.1 Verénderung der Zellmorphologie in MDCK Il Zellen
nach Atorvastatinzugabe

3.4.2 Veranderung der OATP2B1 Expression in Herzmuskelzellen
und der Zellmorphologie nach Atorvastatinzugabe

Wirkung von Atorvastatin auf die B-adrenerge Signalkaskade
"

29

29

29

29

30

31

31

31

35

36

37

39

39

40

40

41

41

44

44

48

52



Inhaltsverzeichnis

3.6

4.1

4.2

4.3

4.4

3.5.1 Lokalisation heterotrimerer G-Proteine unter Atorvastatin

Funktionelle Untersuchungen des OATP2B1

3.6.1 Transportassay in MDCK Il Zellen

3.6.2 Transportassay in OATP2B1-infizierten Herzmuskelzellen
neonataler Ratten

3.6.3 Transportassay im humanen Herzgewebe

Diskussion

Generierung einer stabilen Zelllinie als Grundlage flr weitere

Untersuchungen von OATP2B1

Auswahl des adenoviralen Expressionssystems als Methode

Auswirkungen von Atorvastatin auf MDCK |l Zellen und

Herzmuskelzellen

Bedeutung des OATP2BL1 fiir die Wirkung von Atorvastatin

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

Danksagung

Lebenslauf

Eidesstattliche Erklarung

54

54

55

56

58

58

59

60

66

70

72

80

81

82



Abklrzungsverzeichnis

°*H

A
ABC
ACE
Ator
AV

bp
BSA
CAMP
cDNA
Ci
CMV
DHEAS
DMSO
DTT
E3S
EDTA
FPP

GDP
GFP
GGPP
GTP

h

HDL
HMG-CoA
kb
kDa
KHK
LB
LDH

Tritium

Ampere

ATP-Binding Cassette

Angiotensin Converting Enzyme
Atorvastatin

Adenovirus

Basenpaar

Bovine Serum Albumin

Zyklisches Adenosinmonophosphat
Komplementéare Desoxyribonukleinsaure
Curie

Zytomegalie Virus
Dehydroepiandrosteronsulfat (5-Androsten-33-ol-17-on Sulfat)
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Estron-3-Sulfat (1,3,5(10)- Estratrien-3-0l-17-on Sulfat)
Ethylendiamintetraacetat
Farnesylpyrophosphat

Gramm

Guanosindiphosphat

Grin fluoreszierendes Protein
Geranylgeranylpyrophosphat
Guanosintriphopshat

Stunde

High Density Lipoprotein
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A
Kilobase

Kilodalton

Koronare Herzerkrankung

Lurie Broth Medium

Laktatdehydrogenase

Vv



Abklrzungsverzeichnis

LDL
min
MOl
MRNA
mg

Mg

n

ng
OATP
PBS
PCR
PFA
PKA
PLB

PP

rpm
SDS
SDS PAGE
SREBP
TEMED
TRIS
9]

UTR
WT

viv

Low Density Lipoprotein

Minute

Multiplicity of Infection

Messenger RNA

Milligramm

Mikrogramm

Anzahl

Nanogramm

Organisches Anionen-Transport-Polypeptid
Phosphate Buffered Saline
Polymerasekettenreaktion
Paraformaldehyd

Proteinkinase A

Phospholamban

Pyrophosphat

Rounds per minute
Natriumdodecanylsulfat

SDS Polyacrylamidgelelektrophorese
Sterol Regulatory Element Binding Protein
Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Internationale Einheit

Untranslatierte Region

Wildtyp

Volumen/Volumen

Vi



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

In der Todesursachenstatistik der Industrienationen sind Herzerkrankungen fiihrend
auf Platz eins. In der Bundesrepublik war im Jahr 2007 eine Erkrankung des
Herzkreislaufsystems bei ca. 359.000 Menschen todesursachlich, was ca. 44% aller
Todesfalle in Deutschland ausmachte. Betrachtet man die Statistiken bezogen auf alle
Herzerkrankungen, nehmen chronische ischdmische Myokarderkrankungen (9,5% aller
Verstorbenen), gefolgt vom akuten Myokardinfarkt (7,3% aller Verstorbenen), von der
Herzinsuffizienz (5,8% aller Verstorbenen) und Arteriosklerose (1,3% aller

Verstorbenen) den Spitzenplatz ein (Statistisches Bundesamt, 2007).

Die koronare Herzerkrankung ist die Manifestation der Arteriosklerose an den
Herzkranzarterien, die zu einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und
Sauerstoffversorgung fuhrt. Die Fruhstadien der Erkrankung sind in der Regel mit
keinen Kklinischen Symptomen vergesellschaftet, obwohl bereits Stdérungen der
endothelialen Funktion und Lipideinlagerungen in die Gefaliwand vorliegen (Stary et al.
1995; Guyton et al. 2002). Im fortgeschrittenen Stadium tritt mit zunehmender
GefalRstenose eine Unterversorgung des abhangigen Herzmuskelgewebes auf, die
sich Klinisch meist als stabile Angina pectoris aufert. Bei alteren Patienten oder
Diabetikern kann die myokardiale Ischamie klinisch stumm bleiben (Davies et al. 2001).
Krisenhafte akute Myokardischamien in Ruhe sind in der Regel Folge einer
Plaqueruptur bzw. Plagueerosion mit nachfolgender Bildung eines Thrombus, der das
betroffene Gefald ganz verschliel3t, sowie zu einem akuten Myokardinfarkt, oder zu
einer hochgradigen Reduktion des Blutflusses, der instabilen Angina pectoris flhren
kann (Davies et al. 2000). Neben der Plaqueruptur kdnnen Vasospasmen (Tousoulis et
al. 2002) und koronare Entzindungsvorgange (Libby et al. 2002 und 2003) eine
myokardiale Ischamie triggern. Klinisch aufRern sich diese pathophysiologischen
Vorgange als so genanntes akutes Koronarsyndrom (Braunwald et al. 1998), welches
einen Myokardschaden nach sich ziehen kann. In 54 - 70% der Falle fuhrt die koronare
Herzerkrankung zu einer Herzinsuffizienz, der Unféahigkeit des Herzens ein
genigendes Herzzeitvolumen fir den Bedarf des Organismus aufrecht zu erhalten.
(McMurray et al. 2000).

Man unterscheidet zwischen nicht beeinflussbaren und beeinflussbaren Risikofaktoren.
Zu den nicht beeinflussbaren Risikofaktoren gehéren zum Beispiel Alter, Geschlecht
und genetische Pradispositionen. Zu den beeinflussbaren Faktoren gehdren die

Hyperlipidamie, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Adipositas,
1
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Bewegungsmangel und psychosoziale Faktoren. Dabei wirken die einzelnen
Risikofaktoren nicht nur additiv, sondern erhéhen das kardiovaskulare Risikopotential

Uberproportional.

Die leitliniengerechte Therapie der koronaren Herzerkrankung besteht aus einer nicht
medikamentésen und einer medikamentdsen Therapie. Die nicht medikamentdse
Therapie besteht aus einer Anderung des Lebensstils, d.h. aus einer
kaloriengerechten, ballaststoffreichen und fettarmen Diat, regelmaRigem korperlichem
Training, sowie einem Verzicht auf Nikotin. Das koronare Risiko sowie die Letalitat und
Morbiditat kénnen sowohl durch eine zielgerichtete Erndhrungsumstellung als auch
durch ein regelmaRiges korperliches Training signifikant gesenkt werden (Schuler et al.
1992; De Lorgeril et al. 1999; Wannamethee et al. 2000). Die medikamenttse Therapie
besteht aus der Gabe von Statinen, Betablockern, Nitraten, Kalziumkanalblockern,
ACE-Hemmern sowie Thrombozytenaggregationshemmern. Aufgrund der positiven
Effekte, wie Stabilisierung arteriosklerotischer Plagues und Reduktion endothelialer
Dysfunktionen nehmen die Statine in der Therapie der koronaren Herzkrankheit (KHK)

eine wichtige Rolle ein (LaRosa et al. 1999).

1.2 Therapeutische Bedeutung und Wirkmechanismus von Statinen

Als erster Wirkstoff aus der Substanzklasse der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
Reduktase Inhibitoren (HMG-CoA Reduktase Inhibitoren; Statine) war Mevastatin in
den 70er Jahren aus Penicillium-Pilzen isoliert worden (Endo et al. 1976). Im Jahr 1987
wurde Lovastatin aus Aspergillus-Pilzen, strukturell mit dem Mevastatin verwand,
entdeckt (Henwood et al. 1988). Weiterhin folgten semisynthetische Derivate wie
Simvastatin, Pravastatin und vollsynthetische Substanzen wie Fluvastatin und
Atorvastatin. lhren Einsatzort fanden Statine primér in der Behandlung von
Dyslipidamien, da sie effektiv zur Senkung von LDL-Cholesterin- und Triglycerid-
Plasmaspiegel fuhrten. Als in klinischen Studien ein enger Zusammenhang zwischen
Hypercholesterinamie und koronarer Herzerkrankung festgestellt wurde (Stamler et al.
1986), konnte in der 4S-Studie (Scandinavian-Simvastatin-Survival-Study-Group 1994)
das Potential einer LDL-Senkung durch Statine in der Sekundéarpréavention der KHK
nach aufgetretenem Herzinfarkt gezeigt werden. Unter Simvastatin konnte die
Gesamtmortalitét signifikant um 30%, beruhend auf dem Rickgang des Risikos um
42% einen Koronarherztod zu erleiden, gesenkt werden. Auch in der Primérpravention
der KHK beweisen Statine im Rahmen der WOSCOP Studie (West of Scotland
Coronary Prevention) ihre Wirksamkeit. Bei an Hypercholesterindmie leidenden

Mannern ohne bestehenden KHK senkte Pravastatin sowohl die Ereignisrate flr

2
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schwerwiegende Koronarereignisse um 33% als auch die Gesamtsterblichkeit um
22%. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass statinbehandelte Patienten im
Vergleich zu mit Placebo behandelten Patienten ein deutlich geringeres Risiko fur die
Entstehung der KHK aufwiesen (Shepherd et al. 1995). Diese iberzeugenden
Klinischen Ergebnisse fuhrten dazu, dass sich in den letzten zwolf Jahren in
Deutschland die Verordnungen von Statinen auf 1737 Mio. definierte Tagesdosen im

Jahre 2006 nahezu verdreizehnfacht haben (Arzneiverordnungs-Report 2007).

Der Wirkmechanismus von Statinen beruht auf der Hemmung der HMG-CoA
Reduktase, einem Schlisselenzym der Cholesterinsynthese, welches die Reduktion
von HMG-CoA zu Mevalonsdure katalysiert (Abbildung 1). Am Hauptwirkort, den
Hepatozyten, kommt es zur Reduktion des Cholesterinspiegels und zur verstarkten
Low Density Lipoprotein (LDL)-Rezeptorexpression. Somit kénnen mehr LDL-Vorstufen
und LDL, Transportvehikel fir Cholesterin im Blut, aus dem Kreislauf in die
Hepatozyten aufgenommen werden und zur Senkung des LDL-Cholesterins flihren.
Statine tragen auRerdem zur Senkung der Triglycerid-Spiegel sowie zur Erhdhung des

High Density Lipoprotein (HDL)-Plasmaspiegel bei (Igel et al. 2002).

Durch die Hemmung der Cholesterinsynthese haben Statine eine Wirkung auf die
Transkriptionsfaktoren SREBP 1 und SREBP 2 (Sterol-Regulatory-Element-Binding-
Proteins), welche an der Regulation der Cholesterinhomdostase beteiligt sind (Roglans
et al. 2002). SREB-Proteine sind bei Anwesenheit von Cholesterin an das
endoplasmatische Retikulum gebunden. Kommt es in den Zellen zu einem Abfall des
Cholesterinspiegels, werden SREB-Proteine proteolytisch gespalten und das N-
terminale Fragment wird in den Zellkern transloziert. Es kommt zu einer Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren, die an der vermehrten Expression von LDL-Rezeptoren
beteiligt sind (Brown et al. 1997).

HMG-CoA Reduktase Inhibitoren haben nicht nur eine hemmende Wirkung auf die
Cholesterinsynthese, sondern auch auf isoprenoide Zwischenstufen wie
Isopentenylpyrophosphat (Isopentenyl-PP) und Farnesylpyrophosphat (FPP) bzw.
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). FPP und GGPP sind bei der Lipidmodifikation
von verschiedenen Proteinen essenziell. Die Verankerung der heterotrimeren G-
Proteine (heterotrimere GTP-bindende Proteine) an der Zellmembran beruht auf der
Verknipfung mit einem Isoprenoidrest, welcher die y-Untereinheit lipophiler macht und

so die Bindung ermdglicht.
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Abbildung 1: Cholesterin-Biosyntheseweg. HMG-CoA: 3-Hydroxy-3-methylglutaryl Coenzym
A; Gestrichelte Pfeile kennzeichnen nicht gezeigte Zwischenschritte. Modifiziert tbernommen
aus Goldstein und Brown 1990.

Die Ergebnisse der WOSCOP Studie gaben Grund zu der Annahme, dass Statine
neben bereits erwéhnten Hauptwirkungen auch weitere Wirkungen haben kdnnten, die
nicht im direkten Zusammenhang mit der Hemmung der Cholesterinbiosynthese
stehen. Da die bei der Enzymreaktion entstehende Mevalonsdure nicht nur eine
Vorlauferform des Cholesterins, sondern auch von zahlreichen nicht-steroidalen
Isoprenoidverbindungen ist, konnte die Hemmung der HMG-CoA Reduktase zu
vielfaltigen (pleiotropen) Effekten flhren. In der Tat wurden im Laufe der Jahre
zahlreiche pleiotrope Effekte, die sich giinstig auf die Entstehung und Progredienz der
Arteriosklerose auswirken konnten, diskutiert. Zu den pleiotropen Effekten gehéren die
Verbesserung der Endothelfunktion durch vermehrte Expression der endothelialen NO-
Synthetase (Laufs et al. 1998), verminderte Hypertrophie, die Proliferation von glatten
GefaBmuskelzellen (Laufs et al. 1999), verbesserte Plaquestabilitdt und verminderte
vaskuldre Entzindung durch Hemmung der Immigration von Entziindungszellen

(Takemoto et al. 2001), sowie Hochregulation von Tumor Suppressor Protein 53 in
4
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Monozyten/Makophagen, was zum programmierten Zelltod fuhrt (Wang et al. 2009).
Ein weiterer Effekt ist die Bindung von Statinen an das Integrin LFA-1 (Lymphocyte
Function Associated Antigen-1) auf Leukozyten, wodurch die Hemmung der
Leukozyten-Adhasion und Extravasation in Entziindungsgebiete erklart werden kann
(Weitz-Schmidt et al. 2001). Zweifellos haben Statine hochfaszinierende Effekte, die
durch in vitro Studien und Tiermodelle gut dokumentiert sind. Daten, die die Kklinische
Bedeutung der pleiotropen Effekte beim Menschen beweisen, gibt es jedoch bis jetzt

nicht.

Aufgrund der Beeinflussung der Produktion von Isoprenoiden kdnnten Statine auch zu
verminderter Aktivitat oder falscher Lokalisation der von der Isoprenylierung
abhangigen Proteine, wie zum Beispiel der heterotrimeren G-Proteine, die in der B-

adrenergen Signalkaskade eine entscheidende Rolle spielen, fihren.

1.3 Heterotrimere G-Proteine

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten (a, B, 7v). Die
a-Untereinheiten der G-Proteine besitzen eine Bindungsstelle fir Guanosintriphosphat
(GTP) bzw. Guanosindiphosphat (GDP) und haben eine GTPase-Aktivitat, was fur den
Aktivierungszyklus der heterotrimeren G-Proteine entscheidend ist (Abbildung 2). Die
B- und y-Untereinheit sind zu einem stabilen By-Komplex zusammengefasst. Durch die
a-Untereinheit und den By-Komplex werden verschiedene Effektorproteine reguliert.
(Ross et al. 2001). Im inaktiven Zustand ist die a-Untereinheit mit dem By-Komplex

assoziiert und tber diesen an der Zellmembran gebunden (Evanko et al. 2000).

Die Bindung des Liganden z.B. Adrenalin an den Rezeptor filhrt zunachst zum
Austausch von GDP gegen GTP an der a-Untereinheit, wodurch diese aktiviert wird. Es
folgt die Dissoziation von der a-Untereinheit und dem By-Komplex, welche mit ihren
Effektoren interagieren. Die Inaktivierung des G-Proteins erfolgt durch die GTPase,
welche das gebundene GTP zu GDP dephosphoryliert. AnschlieRend kommt es zur
Reassoziation der Untereinheiten und sie stehen somit zur erneuten Aktivierung bereit,
wobei die Membranlokalisation der heterotrimeren G-Proteine durch die
Isoprenylierung der y-Untereinheit gewahrleistet wird (Simonds et al. 1991; Muntz et al.
1992).
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S~ ; Effektor
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é Geranylgeranyl-Rest

Abbildung 2: Regulation und Aktivierungszyklus heterotrimerer G-Proteine.

a: a-Untereinheit; B: B-Untereinheit; y: y-Untereinheit; GDP: Guanosindiphosphat; GTP:
Guanosintriphosphat; Bi,: B-Adrenozeptor; P;; Phosphat; AC: Adenylylzyklase; PLC:
Phospholipase C; A: Adrenalin.

1.4 Heterotrimere G-Proteine im Herzen

Im Herzen sind die G-Proteine Gas, Ga;, Gag von besonderer Bedeutung, denn sie sind
an der Regulation der Kontraktion beteiligt und vermitteln Effekte, die zur
Herzhypertrophie filhren. Der Sympathikus fuhrt Gber das stimulatorische G-Protein
Gas zu einer Steigerung der Kontraktionsleistung am Herzen. Katecholamine binden an
den B;-Adrenozeptor, der das an ihn in der Membran gekoppelte stimulatorische G-
Protein Gas aktiviert. Fiir die Membranassoziation des heterotrimeren G-Proteins ist die
isoprenylierte Gys Untereinheit verantwortlich. Dabei handelt es sich um eine Isoform
der Gy Untereinheiten, welche hauptséchlich in Herzmuskelzellen neonataler Ratten

exprimiert wird (Hansen et al. 1995). Das stimulatorische G-Protein Gas fuhrt zur
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Aktivierung der Adenylylzyklase, die den zyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP)
Spiegel in der Zelle erhéht. Dies fuhrt zur Aktivierung der Proteinkinase (PKA). Es
kommt zur Phosphorylierung von Proteinen, die einen positiv chronotropen, inotropen
und lusitropen Effekt auf Herzmuskelzellen haben (Lohse et al. 2003). Der Ryanodin-
Rezeptor, L-Typ-Kalzium-Kandle, HCN-Kanale, Phospholamban, Troponinl, das
Myosin-bindendes-Protein-C und der Proteinphosphatase-inhibitor-1 sind daran
beteiligt (Lohse et al. 2003). Die B-adrenerge Signalkaskade ist in Abbildung 3

vereinfacht dargestellt.

Das inhibitorische G-Protein Ga;, welches durch Bindung von Azetylcholin an den
muskarinergen M,-Rezeptor aktiviert wird, hat einen hemmenden Einfluss auf die

Adenylylzyklase.

Der a;-Rezeptor und der Rezeptor fur Angiotensin Il sind Gag-gekoppelt. Eine
Stimulation dieser Rezeptoren bewirkt eine hypertrophe Antwort im Herzen. Es kommt
zur Zunahme der ZellgréRe, zur Neubildung von kontraktilen Elementen und zu

veranderter Genexpression (Molkentin et al. 2001).

In vitro Untersuchungen an Herzmuskelzellen neonataler Ratten und am Modell des
.engineered heart tissue®, d.h. in eine dreidimensionale Kollagenmatrix eingebetteten
Herzmuskelzellen (Zimmermann et al. 2002), zeigten, dass Atorvastatin eine Wirkung
auf die Lokalisation der heterotrimeren G-Proteine hat. Unter der Statintherapie kam es
zu einer verminderten Isoprenylierung von Gy Einheiten, die nicht nur eine Minderung
von Gas in der Membranfraktion, sondern auch eine Minderung der gesamten
Proteinexpression bewirkte, da kein Anstieg von Gas im Zytosol zu verzeichnen war
(Mihlhauser et al. 2006). Im Gegensatz dazu konnte bei dem inhibitorischen G-Protein
Ga; keine Veranderung bezogen auf die Lokalisation und die Gesamtproteinmenge
gezeigt werden. In vivo Untersuchungen an Wistar Ratten belegten zum einen eine
Abnahme der Gyz Einheiten in der Membranfraktion und zum anderen eine
Translokation von Gas Einheiten aus der Membran- in die Zytosolfraktion. Die Effekte
des Atorvastatins auf die Translokation der heterotrimeren G-Proteine, wenn auch
unter hohen Konzentrationen, weisen auf eine Desensitivierung des B-adrenergen
Systems hin. Neben der bereits bewahrten und erfolgreichen Herzinsuffizienztherapie
mit u.a. Betablockern kénnte hier ein weiterer pharmakotherapeutischer Angriffsort in
der Modulation des B-adrenergen Systems gefunden worden sein, was weiterer

Untersuchungen bedarf.
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Abbildung 3: B-adrenerge Signalkaskade im Herzen. 1. B-Adrenozeptor;
M,: muskarinischer Azetylcholinrezeptor; Gag: stimulatorisches G-Protein, Ga;: inhibitorisches
G-Protein; AC: Adenylylzyklase; cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; PKA: Proteinkinase
A; PLB: Phospholamban.

1.5 Transportmechanismen der Statine

Statine wie Pravastatin und Cerivastatin werden aus dem Portalkreislauf Uber
Organische-Anionen-Transport-Polypeptide (OATP), wie zum Beispiel das OATP1B1
in die Leber aufgenommen, Uber das Zytochrom P-450 Enzym metabolisiert und mit
Hilfe von Transportern wie dem Multidrug-Resistance-Protein-2 uber die Galle
eliminiert (Matsushima et al. 2005).

1.5.1 Die OATP — Familie

Die Organischen-Anionen-Transport-Polypeptide (OATP) bilden eine Gruppe Natrium-
unabh&ngiger Aufnahmetransporter fir amphipatische organische Anionen. Bisher sind
36 unterschiedliche OATPs in Saugetieren, davon 11 beim Menschen, identifiziert
worden. Die OATPs werden anhand ihrer Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz

in Familien und Subfamilien klassifiziert. Um eine Zugehdorigkeit zu einer Familie oder
8
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Subfamilie zu gewahrleisten, muss die Aminosauresequenz eine Ubereinstimmung von
40% bzw. 60% aufweisen.

Betreffend der Nomenklatur werden die Familien mit arabischen Ziffern (z.B.: OATP1,
OATP2, usw.) und Subfamilien mit Buchstaben (OATP1A, OATP2B) gekennzeichnet.
Bei individuellen Vertretern einer Subfamilie wird an den Buchstaben eine arabische
Ziffer angegliedert (OATP1A1, OATP2B1). Des Weiteren werden menschliche OATPs
mit GrofRbuchstaben (z.B.: OATP2B1) beschrieben, wéahrend die OATPs von
Nagetieren mit kleinen Buchstaben (z.B.: Oatplal) benannt werden (Hagenbuch et al.
2004).

Der genaue Transportmechanismus ist bis jetzt nicht bekannt, aber es wird vermutet,
dass der Transport elektroneutral und pH-abhangig stattfindet (Kobayashi et al. 2003).
Die OATPs sind am Transport vieler endogener Substanzen wie zum Beispiel
Steroidhormonkonjugaten, Gallensalzen, Prostaglandinen und Schilddriisenhormonen
sowie einer Vielzahl von exogenen Stoffen wie zum Beispiel Medikamenten beteiligt.
Zu den Medikamenten gehdren unter anderem Atorvastatin und Pravastatin (Lau et al.
2006), Enalapril (Abu-Zahra et al. 2000), Rifampicin, Benzylpenicillin, sowie andere
B-Lactam-Antibiotika (Vavricka et al. 2002; Nakakariya et al. 2008). Es wird vermutet,
dass die Proteine aller OATPs aus 12 Transmembrandoméanen bestehen und dass das
carboxy- und das aminoterminale Ende auf der zytosolischen Seite zu liegen kommen
(Hagenbuch et al. 2003). Alle OATPs zeigen einige Gemeinsamkeiten auf. Dazu z&ahlt
eine grol3e extrazellulare Schleife zwischen der 9. und 10. Transmembrandoméne mit
vielen konservierten Cysteinresten, welche den Zinkfingermotiven DNA-bindender
Proteine ahneln. Dartiber hinaus verfigen die OATPs (ber einige N-
Glykosylierungsstellen in der 2. und 5. extrazellularen Schleife sowie Uber eine
Superfamilien-Signatur aus hochkonservierten Sequenzen zwischen der 3.

extrazellularen Schleife und der 6. Transmembrandoméne.
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Abbildung 4: Das 12-Transmembranmodell des Oatp1 der Ratte. Konservierte Aminosauren
sind schwarz und konservierte geladene Aminosauren sind grau dargestellt. Cysteinreste sind
mit einem * und Glykosylierungsstellen mit einem Y markiert. Die Superfamilien-Signatur ist an
der Grenze zwischen der 3. extrazellularen Schleife und der 6. Transmembrandoméne
(Abbildung aus Hagenbuch et al. 2003) lokalisiert.

Untersuchungen haben gezeigt, dass viele OATPs ubiquitar im menschlichen
Organismus vorkommen und ein relativ breites und teilweise Uberlappendes
Substratspektrum aufweisen. Andere wiederum werden spezifisch in bestimmten
Organen exprimiert und verfigen tber ein schmales Substratspektrum (Hagenbuch et
al. 2003).

1.5.2 Organisches-Anionen-Transport-Polypeptid 2B1 (OATP2B1)

Das Organische-Anionen-Transport-Polypeptid 2B1 ist im menschlichen Genom auf
Chromosom 11q13 lokalisiert (Nagase et al. 1998). Das Protein hat eine Gréf3e von ca.
84 Kilodalton (kDA) und besteht aus 709 Aminosauren (Kullak-Ublick et al. 2001). Im
Gegensatz zu anderen Vertretern kommt das OATP2B1 im menschlichen Organismus
ubiquitar vor. Eine starke mRNA-Expression konnte mittels Northern-Blot Analysen in
der Plazenta, Lunge, Milz und Leber nachgewiesen werden. Eine schwéchere
Expression fand sich im Herzen, Dinndarm, Gehirn, in den Nieren, in den Eierstécken,
Hoden und gesundem Brustgewebe. Dagegen zeigte sich eine verstarkte OATP2B1-
Expression in karzinomatdosem Brustgewebe (Tamai et al. 2000; Maliepaard et al.
2001; Pizzagalli et al. 2003). Auf Proteinebene konnte eine Expression von OATP2B1
in der Plazenta (St-Pierre et al. 2002; Ugele et al. 2003), Leber (Kullak-Ublick et al
2001), im Darm (Kobayashi et al. 2003), sowie im Herzen (Grube et al. 2006)

nachgewiesen werden (Abbildung 5). Das Expressionsmuster des OATP2Bl im

10



Einleitung

menschlichen Organismus weist auf viele mdgliche Funktionen hin, wobei die Rolle
des OATP2B1 bis jetzt nicht eindeutig geklart ist.

Durch die Expression des OATP2B1 im menschlichen Herzen und im GefalRendothel
konnte der Transporter die Entstehung pleiotroper Effekte unter Statintherapie
begiinstigen. Im Gastrointestinaltrakt wird OATP2B1 in der Enterozytenmembran
darmlumenseitig exprimiert. Hier konnte der Transporter an der Aufnahme organischer
Anionen und Medikamente in den menschlichen Organismus beteiligt sein (Kobayashi
et al. 2003). Gemeinsam mit anderen OATP-Transportern wie OATP1B1 und
OATP1B3, welche an der basolateralen Hepatozytenmembran den Einwartstransport
organischer Anion regulieren, kénnte OATP2B1 in der Leber zur Elemination von
unterschiedlichen exogenen Stoffen wie Medikamenten fihren (Kopplow et al. 2005).
Durch die Expression in der Plazenta auf der fetalen (basalen) Seite des
Synzytiotrophoblasten koénnte das OATP2B1 am Transport von Steroidhormon-
vorstufen vom mautterlichen zum fetalen Kreislauf beteiligt sein (St-Pierre et al. 2002).
Weitere Expressionsorte des OATP2B1 stellen sowohl gesundes als auch
karzinomatts verédndertes Brustgewebe, z.B. duktales Mammakarzinom, dar. Es
kbnnte zusammen mit dem  Multi-Drug-Related-Protein-1 am  Wachstum

Ostrogenabhangiger Karzinome beteiligt sein (Pizzagalli et al. 2003).

Funktionelle Untersuchungen konnten bis jetzt fir das OATP2B1 einen hochaffinen
Transport der Steroidhormonkonjugate wie Estron-3-Sulfat (E3S) (Satoh et al. 2005),
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), Pregnolonsulfat (Grube et al 2006) und des
organischen Farbstoffes Bromosulfopthalein (Kullak-Ublick et al. 2001) nachweisen.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das OATP2B1 auch ein hochaffiner
Transporter flr Atorvastatin ist (Grube et al. 2006). Weitere Substrate des OATP2B1
sind andere HMG-CoA Reduktase Inhibitoren wie Pravastatin (Nozawa et al. 2004),

Fluvastatin (Kopplow et al. 2005), jedoch nicht Simvastatin (Grube et al 2006).
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Abbildung 5: OATP2B1 Expression im humanen Herzgewebe und der Leber.
(A) Dargestellt sind Membranfraktionen von je zwei Proben aus dem Vorhof und der Kammer
des Herzens, bei denen mittels Western Blot die OATP2B1 Expression gezeigt werden konnte.
(B-D) Konfokale Aufnahmen der OATP2B1 Expression in unterschiedlichen Geweben. (B)
OATP2B1 Expression in der Leber. (C) Nachweis der OATP2B1 Expression im humanen
Herzen. (D) Detailaufnahme eines Gefal3anschnitts im humanen Herzen. Mit einem Pfeil sind
GefalRendothelien markiert und der Stern markiert Herzmuskelzellen. MaRRstabsbalken 50 pm
(Abbildung aus Grube et al. 2006).

1.5.3 Die ABC — Familie

Funktionelle Untersuchungen haben gezeigt, dass der HMG-CoA-Reduktase Inhibitor
Atorvastatin nicht nur ein Substrat fir OATP2B1, sondern auch ein Substrat bzw. Co-
Substrat fur das P-Glykoprotein und das Multidrug-Resistance-Protein-2 darstellt (Boyd
et al. 2000; Chen et al. 2005; Lau et al. 2006). Diese Transporter werden physiologisch
in gesunden Geweben wie zum Beispiel sezernierenden Epithelien, Darm und Leber
exprimiert. Dadurch kann sich das Gewebe physiologisch vor Fremdstoffen wie
Medikamenten oder endogen gebildeten toxischen Metaboliten schiitzen, in dem diese
nach auf3en transportiert werden. Somit sind die Expression und die Interaktion der
beiden Transportersysteme, der OATP-Familie und der ABC-Familie, entscheidend fur

die Bioverfugbarkeit von Medikamenten wie dem Atorvastatin.
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1.6 Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit basiert auf zwei Hauptbefunden. Erstens wurde gezeigt, dass
der Transporter OATP2B1 im menschlichen, nicht aber im Rattenherzen exprimiert

wird und u.a. Atorvastatin in die Zelle transportiert.

Zweitens konnte an Herzmuskelzellen gezeigt werden, dass Atorvastatin einen
hemmenden Einfluss auf die B-adrenerge Signalkaskade hat. Unter Atorvastatin kommt
es aufgrund der fehlenden posttranslationalen Lipidmodifikation zu einer Umverteilung
der Untereinheiten von G-Proteinen (Gas, Gy) aus der Zellmembran in das Zytosol,
sodass diese nicht mehr funktionell aktiv sind. Damit hétte Atorvastatin Betablocker-
ahnliche Wirkungen. Diese Effekte lassen sich an Herzmuskelzellen der neonatalen
Ratte nur unter hohen Atorvastatinkonzentrationen nachweisen. Die dieser Arbeit
zugrunde liegende Hypothese war, dass dies Folge der bei der Ratte fehlenden
Expression von OATP2B1 ist und umgekehrt eine Uberexpression von OATP2B1 zu
einer Sensitivierung der Ratten-Herzmuskelzellen gegeniliber Atorvastatin fuhrt. Als
Parameter der Atorvastatinwirkung sollten die aus den Vorarbeiten bekannten Effekte
auf die G-Protein Lokalisation herangezogen werden.

Im Einzelnen stellten sich folgende Aufgaben:
1. Generierung eines Adenovirus mit dem OATP2B1 Insert

2. Kultivierung und Infektion von Herzmuskelzellen der neugeborenen

(neonatalen) Ratte in der klassischen Monolayer-Zellkultur
3. Uberprufung der adenoviralen Expression von OATP2B1 mittels Western Blot

4. Uberprifung der korrekten Lokalisation von OATP2B1 in der Zellmembran

mittels Immunfluoreszenz und anschlieRender konfokaler Lasermikroskopie

5. Klarung mittels Transportassay, ob eine adenovirale Uberexpression von
OATP2BL1 in Herzmuskelzellen, sowie in tberexprimierenden MDCK-Zellen zur
Aufnahme des physiologischen Substrates E3S flihrt. Lasst sich die Aufnahme

von E3S durch Atorvastatin kompetitiv hemmen?

6. Klarung Uber Transportassays, welche Bedeutung die endogene Expression
des OATP2B1 im humanen Herzen hat.

7. Lasst sich durch die OATP2B1 Uberexpression die Wirkung von Atorvastatin
auf die G-Proteine, d.h. die Translokation von der Membran ins Zytosol

verstarken?
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2. Material und Methoden

2.1 Klonierung
2.1.1 Plasmid Vektoren

pcDNA3.1(-)Hygro: Expressionsvektor mit einem CMV-Promotor; Ampicillin- und
Hygromycinresistenz; Grol3e: 5,4 kb (Invitrogen, Carlsbad, USA).

pAdTrack-CMV: adenoviraler Shuttle Vektor mit einem bizystronischen Promotor;
Reportergen EGFP; Kanamycinresistenz; GroRe 9,2 kb
(Vogelstein, Baltimore, USA)

pAdEasyl: Plasmid aus Ad5 Genom; Grolle: 33,4 kb (Stratagene,
Kalifornien, USA).

2.1.2 Insert

Das Konstrukt OATP2B1 im pcDNAS3.1(-)Hygro, kloniert Uber Not I, wurde uns von
Herrn Dr. Markus Grube, Universitat Greifswald zur Verfugung gestellt.

2.1.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Ein Standardreaktionsansatz in Wasser beinhaltete 2 1U Restriktionsenzym (New
England Biolabs, Ipswich, USA) pro pg DNA, 10% Reaktionspuffer und 10% BSA falls
notwendig. Die Inkubation erfolgte bei einer flr das jeweilige Enzym optimalen
Inkubationszeit und Temperatur. Die Reaktion wurde bei 65 °C fir 10 min gestoppt.
AnschlieBend wurden die Proben mit 6x Probenpuffer (30% Glycerin, 0,25%
Bromphenolblau, 0,25%, Xylen Cyanol FF) versetzt und die DNA-Fragmente im

Agarosegel aufgetrennt.

2.1.4 Agarosegelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Trennung und Analyse von linearisierten DNA-Fragmenten
superhelikaler Plasmid-DNA sowie zur préparativen Isolierung von DNA-Fragmenten
wurden 1% TBE Agarosegele mit 0,002% Ethidiumbromid verwendet, wobei die
Geltaschen mit jeweils 1-2 pg DNA und einem GroRenmarker (1 kb DNA Ladder, New
England Biolabs, Ipswich, USA) beladen wurden. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
Spannung von 80-120 Volt (2.5 V/cm?) in TBE-Puffer (900 mM Tris, 900 mM Borsaure,
20 mM EDTA pH 8,0) bei Raumtemperatur. DNA-Fragmente wurden anschlieRend

unter UV-Licht (254 nm) dargestellt.
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2.1.5 Gelaufreinigung von DNA

Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht auf die korrekte Grol3e
Uberpruft, ausgeschnitten und mittels ,NucleoSpin Extract 11“ (Macherey-Nagel, Diren)
aus dem Gel extrahiert. Dabei wurde der Gelblock bei 50 °C aufgeldst, die DNA an
eine Silica-Saule gebunden und anschlieRend in MilliQ™-Wasser eluiert.

2.1.6 Fallen von DNA

Fur die Konzentrierung und Reinigung von DNA ist die Prazipitation mit Ethanol
gebrauchlich. In Gegenwart monovalenter Kationen bildet DNA in Ethanol einen
unléslichen Niederschlag, der durch Zentrifugation isoliert wird. Monovalente Kationen
wurden durch die Zugabe von 10% Volumen Ammoniumacetat bereitgestellt.
Ammoniumacetat verringerte dabei die Koprazipitation von freien Nukleotiden.

Zur wassrigen Nukleinsdureldsung wurde das dreifache Volumen absoluten Ethanols
und 0,5 fache Volumen Ammoniumacetat zugegeben, die Nukleinsduren zunachst bei
-70 °C fur 10 min und anschlieBend durch Zentrifugation (30 min, 4 °C, 13500 rpm)
prazipitiert. Das farblose Nukleinsduresediment wurde mit 70% Ethanol gewaschen,
erneut zentrifugiert und getrocknet. Das luftgetrocknete Nukleinsaurepellet wurde in

MilliQ™-Wasser aufgenommen.

2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Mittels T4-Ligase (New England Biolabs, Ipswich, USA) wurden DNA-Fragmente ligiert.
Dem Enzym lag ein Reaktionspuffer bei, der das fur die Reaktion bendtigte ATP
enthielt. Ein Ligationsansatz bestand aus 10% Ligase, 10% Puffer, Backbone und
Insert in insgesamt 10 pl MilliQ™-Wasser. Das molare Verhéltnis von Backbone zu

Insert betrug drei zu eins. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 14 °C.

2.1.8 Herstellung von LB-Medium und LB-Agarplatten

LB-Medium (Trypton 1,0% (w/v), Hefeextrakt 0,5% (w/v), NaCl 170 mM) wurde in
wassriger Lésung mit 1 N Natronlauge auf pH 7,4 eingestellt und anschlie3end

autoklaviert.

Fur LB-Agarplatten (15 g Agar ad 1000 ml LB-Medium) wurde die Lésung autoklaviert
und nach Abkuhlen auf 37 °C mit 50 mg/I Kanamycin oder 100 mg/I Ampicillin versetzt.
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2.1.9 Transformation

Fur die Transformation wurden thermokompetente E. coli Bakterien vom Typ DH10B
oder Top10F verwendet. Hierzu wurden 100 pl Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut
und 5 pl Ligationsansatz vorsichtig hinzugegeben. Nach 30 min Inkubationszeit wurden
die Bakterien fur 30 sec auf 42 °C erhitzt und anschlieBend 2 min auf Eis abgekdhit.
Zum Transformationsansatz wurden 300 pl LB-Medium hinzugegeben und 1 h bei
37 °C inkubiert.

Nach Ausplattieren von 150 pl Zellsuspension auf Selektions-LB-Agarplatten
(Ampicillin oder Kanamycin) und Kultivierung bei 37 °C uber Nacht, konnten die

Kolonien am n&chsten Tag auf erfolgte DNA-Aufnahme Uberpriift werden.

DH10B (Invitrogen, Carlsbad) F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15,
AlacX74, deoR, recA1, endA1, araD139, A(ara, leu) 7697, galU, galK, A, rpsL, nupG

ToplOF (Invitrogen, Carlsbad) F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15,
AlacX74, deoR, araD139, A(ara, leu) 7697, galU, galK, rpsL (STr%), endA1, nupG

2.1.10 Animpfen einer Schittelkultur fiir eine Mini-Plasmidpraparation

Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde jeweils eine Bakterienkolonie aufgenommen und
in 10 ml LB-Selektionsmedium Uberfuhrt. Die Bakterienkultur wurde tber Nacht bei 37

°C unter Schitteln inkubiert.

2.1.11 Elektroporation

Fur die Elektroporation wurden elektrokompetente E. coli Bakterien vom TYP BJ5183-
AdEasy-1 verwendet. 1-100 ng Plasmid-DNA wurden mit 40 ul auf Eis aufgetauter
Bakteriensuspension versetzt, in die vorgekihlte Elektroporationskivette ,Gene
Pulser-Klvette* (Biorad, Munchen) uberfihrt und in einer Elektroporationskammer
,Gene Pulser® (Biorad, Munchen) elektroporiert (200 uQ, 25 pF, 2,5 kV). Anschliel3end
wurden 500 ul LB-Medium zu dem Elektroporationsansatz gegeben, die Bakterien 1 h

bei 37 °C unter Schutteln inkubiert und anschliel3end auf Agarplatten ausplattiert.

BJ5183-AdEasy-1 (Stratagene, Kalifornien, USA) andA, sbcBC, recBC, galK, met,
thi-1, bioT, hsdR
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2.1.12 Mini-Plasmidpraparation

Die analytische Mini-Plasmidpraparation erfolgte durch alkalische Lyse (Birnboim et al.
1979) und diente der schnellen Durchmusterung mehrerer Bakterienkulturen auf
positive Klone. Dabei wurden 2 ml der Bakteriensuspension pelletiert, das LB-Medium
abgesaugt und anschlieend in 200 pl Puffer ,P1“ (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100
pg/ml RNase A, pH 8,0) resuspendiert. Die Zellen wurden mit 200 pl Puffer ,P2“ (200
mM NaOH, 3,5 mM SDS) lysiert und die Lyse anschliefsend mit 200 ul Puffer ,P3“ (3 M
Kaliumacetat) gestoppt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen, mit der gleichen Menge an reinem Isopropanol versetzt und bei 4 °C wie
oben zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Das DNA-haltige
Pellet wurde mit Ethanol 70% v/v gewaschen, wiederholt zentrifugiert, getrocknet und
in 30 pl  MilliQ™-Wasser resuspendiert. Positive Klone wurden mittels
Restriktionsanalyse verifiziert.

War zur weiteren Verarbeitung besonders reine DNA notwendig, erfolgte die
Praparation mittels Saulenaufreinigung ,NucleoSpin-Plasmid-Kit* (Macherey-Nagel,

Daren).

2.1.13 Maxi-Plasmidpraparation

Am Vortag wurde eine Schittelkultur 250 ml aus LB-Medium und 1 ml einer kleinen
Vorkultur angeimpft. Dem Ansatz wurde ein entsprechendes Selektionsantibiotikum
(Ampicillin 100 mg/l oder Kanamycin 50 mg/l) zugesetzt. Die Bakterien wurden
zentrifugiert und aus dem Pellet mit dem ,Nucleo Bond PC 500-Kit“ (Macherey-Nagel,

Diren) isoliert.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Zelllinien und Nahrmedien

HEK293A.: HEK293A-Zellen sind modifizierte menschliche  embryonale
Nierenzellen, welche gegenuber HEK293-Zellen {ber bessere
Adhasionseigenschaften verfiigen, sowie genetisch fir die Generierung
von Adenoviren optimiert sind.

Nahrmedium fur HEK293A :
Dulbeccos MEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)
10% inaktiviertes fetales Kalberserum (Biowest, Essen)
1% nicht essentielle Aminosauren (Invitrogen, Carlsbad, USA)

100 U/ml Penicillin (Invitrogen, Carlsbad, USA)
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100 pg/ml Streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, USA)

MDCK II: Epithelzellen aus der Hundeniere.
N&ahrmedium fir MDCK II:
Dulbeccos MEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)
10% inaktiviertes fetales Kalberserum (Biowest, Essen)
1% nicht essentielle Aminosauren (Invitrogen, Carlsbad, USA)
100 U/ml Penicillin (Invitrogen, Carlsbad, USA)
100 pg/ml Streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Herzmuskelzellen:  Primare, sich nicht mehr teilende Zellen aus Herzen neonataler
Ratten.
Nahrmedium fur Herzmuskelzellen:
MEM (Invitrogen, Carlsbad, USA)
10% inaktiviertes fetales Kalberserum (Biowest, Essen)
1% 5-bromo-2"-deoxyuridin (BrdU) (Sigma, Miinchen)
100 U/ml Penicillin (Invitrogen, Carlsbad, USA)
100 pg/ml Streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, USA

2.2.2 Passagierung

Bei einer Zelldichte von 80% bis 90% wurden die adharenten Zellen passagiert. Nach
Waschen der Zellen mit sterilem 1x PBS (NaCl 136 mM, Na,HPO, 6,5 mM, KH,PO,
1,4 mM, KCI 2,7 mM) wurden sie mit einer 0,05% Trypsinlésung (Invitrogen, Carlsbad,
USA) 5 min inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in Medium aufgenommen und bei
800 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in neuem N&hrmedium resuspendiert und

wieder auf Kulturschalen ausplattiert.

2.2.3 Kultivierung von Herzmuskelzellen

Herzmuskelzellen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Bijoy Chandapillali
Karikkineth préapariert und uns stets als Zellsuspension zur Verfugung gestellt. Um in
der Kultur mdglichst wenige Fibroblasten oder Endothelzellen zu ziichten, wurden die
Zellen in eine Kulturschale tberfihrt und 1 h bei 37 °C préainkubiert. Dabei wuchsen
Fibroblasten bereits an. Dieser Prozess dauert bei Herzmuskelzellen erheblich langer,
sodass die Zellsuspension mit deutlich reduzierter Fibroblastenzahl vorsichtig wieder
von der Kulturschale abgesaugt wurde. Um die Adhasion der Herzmuskelzellen zu
verbessern, wurden die Kulturschalen vor dem Ausplattieren der Herzmuskelzellen fir

30 min mit 3 ml Kollagen (21,7 mg/ml; Upstate Group, Milton Keynes, GB) beschichtet.

18



Material und Methoden

Nach 3 — 4 tagiger Kultivierung in MEM Medium waren die Herzmuskelzellen bereit fur

die Verwendung in weiteren Experimenten.

2.2.4 Kryokultur

Zur Konservierung von Zellen wurden Kryokulturen angelegt. Hierzu wurden die Zellen
von einer Kulturschale (& 15 cm), wie unter 2.2.1 beschrieben, pelletiert und in 1 ml
aktivem fetalen Kéalberserum resuspendiert. Nach Zugabe von 10% DMSO (Sigma,
Minchen) wurden die Zellen in einem Styroporkasten langsam auf -80 °C gekihlt und

ein Tag spater in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

2.2.5 Transfektion

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in antibiotikafreiem Medium in
Kulturschalen (@ 3,5 cm) ausplattiert. Die Transfektion wurde gemaR
Herstellerangaben mit ,Lipofectamine 2000“ (Invitrogen, Carlsbad, USA) durchgefuhrt.
4,0 ug Plasmid-DNA wurden in 250 yl Opti MEM (Invitrogen, Carlsbad, USA) verdunnt.
In einem zweiten Ansatz wurden 10 pl ,Lipofectamine 2000“ in 250 pl Opti MEM
verdiinnt. Nach 5 min wurden die Losungen vermischt und 25 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz direkt auf die zu transfizierenden Zellen

pipettiert.

2.2.6 Stabile Transfektion

Fur die Generierung einer stabilen Zelllinie erfolgte die Selektion der Zellen mittels
Hygromycin B (Invitrogen, Carlsbad, USA) in einer Endkonzentration von 270 pug/ml im
Medium. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen 1:5 gesplittet und nach weiteren
24 h wurde das Selektionsmedium zugegeben. Stabile Zelllinien wurden weiterhin in

Selektionsmedium gehalten.

2.2.7 Behandlung der Zellen mit Atorvastatin

Atorvastatin Reinsubstanz (Pfizer, New York, USA) wurde dem Medium in einer
Endkonzentration zwischen 1 uM und 10 uM zugesetzt und die Inkubationszeit betrug
zwischen 48 h und 120 h. Bei der Intervention wurde das Medium mit Atorvastatin alle

24 h erneuert.
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2.3 Herstellung eines rekombinanten Adenovirus
2.3.1 Adenovirale Expressionssysteme

Replikationsdefiziente, rekombinante Adenoviren stellen ein vielseitiges und schnelles
virales Gentransportsystem fir die funktionelle und therapeutische Genanalyse dar. Mit
Adenoviren konnen unabhangig von der Zellteilung nahezu alle Arten von
Saugetierzellen infiziert werden. Gleichzeitig sind sie jedoch von geringer Pathogenitét
fur den Menschen. Mehr als 40 verschiedene Serotypen der Adenoviren sind bisher
bekannt. Das in dieser Arbeit generierte rekombinante und nicht onkogene Adenovirus
ist vom Serotyp 5 (Ad5) und wurde nach der Methode von He (He et al. 1998)
hergestellt. Das verwendete adenovirale Genom enthielt Deletionen in den Regionen
E1 (AE1, Ad5 Nukleotide 1 - 3533) und E3 (AE3, Ad5 Nukleotide 28130 - 30820). Der
produktive Infektionszyklus wird mit der Transkription des E1A-Gens eingeleitet,
dessen Genprodukt transaktivierend auf die Expression der anderen friihen viralen
Gene E1B, E2A, E3 und E4 wirkt (E = early gene). Darauf folgt die DNA-Replikation
und mit der Aktivierung der spaten viralen Gene die Bildung neuer Virionen. Die E3-
Region kodiert fur Proteine, die fir die Umgehung der Immunantwort des
Wirtsorganismus wichtig sind. Sie ist fur die Virusreplikation in der Zellkultur nicht
essentiell. Durch die beiden Deletionen wurde somit einerseits erreicht, dass der
rekombinante Adenovirus replikationsdefizient war und andererseits das Virusgenom
bis zu 7,5 kb an fremden DNA-Fragmenten aufnehmen konnte, ohne die Enkapsidation
der Virus-DNA zu stéren (Bett et al. 1993; Benihoud et al. 1999). Die Fremd-DNA
wurde, wie unter 2.1 beschrieben, in den pAdTrack-CMV Transfervektor kloniert, da
eine direkte Klonierung in das Virusgenom aufgrund der GroR3e der DNA (33,4 kb) und
dem Mangel an singuléaren Schnittstellen nicht moglich war. Anschlieend wurde durch
homologe Rekombination mit dem viralen Genom (pAdEasy-1), das in den BJ5183-
Bakterien schon enthalten war, das rekombinante adenovirale Genom erzeugt. Die
exogene Expressionskassette wurde dabei in die E1-Region integriert. Die
Generierung der Adenoviren erfolgte durch Transfektion der rekombinanten Plasmid-
DNA in HEK293-Zellen. Die HEK293-Zelllinie ist eine kontinuierlich wachsende Zelllinie
humaner, embryonaler Nierenzellen, die mit gescherter humaner Ad5-DNA
transformiert wurde. Diese Zelllinie enthdlt die viralen Gene E1A und E1B (Ad5
Nukleotide 1 - 4344), welche die Deletionen im rekombinanten Virusgenom
komplementieren kénnen und so die Generierung rekombinanter, selbst
replikationsdefizienter Adenoviren ermdglichen (Graham et al. 1977; Louis et al. 1997;
Luo et al. 2007). Die Abbildung 6 gibt einen schematischen Uberblick iber die

einzelnen Schritte der Virusherstellung.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Herstellung eines rekombinanten
Adenovirus mit Hilfe des AdEasy-Systems. OATP2B1 wurde in den Transfervektor
pAdTrack-CMV einkloniert. Das erhaltene Plasmid wurde mit der Restriktionsendonuklease
Pme | linearisiert und mit dem Virusgenom (pAdEasy 1) durch Co-Transformation in E. coli
BJ5183 zur homologen Rekombination gebracht. Uber das Kanamycinresistenzgen (Kan)
wurde auf rekombinante Plasmide selektioniert. Das mit der Restriktionsendonuklease Pac |
linearisierte rekombinante Virusgenom wurde in HEK293A-Zellen transfiziert, welche die
Fahigkeit besitzen, die Deletionen (AE1, AE3) im Virusgenom zu komplementieren und somit
infektiose, replikationsdefiziente, rekombinante Adenoviren zu bilden. Ad5 DNA: genomische
DNA des humanen Adenovirus Serotyp 5, Amp: Ampicillinresistenzgen, CMV:
Zytomegalievirus-Promotor, AE1, AE3: Deletionen in den friihen Genen E1 und E3 der
adenoviralen Replikation, GFP: grun fluoreszierendes Protein, LITR/RITR: linke und rechte
invertierte terminale Wiederholungssequenz, pA: Polyadenylierungssignal. Modifiziert
Ubernommen aus He et al. 1998.

2.3.2 Homologe Rekombination

Bei der homologen Rekombination kommt es aufgrund identischer DNA-Sequenzen,
hier bezeichnet als linker und rechter Arm (Abbildung 6), zum Austausch bzw. zur
Integration von DNA-Abschnitten in ein Plasmid. Im vorliegenden Fall wurde der

OATP2B1-Insert tragende Transfervektor pAdTrack-CMV in das adenovirale Plasmid
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pAd-Easy-1 kloniert. Dazu wurden 400 pg DNA des mit Pme | linearisierten und
gereinigten Transfervektors pAdTrack-OATP2B1 in mit pAd-Easy-1 vortransformierte
E.coli BJ5183 mittels Elektroporation eingebracht. Die DNA der einzelnen
Bakterienklone wurde im anschlieRenden Restriktionsverdau auf Positivitat Gberprift

und in E. coli vom Typ DH10B amplifiziert.

2.3.3 Transfektion von HEK293A-Zellen

Damit sich das Virus in den HEK293A-Zellen vermehren konnte, wurden die Zellen mit
dem Viruskonstrukt transfiziert. Die Transfektion erfolgte in einer Kulturschale (@ 3,5
cm) gemaf Herstellerangaben mit ,Lipofectamine 2000“ (Invitrogen, Carlsbad, USA).
3,0 ug Plasmid-DNA wurden in 250 ul Opti MEM (Invitrogen, Carlsbad, USA) verdinnt.
In einem zweiten Ansatz wurden 10 ul ,Lipofectamine 2000“ in 250 ul Opti MEM
verdinnt. Nach 5 min wurden die Lésungen vermischt und 25 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz direkt auf die zu transfizierenden Zellen
pipettiert. Nach drei Tagen wurde das Medium noch einmal gewechselt, dann bis zur
Ernte nicht mehr, um die sich langsam abrundenden Zellen nicht zu stéren. Nach 10

bis 11 Tagen erfolgte die erste Ernte.

2.3.4 Ernte virusinfizierter Zellen

Zur Ernte sollten bereits 30-50% der transfizierten HEK293A-Zellen abgel6st sein. Die
noch anhaftenden Zellen wurden mit einer weitlumigen Pipette abgespiilt oder mit
einem Zellschaber vorsichtig abgenommen, um die Zellen nicht zu zerstéren. Die
Zellen wurden bei 4 °C und 600 rpm 7 min pelletiert und anschlieBend in 2 ml 1x PBS
resuspendiert. Um die Zellen aufzubrechen und das Virus freizusetzen, wurde die
Zellsuspension dreimal in flissigem Stickstoff vollstandig eingefroren, bei 37 °C wieder
aufgetaut und gevortext. Die Zellfragmente wurden abzentrifugiert und der virushaltige

Uberstand fiir die erste Infektion verwendet bzw. bei -80 °C gelagert.

2.3.5 Praparation eines hochtitrigen Virus-Stocks

Die Zellen der ersten Infektion wurden analog dem Verfahren nach der Transfektion
geerntet. Das Virus wurde in drei weiteren Infektionszyklen mit steigenden Zellzahlen
amplifiziert. Ein Infektionszyklus dauerte zwei bis drei Tage. Der vierte Infektionszyklus
diente zur Generierung einer Virusstammldsung. Hierzu wurden HEK293A-Zellen in 30
Kulturschalen (@ 15 cm) mit je 20 ul des virushaltigen Uberstandes des vierten
Infektionszyklusses infiziert. Mit wachsender Viruslast wurden die Zellen zunehmend

unstabil. Um die Zellen nicht schon beim nachfolgenden Zentrifugationsschritt zu
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zerstoren, erfolgte die Ernte bereits nachdem sich etwa die Halfte des Zellrasens
abgel6st hatte. Die infizierten Zellen wurden mit 1x PBS pH 7,4 gewaschen und
resuspendiert. Die Freisetzung der Viren erfolgte durch dreimaliges Frieren und Tauen.
Nach der Zentrifugation wurde die Virusstammldsung zur Titerbestimmung verwendet

und bei -80°C gelagert.

2.3.6 CsCl Gradient zur Adenovirusaufreinigung und —konzentration

Die infizierten HEK293A-Zellen der 30 Kulturschalen (& 15 cm) wurden bei 2000 rpm
und 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde dreimal mit vorgekihltem
1,1,2-Trichlortrifluorethan zur Entfernung von Uberschissigen Lipiden und Proteinen
extrahiert. Dazu wurde zum Pellet jeweils die gleiche Menge gekuhltes 1,2-
Trichlortrifluorethan zugegeben und anschlie3end bei 2000 rpm und bei 4 °C fir 10 min
zentrifugiert. Dadurch wurden die Zellen aufgebrochen und der Virus freigesetzt. Der
virushaltige Uberstand wurde wieder mit derselben Menge 1,2-Trichlortrifluorethan
vermischt und wie oben zentrifugiert. Der letzte Schritt wurde noch ein drittes Mal

wiederholt.

Der CsCl-Gradient bestand aus einer schweren unteren (42,2% w/w) und einer leichten
oberen (22,4% w/w) Phase. Jeweils 4,5 ml beider Phasen wurden in ein
Ultrazentrifugationsréhrchen Ubereinander geschichtet. Der nach der
Trichlortrifluorethan-Extraktion gewonnene Uberstand wurde vorsichtig in aquivalenter
Menge bis zu 2,5 ml auf die Gradienten geschichtet. Gewichtsunterschiede wurden mit
PBS ausgeglichen. Nach 18 h Zentrifugation bei 27000 rpm und 4 °C in der
Ultrazentrifuge Optima L-90K, SW40 Ti Rotator (Beckman Coulter, Krefeld) waren zwei
weil3e Banden an der Interphase zwischen schwerer und leichter Phase sichtbar. In
der schwachen oberen Bande befanden sich die Viruskapseln und in der dicken
unteren Bande komplette Viren (Abbildung 17, S. 37). Die untere Bande wurde mit
einer Heparinspritze und G27 Kanilen abgenommen und in eine Dialysekassette
Uberfuhrt. Die Kassette wurde bei 4 °C fir 18 h gegen zweifachen Virus Storage Buffer
(VSB) auf einem Magnetrihrer rotierend dialysiert. Anschlie3end wurde der zweifach
VSB (NaCl 136 mM, KCI 5 mM, MgCl 2 mM, Tris pH 7,4 1M) durch frischen zweifach
VSB ersetzt und wiederholt bei 4 °C fir 6 h dialysiert. Danach wurde das Dialysat mit
einer Heparinspritze und G27 Kanllen aus der Kassette entnommen und mit zweifach

Glycerol-VSB 1:1 verdunnt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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2.3.7 Titerbestimmung rekombinanter Adenoviren

HEK293A-Zellen wurden auf 12 Well Platten mit einer Zellzahl von 5x10° ausplattiert.
Zur Infektion wurde die Virusstammlosung zu 1:5 bis 1:100.000 in HEK-Medium
hergestellt. Dabei wurden die Zellen in einer Doppelbestimmung infiziert. Als
Negativkontrolle und zur Uberprifung der Zellvitalitat dienten nicht infizierte Zellen. Der
Infektionsverlauf wurde nach 24 h ausgewertet und die Zahl der GFP exprimierenden
Zellen je Kammer und Virusverdinnung ermittelt. In der héchsten Verdinnung, in der
noch GFP-Expression auftrat, wurden die GFP positiven Zellen mikroskopisch mit einer
20-fachen VergroRerung ermittelt. Fir eine représentative Aussage wurden
mindestens zehn Gesichtsfelder ausgewertet und die infektionsfahigen Viruseinheiten

(IU) mit der folgenden Formel berechnet:

Zellen Felder
10 _ Feld * “Well
ml  (Volumen der Virusldsung) x (VerdUnnungsfaktor)

Die infektiosen Viruseinheiten sind analog zur Bezeichnung: efu = expression forming
unit (He et al. 1998). Ein gangiges Mal} fur die Quantifizierung einer Virusinfektion in
Zellkulturen ist die Multiplizitat der Infektion pro Zelle (MOI). Sie beschreibt die Anzahl
der infektiosen Viruspartikel pro ausplattierte Zielzelle. Die MOI lasst sich aus der

Prozentzahl der positiven Zellen wie folgt berechnen:

1 — %pos.

MOI = =2xIn( 100

)

Diese Gleichung ist gltig fur alle Zellen, die eine Zellteilung fur eine erfolgreiche

Infektion bendtigen. Die in dieser Arbeit verwendete MOI lag zwischen 1 und 5.

2.4 Proteinbiochemie

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Die Zellen wurden vor der Ernte in sterilem 1x PBS (NaCl 136 mM, Na,HPO, 6,5 mM,
KH,PO,4 1,4 mM, KCL 2,7 mM) gewaschen und mit einem Zellschaber von der Schale

abgel6st und pelletiert.

Zur Herstellung von Gesamtproteinlysaten wurde das Pellet in Ripa-Puffer (Tris pH 7,4
50 mM, EDTA pH 8,0 1 mM, NaCl 150 mM, Triton X 100 1%) resuspendiert und 15 min

bei mehrmaligen Vortexen auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden unlésliche
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Bestandteile wie Zytoskelett oder Zellkerne durch Zentrifugation bei 2500 rpm und 4
°C abgetrennt. Das Gesamtproteinlysat wurde bei -20 °C gelagert.

Waren zur weiteren Verarbeitung Zytosol- und Membranproteinlysate notwendig, so
wurde das Pellet in hypotonem Lysepuffer (Tris pH 8,0 5 mM, EDTA pH 8,0 1 mM,
MgCl, 5 mM) resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte die
Homogenisierung der Zellsuspension in einem 1 ml Pottergefal3. Mittels Zentrifugation
bei 2500 rpm wurden unléslich Bestandteile wie Zytoskelett und Zellkerne abgetrennt.
Der Uberstand wurde zur Erlangung der Zytosol- und Membranfraktion einer
Ultrazentrifugation bei 34000 rpm unterzogen. Der Uberstand entsprach der
Zytosolfraktion. Das Membranpellet wurde in Ripa-Puffer mittels einer 1 ml Spritze mit

einer 26 G Kandule durch 15-maliges Aufziehen resuspendiert.

2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford berunt auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums von Coomassie brilliant blue G-250 von 465 nm zu 595 nm bei
der Anwesenheit von Protein. Dabei verhdlt sich die Zunahme der Absorption bei 595
nm linear zu der Proteinkonzentration der Losung. Das Bradfordreagenz (Biorad,
Midnchen) wurde 1:3 in 0,1 M Natronlauge verdinnt. Eine Eichkurve wurde mit IgG aus
Rinderserum (Sigma, Mdunchen) erstellt. Die Stammlésung wurde in einer
Konzentration von 1 mg/ml angesetzt, woraus die anderen Standardwerte verdinnt

wurden. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen.

Standard 1:10 verdunnt (pl) 0 20 40 60 80 100
MilliQ™-Wasser (ul) 100 | 80 60 40 20 0

Bradfordreagenz (pl) 400 | 400 |400 |400 |400 |400
Konzentration (ug/ml) 0 20 40 60 80 100

Tabelle 1: Bradford Standardkurve

Die Messung der Absorption erfolgte in Einmalkivetten (Sarstedt, Nimbrecht) in einem
Spektrometer ,Smart Spec 3000“ (Biorad, Mdunchen) bei 595 nm. Die
Proteinkonzentration lie? sich aus der Absorption nach dem Lambert-Beer-Gesetz
errechnen. Die zu vermessenden Proteinproben wurden 1:100 oder 1:50 verdiinnt. Ein
Reaktionsansatz enthielt dabei meist 1-2 pl Proteinprobe in 100 pl MilliQ™-Wasser und
400 ul Bradfordreagenz, sodass die gemessenen Absorptionen im mittleren Bereich

der Standardkurve lagen.
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2.4.3 Diskontinuierliche SDS Polyacrylamidgelelektrophorese

Das Ziel der Elektrophorese war die Auftrennung der Proteine nach ihrer GréRe. Im
Prinzip erfolgte die Auftrennung der Proteine nach ihrer Ladung. Vor Beladung wurden
die Proben mit SDS zur Reaktion gebracht, wodurch die Proteine von auf3en
gleichméRig mit negativ geladenen Dodecanylsulfatresten tiberzogen wurden und sich
dadurch ihre Wanderungsgeschwindigkeit proportional zur Molekilmasse ergab. Alle
Proben wurden mit sechsfach Ladepuffer (SDS 0,4 M, Bromphenolblau 1 mM, Glycerol
6,5 M, TRIS 0,6 mM, DTT 0,6 M) versetzt und 5 min bei 95 °C gekocht.

Das Prinzip der diskontinuierlichen Gelelektrophorese beruht auf den unterschiedlichen
Eigenschaften der beiden Gele. Aufgrund des niedrigen pH-Werts ist das Glycinion des
Laufpuffers im Sammelgel ein Zwitterion und lauft im Gel langsamer als die Proteine.
Dagegen laufen die Chloridionen des Laufpuffers (TRIS 125 mM, Glycin 192 mM, SDS
10 mM) aufgrund ihrer geringen Grof3e und negativen Ladung viel schneller als die
Proteine. Als Konsequenz ergeben sich zwei Lauffronten zwischen denen sich eine
Potentialdifferenz ausbildet, welche zur Folge hat, dass die Proteine zwischen den
beiden Fronten gehalten und verdichtet werden. Im Sammelgel laufen alle Proteine mit
der gleichen Geschwindigkeit. Im Trenngel dagegen befindet sich das Glycin aufgrund
des hdheren pH-Werts negativ geladen vor, sodass es viel schneller als die Proteine
lauft, was zur Folge hat, dass es keine Potentialdifferenz mehr gibt und alle Proteine

nach ihrer Gré3e aufgetrennt werden.

Beide Gele wurden jeweils nacheinander gegossen, wobei im Sammelgel durch die

Einlage eines Kamms Taschen zur Beladung freigehalten wurden.

Die Beladung des Gels mit den Proben erfolgte geman Proteinbestimmung in gleicher
Proteinmenge. Zur spateren Einschatzung der GréRRe der detektierten Proteine wurde
der Standard ,Precision Plus® (Biorad, Minchen) mitgeflhrt. Somit war spater eine
Einschatzung der GroRRe des detektierten Proteins mdglich. Die Gelelektrophorese
erfolgte im Laufpuffer (TRIS 125 mM, Glycin, 192 mM, SDS 10 mM) bei einer
Spannung von 80 V fir 10 min und anschlieRend 120 V fir 2 h.
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Sammelgel | 8%Trenngel | 10%Trenngel | 12%Trenngel
Tris pH 6,8 1,25 M - - -
Tris pH 8,8 - 0,375 M 0,375 M 0,375 M
Acrylamid 0,73 M 1,1 M 14 M 1,7M
SDS 3,5mM 3,5mM 3,5mM 3,5mM
Ammoniumpersulfat 4,4 mM 4,4 mM 4,4 mM 4,4 mM
Temed 6 UM 2,4 M 2,4 UM 2,4 UM

Tabelle 2: Zusammensetzung von Sammelgel und der Trenngel

2.4.4 Western Blot

Mittels Nassblot-Verfahren wurden die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran ,Protran 0,45 um Porengréf3e” (Schleicher &
Schiill, Dassel) Ubertragen. Das Gel muss hierbei kathodenseitig und die Membran
anodenseitig liegen. Die Blotkammer wurde mit eiskaltem Transferpuffer (TRIS 25 mM,
Glycin 192 mM, Methanol 12,5 M), der zusatzlich durch einen Eisblock in einer
Kunststoffform gekihlt wurde, gefillt. Der Transfer erfolgte bei einer Stromstarke von
0,4 A fur 90 min. Fir die Darstellung der Ubertragenen Proteine wurde die Membran fir
5 min mit Ponceau S (Ponceau S 26 mM, Trichloressigsaure 30 mM) gefarbt. Durch
zweimaliges Waschen mit MilliQ™-Wasser Iéste sich iberschiissiger, nicht an Proteine
gebundener Farbstoff ab, wahrend die Proteinbanden deutlich zu erkennen blieben. Im
Anschluss wurde die Membran fotografiert. Zur vollstandigen Entfarbung wurde die
Membran mit 0,1% TBST (TRIS 0,1 M, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,9 mM, pH 7,5)
gewaschen. Zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran unter
stetigem Schwenken in einer Lésung von 5% Milchpulver (Roth, Karlsruhe) in 0,1%
TBST fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Membran

zweimal funf Minuten mit 0,1% TBST gewaschen.

Die Inkubation der Membran mit dem priméren Antikorper, der spezifisch gegen das
jeweilige Protein gerichtet war, erfolgte entweder Uber Nacht unter leichtem Schutteln
bei 4 °C oder 1 h bei Raumtemperatur. Die Verdinnungen und L&sungsmittel der
einzelnen Antikorper sind der Tabelle 3 zu entnehmen. Nach dreimaligem Waschen mit
0,1% TBST fir je 10 min folgte die Inkubation fur 1 h mit dem sekundéren Antikdrper in
5% Milchpulver in 0,1% TBST, der gegen den ersten Antikbrper gerichtet und an die
Peroxidase des Meerrettichs gekoppelt war. AnschlieBend wurde dreimal fir je 10 min
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in 0,1% TBST gewaschen und die Membran fur 5 min mit dem ,SuperSignal West Pico
Substrate” oder ,SuperSignal West Dura Substrate® (Pierce, Rockford, USA) inkubiert,
das ein Substrat der Peroxidase enthielt, welches nach Umsetzung eine
Chemolumineszenz zeigte. Zur Visualisierung wurden Filme ,Fujifilm Super RX*
(Fujiflm Europe, Dusseldorf), je nach Starke der Lumineszenz, fir 2 bis 30 min
belichtet und anschlielRend entwickelt. Eine quantitative Erfassung und Auswertung der

Banden erfolgte mit der ,Gene Snap*“ Apparatur (Syngene, Cambridge, England).

N Erwartete _—
Verdinnung ProteingroRe 2. Antikorper
Anti-B-Aktin 1:5000 45 kDa Anti-Mouse
(Sigma, Miinchen) TBST 0,1% 1:5000
Anti-Gas 1: 2000 42 kDa Anti-Rabbit
(Santa Cruz, Kalifornien, USA) TBST 0,1% 1:5000
Anti- Gy3 1:300 7 KDA Anti-Rabbit
(Santa Cruz, Kalifornien, USA) 5% Milchpulver 1:5000
Anti-OATP2B1 1:2000 84 kDa Anti-Rabbit
Universitat Greifswald TBST 0,1% 1:5000

Tabelle 3: Verwendete Antikrper

2.5 Transportassay

Die funktionelle Analyse des Uberexprimierten OATP2B1 erfolgte mittels kompetitiver
Aufnahme zwischen dem radioaktiv markierten physiologischen Substrat Estronsulfat

und Atorvastatin in verschiedenen Zelllinien.

2.5.1 Aufnahme von °H-Estronsulfat unter Atorvastatin in MDCK- und
Herzmuskelzellen von Ratten

Als Radioligand wurde ®H-markiertes Estronsulfat (Biotrend, Kéln) verwendet. Seine
spezifische Aktivitat lag bei 50 Ci/mmol, die Losung hatte die Aktivitat von 1 pCi/ul und

damit eine Konzentration des Radioliganden von 20 uM in Ethanol.

Adhéarente MDCK Il Zellen und Herzmuskelzellen wurden in Kulturschalen (@ 6 cm)
ausplattiert. Bei einer Konfluenz von 90% wurden die Zellen in sterilem 1x PBS
gewaschen, in 2 ml Inkubationspuffer (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,2 mM MgSQOy, 1 mM
KH,PO,4 1,5 mM CaCl,, 12,5 mM Hepes, 5 mM Glukose), in wassriger Lésung
aufgenommen und 10 min im Brutschrank (37 °C, 5% CO,) inkubiert. Danach erfolgte
die Zugabe von Atorvastatin in einer Endkonzentration von 50 uM. Nach 5 Minuten
erfolgte die Zugabe von 5 ul des Radioliganden, verdiinnt 1:10 im Inkubationspuffer in
einer Konzentration von 2 uM. Nach weiteren 5 Minuten wurde der Inkubationspuffer
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mit dem Radioliganden abgesaugt, der Zellrasen in eiskaltem 1x PBS gewaschen und

anschlief3end in 700 pl 0,2%iger SDS-L6sung lysiert.

2.5.2 Aufnahme von °H-Estronsulfat unter Atorvastatin im humanen Herzgewebe
und Rattengewebe

Das Herzgewebe wurde mit einem Skalpell in etwa gleich grofl3e Stiickchen zerkleinert
und im Inkubationspuffer in einer 48 Well Platte 10 min im Brutschrank (37 °C, 5%
CO,) inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von Atorvastatin in einer Endkonzentration
von 0,001 uM, 0,01 uMm, 0,1 pM, 1 uM, 3 uM, 10 pM, 30 uM und 50 pM. Nach 5
Minuten erfolgte die Zugabe von 5 ul Radioliganden, der zuvor 1:10 im
Inkubationspuffer verdiinnt wurde. Nach weiteren 5 Minuten wurde das Herzgewebe in

eiskaltem 1x PBS gewaschen und in 700 pl 0,2%iger SDS-L6sung lysiert.

2.5.3 Szintillationszahlung

Die Auswertung erfolgte mit der Szintillationsflissigkeit ,Ultima Gold“ (Perkin/Elmer,
Massachusetts, USA). Dabei wurden 5 ml Szintillationsflissigkeit zu dem Lysat
pipettiert und 24 h unter Schitteln inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Messung der
Szintillation im ,Wallac 1409 Liquid Scintillation Counter” (Perkin/Elmer,
Massachusetts, USA).

2.6 Zellfixierung, konfokale Lasermikroskopie
2.6.1 Fixierung adharenter Zellen

Fur die Betrachtung von adharenten Zellen in konfokaler Lasermikroskopie wurden die
Zellen auf Glasplattchen ausplattiert. Nach 24 h bis 48 h wurden die Zellen vorsichtig
mit 1x PBS gewaschen und zur Fixierung mit 4% Paraformaldehyd in 1x PBS fir 15
min inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 10 min mit einer Blockldsung (5% BSA
in PBS) behandelt. Nachdem die Zellen in 1x PBS gewaschen wurden, folgte eine 30-
minttige Inkubation mit dem priméaren Antikdrper in Antikorperverdiinnungslosung
(TBS 0,05 M pH 7,2-7,4, 1% BSA, 0,5% Triton X-100, 0,05% Thimerosal, 0,01%
NaNs). Die Negativkontrolle wurde mit 1x PBS mit dem primaren Antikdrper inkubiert.
Nach einem weiteren Waschschritt in 1x PBS folgte eine Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper in PBS-Puffer. Der sekundéare Antikdrper war gegen die IgG-
Spezies des primaren Antikdrpers gerichtet und mit einem Fluorochrom konjugiert.
Nach 30-minutiger Inkubation wurden die Glasplattchen in 1x PBS gewaschen,
getrocknet und mit dem Eindeckelmedium ,Fluoromount-G* (Southern Biotech,
Alabama, USA) auf Objekttrager gebracht.
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(Sigma, Miinchen)

1. Antikorper Verdinnung | 2. Antikoérper Verdinnung
Anti-OATP2B1 ) rabbit Alexa 546 )
Universitat Greifswald 1:400 (Sigma, Minchen) 1:800
TOPRO3 Zellkernanfarbung 1:1000

Tabelle 4: Fur Immunfluoreszenz verwendete Antikdrper

Die konfokale Lasermikroskopie wurde mit dem ,Axiovert 200M* (Zeiss, Oberkochen)

durchgefinhrt.

2.7 Statistik

Alle Werte sind, sofern nicht anders angegeben, als arithmetisches Mittel +/- der

Standardabweichung des Mittelwertes dargestellt, berechnet aus den Einzelwerten (n).

Die statistische Signifikanz wurde mittels T-Test beim Vergleich zweier Gruppen

ermittelt. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikanter Unterschied

bewertet und als solcher gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellung des Adenovirus-AdGFP/OATP2B1

Um die Bedeutung des Organischen-Anionen-Transport-Polypeptides 2B1 in
Herzmuskelzellen der neonatalen Ratte untersuchen zu kdnnen, wurde der adenovirale
Gentransfer zur Proteinliberexpression gewahlt. Hierzu wurde zunéchst ein Adenovirus

generiert, durch welches sich Primarzellen infizieren lassen.

3.1.1 Klonierung der Plasmide

Aus dem pcDNAS.1(-)Hygro-OATP2B1 Vektor, den uns freundlicherweise Herr Dr.
Markus Grube, Universitat Greifswald zur Verfugung stellte, wurde die OATP2B1
Sequenz mit Notl ausgeschnitten und in den pAdTrack-CMV Uber Notl einkloniert. Das
erhaltene Konstrukt ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt.

bla promoter CMV promoter

Amp(R) CMV forward primer

T7 primer

& T7 promoter

&

:::‘“:_j'}»rot 1(928)
pUC origin T EcoRIea7)
j ".‘ _ Bam HI(1652)
pcDNA3. 1(-)Hygro-OATP2B1
7852 bp
,_,_.—/—""'A OATP2B1
SV40 pA
N . ”.-""Bam HI (2620)
/ : e S — EcoRI(3173)
Hygro(R) S/ I ﬁf  Notlfzi8o)
EcoRI(4614) ’ / ‘EcoRI (3207)
SV40 early promoter BamHI (3230)
Hin dIII (3248)

BGH reverse primer
BGH pA

f1 origin

Abbildung 7: Skizze des pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1 Plasmids zur Isolierung der
OATP2B1 Sequenz.
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6000 bp

3000 bp
2500 bp

Abbildung 8: Agarosegel vom Verdau des pcDNA3.1/Hygro(-)OATP2B1 Plasmids. (a) Die
OATP2B1 cDNA mit der Grof3e von ca. 2200 Basenpaaren wurde mit Notl aus dem Plasmid
herausgeschnitten. (b) Unverdautes Plasmid von ca. 8000 Basenpaaren GroRe zwecks
Kontrolle.
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Abbildung 9: Agarosegel vom Verdau ausgewahlter Klone mit dem ligierten pAdTrack-
OATP2B1. Der Verdau der Klone 1 — 10 mit Notl zeigt vier positive Klone (Klon 3, 4, 5, 10). Im
Falle einer erfolgreichen Ligation entstehen zwei DNA-Fragmente von 9200 und 2200
Basenpaaren Grof3e.
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’,Pac 1(9)

Kanamycin |
& 'Y
\ CMV

GFP

__ Eco RV(2275)
\ Not1(2302)
(pAdTrack-OATP2B1)
Pac1(8408)
rechter ARM OATP2B1
Pme 1(7405) Kpn 1(4478)
< S i)
/ - * ‘Not1(4554)
linker ARM Kpn 1(4571)

CMV

Abbildung 10: Skizze des pAdTrack-OATP2B1 Plasmids nach erfolgreicher Ligation Uber die
Notl Schnittstelle.

Die korrekte Orientierung von OATP2B1 im pAdTrack-CMV wurde mit Hilfe der
Restriktionsendonukleasen Kpnl und EcoRV uberpruft.

a b c
6000 bp g - o=t .
3000 bp L_‘
2500bp *
2000 bp -
1500 bp

Abbildung 11: Uberprifung der korrekten Orientierung der OATP2B1 cDNA in einem
positiven Klon (a) Einzelverdau mit Kpnl, (b) Einzelverdau mit EcoRV, (c) Asymmetrischer
Doppelverdau mit Kpnl und EcoRV ergibt nur bei korrekter Orientierung von OATP2B1 ein
DNA-Fragment von 2000 Basenpaaren Grolie.

Dieses Konstrukt wurde nach Linearisierung mit Pmel in E. coli BJ5183 mit dem

Virusgenom pAdEasy-1 zur homologen Rekombination gebracht.
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Abbildung 12: Rekombination von pAdEasy und pAdTrack-OATP2B1. Die erfolgreiche
homologe Rekombination der Plasmide zeigt nach dem Verdau mit Pacl ein DNA-Fragment von
>33400 Basenpaaren GroRRe sowie ein kleineres DNA-Fragment von ca. 3000 Basenpaaren
(bp) GroRe (Klon 4). Bei der alternativen homologen Rekombination des Replikationsursprungs
an Stelle des linken Arms, tritt in einigen Fallen ein DNA-Fragment von 4500 Basenpaaren (bp)
auf, weil durch die Rekombinationsvariante eine zweite Pacl-Erkennungssequenz eingebracht
wird (Klone 1, 2, 3, 5).

Fur die Retransformation in E. coli DH10B wurde Klon 4 gewdahlt. Nach erfolgter
Transformation, Amplifikation und Aufreinigung wurde das Konstrukt AGFP/OATP2B1
mit den Enzymen Pacl und BamHI geschnitten, um den korrekten Einbau der
OATP2B1 cDNA zu Uberprifen (Abbildungen 14a, b).

LA Pac1(9)
BamHI (13)
P Pac 1(2906)
®_ GFP
CMV
Not 1 (5199)
Bam HI (5759)
AdGFP/OATP2B1
(AdGFP/OF ) | OATP2Bf
BamHI (6727)
Not 1(7451)
Bam HI (26081) CMV
RA
Not 1(21829) Not 1(11024)
Not I (20869) Not 1 (16023)
Not 1(20543) Pme 1(17777)
Not 1(17954)

Abbildung 13: Skizze des AdGFP/OATP2B1 Plasmids nach erfolgter Rekombination in E.
coli BJ5183.
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Abbildung 14: Agarosegel vom Verdau des AdGFP/OATP2B1 nach erfolgter
Retransformation in E. coli DH10B. (a) Retransformation des AJGFP/OATP2B1 in E. coli
DH10B zeigt nach Verdau mit Pacl ein DNA-Fragment von >33400 Basenpaaren sowie ein
kleineres DNA-Fragment von ca. 3000 Basenpaaren. (b) Verdau des AdGFP/OATP2B1 mit
BamHI. Das entstandene DNA-Fragment von 1000 Basenpaaren ist aus der OATP2B1
Sequenz herausgeschnitten. Weitere DNA-Fragmente entstehen mit ca. 6000 Basenpaaren,
sowie 10000 Basenpaaren und 20000 Basenpaaren.

3.1.2 Transfektion des AAGFP/OATP2B1 in HEK293A-Zellen

Das Konstrukt wurde mit Pacl linearisiert und in HEK293A-Zellen transfiziert, in denen
sich das Virus vermehrt. Bereits zwei bis drei Tage nach der Transfektion in HEK293A-
Zellen zeigten die transfizierten Zellen eine griine Fluoreszenz (Abbildung 15b). Im
ersten Infektionszyklus war der Infektionsverlauf mit sechs bis sieben Tagen Dauer
sehr langsam und nicht alle Zellen zeigten eine griine Fluoreszenz auf. Mit wachsender
Anzahl von Infektionszyklen nahmen sowohl die Infektionsgeschwindigkeit als auch die

Anzahl infizierter Zellen stetig zu.

Abbildung 15: Transfektion von HEK293A-Zellen mit AAGFP/OATP2B1.
(a) Phasenkontrastaufnahme der Zelldichte 72 h nach Transfektion, Mal3stabsbalken 500 um.
(b) GFP Fluoreszenz 72 h nach Transfektion, Maf3stabsbalken 500 um.
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Um die Funktionalitat des Virus zu uUberprifen, wurde die Expression von OATP2B1 in
infizierten HEK293A-Zellen mittels Western Blot Analyse mit Wildtyp Zelllysaten
verglichen (Abbildung 16b). Dabei war bei den virusinfizierten HEK293A-Zellen eine
deutlich starkere Proteinbande als bei den Wildtyp Zellen zu erkennen. Die

gleichmaRige Beladung wurde mit 3-Aktin als Ladekontrolle sichergestellt.

a

b
84 KDa w—
< OATPZ2B1
’

Abbildung 16: Western Blot von adenoviraler Uberexpression von OATP2B1 in HEK293A-
Zellen. Die Membran wurden bei 60 kDa geschnitten (a) HEK293A Wildtyp Zelliberstand. (b)
Virusinfizierter HEK293A Zelliiberstand. OATP2B1 hat ein Molekulargewicht von etwa 84 kDa.

3.1.3 OATP2B1 Virusherstellung und -gewinnung

Nachdem die Funktionalitdt des OATP2B1 Virus in den priméar infizierten HEK293A-
Zellen nachgewiesen wurde (Abbildung 16), erfolgte die Infektion einer viel groReren
Zahl von HEK293A-Zellen in mehreren Schritten zur besseren Virusausbeute. Die
infizierten HEK293A-Zellen wurden lysiert und das Zelllysat mit einem CsCI-Gradienten
aufgereinigt. Im Ultrazentrifugationsrohrchen zeigten sich eine obere Bande bestehend
nur aus Viruskapseln und eine untere Bande bestehend aus dem intakten OATP2B1

Adenovirus.

— Viruskapseln

T
" komplette Viren

Abbildung 17: Ultrazentrifugationsréhrchen nach 24 h Zentrifugation mit zwei Banden.
Die untere Bande enthélt die kompletten Viren und die obere Bande enthalt Viruskapseln.
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3.1.4 Titerbestimmung des OATP2B1 Adenovirus

Um die Effizienz der adenoviralen Infektion in Herzmuskelzellen zu Gberprifen, wurden
Herzmuskelzellen mit unterschiedlichen Viruskonzentrationen infiziert und der
Infektionsverlauf nach 48 h ausgewertet. Es wurde die geringste Verdinnung je
Zellkulturschale (& 6 cm, 1 Mio. Zellen) ermittelt, welche noch 100% aller Zellen GFP
exprimieren lie3 (Abbildung 18). Dies war bei einer MOI von 3 anndhernd der Fall.
Bereits bei einer MOl von 0,1 konnte eine GFP Expression im
Phasenkontrastmikroskop nachgewiesen werden. Die Darstellung der Virustitration im
Western Blot mit einem OATP2B1 Antikdrper und B-Aktin als Ladekontrolle zeigte die
MOIl-abhangige Steigerung der OATP2B1l-Uberexpression in Herzmuskelzellen
(Abbildung 19).

Fir das OATP2B1 Virus konnte ein Titer von 5x10° Viruspartikel pro pl ermittelt werden
(Siehe 2.3.6).
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Abbildung 18: Titration von OATP2B1 Virus in Herzmuskelzellen. Dargestellt sind
Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen von infizierten Herzmuskelzellen mit einer MOI

von 0 bis 3. Maf3stabsbalken: 200 pum.
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Abbildung 19: Western Blot mit der OATP2B1 Virustitration. Die Membran wurde bei 60
kDa geschnitten. Kultivierte Herzmuskelzellen wurden mit steigenden Viruskonzentrationen
infiziert, 48 h nach Infektion geerntet und die OATP2B1 Expression im Western Blot ermittelt.
Als Ladekontrolle wurde 3-Aktin verwendet.

3.2. Etablierung einer transfizierten MDCK Zelllinie

Um die Bedeutung und Funktion des Organischen-Anionen-Transport-Polypeptids 2B1
besser charakterisieren zu koénnen, wurden in dieser Arbeit verschiedene
Zellkulturmodelle verwendet. Hierunter befand sich auch eine stabil transfizierte
Zelllinie, die mit Hilfe des pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1 Plasmids generiert wurde. Der
Vektor verflgte Uber eine Hygromycinresistenz, um spater die Zellen, die das Plasmid
nicht in ihr Genom integriert hatten, mit dem Selektionsmedium zu eliminieren. Des
Weiteren wurden Zellen mit Hilfe des pAdTrack-OATP2B1 Plasmids transient

transfiziert.

3.2.1 Transfektion der MDCK Il WT Zellen

MDCK II WT Zellen wurden am Vortag der Transfektion ausplattiert. Vor der
Transfektion betrug die Zelldichte 95%.

Abbildung 20: MDCK Il WT Zellen zur Generierung einer stabil transfizierten Zelllinie.
Darstellung der Zelldichte. MaR3stabsbalken: 200 pm.
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3.2.2 Selektion

Zellen, die das Plasmid pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1 aufgenommen und stabil ins
Genom integriert hatten, konnten unter Selektion mit Hygromycin (270 pg/ml) kultiviert
werden. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion 1:5 gesplittet, da sehr dichte
Zellen sich schlecht selektionieren lassen. Bereits nach drei Tagen war eine deutliche
Minderung der Zellzahl zu erkennen (Abbildung 21a), sodass nur einzelne Zellinseln
Uberlebten. Innerhalb der nachsten Woche sah man einen stetigen Anstieg der

Zelldichte, bis sich wieder ein Zellrasen ausgebildet hatte (Abbildung 21b).

Abbildung 21: Zellwachstum der MDCK Il Zellen, stabil transfiziert mit pcDNA3.1(-)Hygro-
OATP2B1. (a) Zellen nach dreitagiger Selektion mit Hygromycin B 270 pg/ml. (b)
Zellrasenbildung nach ca. zehntagiger Selektion mit Hygromycin B 270 pg/ml. Mastabsbalken:
500 pm.

3.2.3 Expressionskontrolle der stabilen Zelllinie

Da das Plasmid pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1 kein GFP zur optischen Uberprifung der
Transfektion exprimiert, wurde die stabile Transfektion mittels Expressionskontrolle von
OATP2BL1 uberprift. Dabei war eine deutliche Proteinbande im Western Blot bei ca. 84
kDa detektierbar, die OATP2B1 darstellt.

a b c d
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Abbildung 22: Expressionskontrolle stabiler und transienter Expression des OATP2B1
mittels Western Blot. (a) MDCK Il WT Zellen, (b) Transient transfizierte MDCK Il Zellen mit
pAdTrack-CMV, (c) Stabil transfizierte MDCK Il Zellen mit pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1 und (d)
Transient transfizierte MDCK |l Zellen mit pAdTrack-OATP2B1

Zusatzlich wurde die Transfektionseffizienz transient transfizierter MDCK |l Zellen mit
pAdTrack-OATP2B1 uber die GFP Fluoreszenzintensitat Uberprift. Vor der

Transfektion betrug die Zelldichte zwischen 70 und 90%. Bereits 72 h nach der
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Transfektion war ein schwaches GFP Signal unter dem UV Licht im Mikroskop zu
erkennen. (Abbildung 23).

Abbildung 23: Transfektionseffizienz transient transfizierter MDCK Il Zellen mit
pAdTrack-OATP2B1. (a) Phasenkontrast- und (b) Fluoreszenzaufnahme OATP2B1 transient
transfizierter MDCK Il Zellen. Mal3stabsbalken: 200 pm.

3.3 Lokalisation von OATP2B1

Nachdem es mdglich war das OATP2B1 sowohl Uber einen adenoviralen als auch
liposomenvermittelten Gentransfer in HEK293A-, MDCK II- und Herzmuskelzellen zu
exprimieren, sollte die korrekte intrazellulare Lokalisation des Transporters tberprift

werden.

3.3.1 Immunfloreszenz von MDCK Il Zellen

Stabil transfizierte MDCK Il Zellen mit pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1 wurden auf
Deckglaschen (500.000 Zellen, 50% Konfluenz) ausplattiert, nach 24 h mit 4%
Paraformaldehyd fixiert, mit einem Primarantikérper gegen OATP2B1 und dem
entsprechenden Sekundarantikorper inkubiert und auf Objekttrager gebracht. Die
Auswertung erfolgte mittels konfokaler Lasermikroskopie (Abbildung 24a, b). Die
Aufnahmen zeigten die Lokalisation von OATP2B1 an der Zellmembran sowohl in
stabil als auch in transient transfizierten MDCK Il Zellen. Bei den transient transfizierten
MDCK Il Zellen mit pAdTrack-OATP2B1 wurde in einigen Zellen GFP koexprimiert.
Jedoch nicht alle Zellen, die OATP2B1 exprimierten, waren GFP-Fluoreszenz positiv.
Als Negativkontrolle dienten zum einen MDCK Il Wildtyp Zellen sowie transient
transfizierte MDCK Il Zellen mit pAdTrack-CMV (Abbildungen 24d, e). Als
Positivkontrolle dienten stabil transfizierte MDCK |l OATP Zellen, die wir
freundlicherweise zu Kontrollzwecken von Herrn Dr. Markus Grube, Universitat

Greifswald zur Verfligung gestellt bekommen haben (Abbildung 24c).
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Abbildung 24: Immunfluoreszenzaufnahme mittels konfokaler Lasermikroskopie von
OATP2B1 in MDCK 11 Zellen. a) Stabil transfizierte MDCK Il mit pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1.
(b) Transient transfizierte MDCK Il Zellen mit pAdTrack-OATP2B1. (c) Stabil transfizierte MDCK
Il OATP Zellen. (d) Transient transfizierte MDCK Il Zellen mit pAdTrack-CMV und (e) MDCK I
Wildtyp Zellen als Negativkontrolle. Rot = OATP2B1; blau = Zellkerne, grin = GFP des
adenoviralen Expressionsvektors. MaRstabsbalken: 10 um.
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3.3.2 Immunfluoreszenz von Herzmuskelzellen neonataler Ratten

Herzmuskelzellen wurden auf Deckgldschen ausplattiert (500.000 Zellen, Konfluenz
50%) und nach drei Tagen Kultivierung mit dem OATP2B1 Adenovirus (MOI 3) infiziert.
Nach weiteren 48 h wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd fixiert, mit einem
Primarantikdrper gegen OATP2B1 und dem entsprechenden Sekundarantikdrper
inkubiert und auf Objekttrager gebracht sowie mittels konfokaler Lasermikroskopie
analysiert. Die Aufnahmen zeigten die Expression von OATP2B1 in infizierten
Herzmuskelzellen. Das OATP2B1 Signal war im Zytosol detektierbar und nicht an der
Zellemembran (Abbildungen 25a-d). Zur besseren Strukturunterscheidung wurde
zusatzlich das kardiomyozytenspezifische Protein Aktinin (grin) und die Zellkerne

(blau) sichtbar gemacht.

Abbildung 25: Immunfluoreszenzaufnahme mittels konfokaler Lasermikroskopie von
OATP2B1 in Herzmuskelzellen. (a-c) OATP2B1-infizierte Herzmuskelzellen mit zytosolischer
OATP2B1 Expression. (d) Nicht-infizierte Herzmuskelzellen. Rot = OATP2B1; blau = Zellkerne,
grin = GFP des adenoviralen Expressionvektors und Aktinin. Maf3stabsbalken: 10 um.

Im Gegensatz zu den Herzmuskelzellen konnte OATP2B1 in infizierten Fibroblasten an

der Zellmembran sowie im Zytosol detektiert werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Immunfluoreszenzaufnahme mittels konfokaler Lasermikroskopie von
OATP2B1 in Fibroblasten. OATP2Bl-infizierte Fibroblasten mit membranstandiger und
zytosolischer Lokalisation des OATP2B1. Rot = OATP2B1; grau = Aktinin; griin = GFP des
adenoviralen Expressionsvektors. Mal3stabsbalken: 10 um

3.4 Behandlung von Zellen mit Atorvastatin

3.4.1 Verdnderung der OATP2B1 Expression in MDCK Il Zellen und der
Zellmorphologie nach Atorvastatinzugabe

Um den Zusammenhang von Atorvastatin, OATP-Expression und Zellmorphologie
weiter zu untersuchen, wurde zunachst die Atorvastatinwirkung auf MDCK |l Zellen
uberprift. Hierzu wurden MDCK II OATP und MDCK Il Wildtyp Zellen bis zu einer
Konfluenz von ca. 90% kultiviert und anschlielend fur 48 h mit Atorvastatin in
verschiedenen Konzentrationen (0 pM, 0,1 pM, 1 pM, 10 pM, 50 pM) im Medium
behandelt. Bei der Intervention wurde das Medium mit dem Atorvastatin alle 24 h
erneuert. 48 h nach der Atorvastatinintervention wurden die Zellen lichtmikroskopisch
begutachtet. Bei den MDCK |l OATP Zellen zeigten sich ab einer
Atorvastatinkonzentration von 1 uM  bereits vereinzelt morphologische
Zellveranderungen, wie das Ausbilden von langen dinnen Auslaufern und
Verschmalerung der Zellkdrper. Proportional zur steigenden Atorvastatinkonzentration
nahmen diese Effekte zu. Eine deutliche Zellzahlabnahme zeigte sich bei der
Atorvastatinkonzentration von 50 uM. Im Vergleich dazu zeigten die MDCK 1l Wildtyp
Zellen  vereinzelte morphologische  Zellveranderungen erst  bei einer
Atorvastatinkonzentration von 50 uM. Bei den niedrigeren Konzentrationen waren
diese kaum zu verzeichnen. Im Vergleich zu den MDCK Il OATP war bei den MDCK 1l
Wildtyp Zellen eine deutlich geringere Toxizitdt von Atorvastatin zu sehen (Abbildung
30).
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Abbildung 30: Phasenkontrastaufnahme der morphologischen Zellveranderungen unter
Atorvastatin. Vergleichende Darstellung der konzentrationsabhangigen Atorvastatinwirkung
auf MDCK Il OATP und MDCK Il Wildtyp Zellen (MDCK WT). Maf3stabsbalken: 200 pum.
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Um die Frage zu klaren, ob die morphologischen Zellveranderungen, sowie die
Zellzahlabnahme durch das Atorvastatin, d.h. durch die Hemmung der HMG-CoA
Reduktase, bedingt waren, wurden in einem Parallelversuch MDCK II OATP und
MDCK Il Wildtyp  Zellen gleichzeitig mit den  oben genannten
Atorvastatinkonzentrationen und zusatzlich mit Mevalonsaure in einer Konzentration
von 200 pM im Medium behandelt. Hierunter blieben morphologische

Zellveranderungen aus (Abbildung 31).
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Abbildung

MDCK Il OATP

MDCK Il WT

kein Ator. +
200 uM MEV

0,1 uM Ator. +
200 uM MEV

1 UM Ator. +
200 uM MEV

10 uM Ator. +
200 uM MEV

50 uM Ator. +
200 uM MEV

31: Phasenkontrastaufnahme:  Aufhebung der morphologischen
Zellveranderungen durch Mevalonsaure. Durch gleichzeitige Zugabe von Mevalonséaure in
einer Endkonzentration von 200 pM konnte die Atorvastatinwirkung neutralisiert werden.
MafRstabsbalken links: 100 um Mafstabsbalken rechts 200 pm.
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3.4.2 Veranderung der OATP2B1 Expression in Herzmuskelzellen und der
Zellmorphologie nach Atorvastatinzugabe

Herzmuskelzellen wurden drei Tage nach dem Ausplattieren mit dem OATP2B1
Adenovirus und dem Kontroll-Adenovirus AV44, der nur fur GFP kodiert, infiziert. Zur
Kontrolle wurden zusétzlich nicht-infizierte Herzmuskelzellen kultiviert. Nach weiteren
48 h wurden die Zellen mit Atorvastatin in verschiedenen Endkonzentrationen (0 uM, 1
UM, 5 pM, 10 puM) behandelt. Bei der Intervention wurde das Medium mit dem
Atorvastatin alle 24 h erneuert. Die nicht-infizierten Herzmuskelzellen wurden analog
zu den infizierten Herzmuskelzellen behandelt. Bereits 48 h nach der adenoviralen
Infektion der Zellen war ein deutliches GFP Signal im Fluoreszenzmikroskop zu
erkennen. 48 h nach der Atorvastatinintervention wurden die Zellen lichtmikroskopisch
auf morphologische Veranderungen begutachtet. Bei den OATP2B1-infizierten
Herzmuskelzellen konnten bereits ab einer Konzentration von 1 pM Atorvastatin
sowohl eine deutliche Zellzahlabnahme als auch deutliche morphologische
Veranderungen, wie das Ausbilden von langen dinnen Auslaufern und
Verschmélerung der Zellkbrper gesehen werden. Proportional zur steigenden
Atorvastatinkonzentration nahmen diese Effekte zu (Abbildung 32a-d). Bei den AV44-
inifizierten Herzmuskelzellen konnte ein Zellsterben bei einer Atorvastatinkonzentration
von 10 uM beobachtet werden. Das Ausbilden von langen diinnen Auslaufern und die
Verschmalerung der Zellkérper begannen diskret ab einer Atorvastatinkonzentration
von 5 uM und nahmen bei der Konzentration von 10 uM deutlich zu (Abbildung 33a-d).
Analog zu den AV44-inifizierten Herzmuskelzellen konnte dieser Effekt bei den nicht-
infizierten Herzmuskelzellen ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 34a-d). Es
konnte gezeigt werden, dass die OATP2B1-infizierten Herzmuskelzellen im Gegensatz
zu den AV44-inifizierten und nicht-infizierten Herzmuskelzellen deutlich sensitiver auf
die Atorvastatininterventionen reagierten, was sich sowohl in der Zellzahlminderung als
auch in den morphologischen Zellveranderungen widerspiegelte. Nach erfolgter
Atorvastatinintervention wurden die Herzmuskelzellen geerntet und es folgte die
Kontrolle der OATP2B1 Expression unter Atorvastatin im Western Blot. Aufgrund der
starken Zellzahlabnahme unter 10 pM Atorvastatin wurden diese Proben nicht
verwendet. B-Aktin diente als Ladungskontrolle. Bei den OATP2B1-infizierten
Herzmuskelzellen  konnte  nachgewiesen werden, dass mit steigender
Atorvastatinkonzentration die OATP2B1 Proteinexpression ebenfalls zunahm. Bei den
AV44-inifizierten und den nicht-infizierten Herzmuskelzellen konnte keine Proteinbande
detektiert werden (Abbildung 35).
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Abbildung 32: Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahme der OATP2B1-infizierten Herz-
muskelzellen zur Darstellung der morphologischen Zellveranderungen. (a) Dargestellt sind
unbehandelte Herzmuskelzellen als Kontrolle. (b) Herzmuskelzellen, die mit 1 pM Atorvastatin
48 h behandelt wurden. (c) Herzmuskelzellen, die mit 5 uM Atorvastatin 48 h behandelt wurden.
(d) Herzmuskelzellen, die mit 10 uM Atorvastatin 48 h behandelt wurden. Maf3stabsbalken: 500
pm.
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Abbildung 33: Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahme der AV44-inifizierten Herz-
muskelzellen zur Darstellung der morphologischen Zellveranderungen. (a) Dargestellt sind
unbehandelte Herzmuskelzellen als Kontrolle. (b) Herzmuskelzellen, die mit 1 uM Atorvastatin
48 h behandelt wurden. (c) Herzmuskelzellen, die mit 5 uM Atorvastatin 48 h behandelt wurden.
(d) Herzmuskelzellen, die mit 10 uM Atorvastatin 48 h behandelt wurden. Maf3stabsbalken: 500
pm.
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Abbildung 34: Phasenkontrastaufnahme von nicht-infizierten Herzmuskelzellen zur
Darstellung der morphologischen Zellveranderungen. (a) Dargestellt sind unbehandelte
Herzmuskelzellen als Kontrolle. (b) Herzmuskelzellen, die mit 1 uM Atorvastatin 48 h behandelt
wurden. (c) Herzmuskelzellen, die mit 5 yuM Atorvastatin 48 h behandelt wurden. (d)

Herzmuskelzellen, die mit 10 uM Atorvastatin 48 h behandelt wurden. MaRstabsbalken: 500
pm.
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Abbildung 35: Detektion von zunehmender OATP2B1 Expression unter steigender
Atorvastatinendkonzentration mittels Western Blot. Die Membran wurde bei 60 kDa
geschnitten. Nach 48 stiindiger Atorvastatinintervention wurden die Herzmuskelzellen geerntet
und die OATP2B1 Expression wurde im Western Blot ermittelt. Als Ladekontrolle wurde 3-Aktin

verwendet.

3.5 Wirkung von Atorvastatin auf die B-adrenerge Signalkaskade

Nach erfolgtem Nachweis der OATP2B1 Expression in neonatalen Herzmuskelzellen
wurde die Rolle des OATP2B1 in Bezug auf die Wirksamkeit von Atorvastatin auf die

Lokalisation heterotrimerer G-Proteine untersucht.

3.5.1 Lokalisation heterotrimerer G-Proteine unter Atorvastatin

48 h nach erfolgter Infektion der Herzmuskelzellen mit dem OATP2B1 Adenovirus und
dem Kontroll-Adenovirus AV44 wurden die Zellen mit Atorvastatin in verschiedenen
Endkonzentrationen (0 uM, 1 uM, 10 uM) fir weitere 48 h behandelt. Zur Kontrolle
wurden ebenfalls nicht infizierte Herzmuskelzellen kultiviert und behandelt. Nach
erfolgter Atorvastatinintervention wurden die Herzmuskelzellen geerntet. Mittels
Western Blot wurde die Expression der Gy; und Gas Untereinheiten in der Zytosol- und
Membranfraktion bestimmt. Unter der Intervention mit Atorvastatin wurde eine
Translokation von Gy; und Gag Untereinheiten aus der Membran ins Zytosol erwartet
und dieser Effekt sollt bei OATP2B1-uberexprimierenden Zellen verstarkt sein. In
dieser Arbeit konnten die erwarteten Ergebnisse nur teilweise gezeigt werden.
Passend zu der Hypothese konnte in den OATP2B1l-infizierten Herzmuskelzellen im
Zytosol bereits ein Anstieg von Gys Untereinheiten unter einer Konzentration von 1 uM
Atorvastatin gezeigt werden, wahrend bei den nicht-infizierten und den AV44-infizierten
Herzmuskelzellen ein Anstieg von Gy; Untereinheiten erst ab einer Konzentration von
10 pM Atorvastatin zu verzeichnen war. Gas war im Zytosol nicht nachweisbar
(Abbildung 36). Unerwarteterweise war aber unter der Behandlung mit Atorvastatin

auch eine Zunahme von Gys; Untereinheiten in der Membranfraktion zu beobachten.
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Diese war wiederum in den OATP2B1-exprimierenden Herzmuskelzellen bereits bei 1
MM Atorvastatin, bei den anderen Zellen erst ab 10 pM sichtbar (Abbildung 37).
Veranderungen von Gaos unter Atorvastatin waren in den hier durchgefuhrten
Versuchen nicht sicher beurteilbar. In den OATP2B1-infizierten Herzmuskelzellen
zeigte sich im Ponceaubild eine deutliche Bande von ca. 25 kDA GroR3e, welche dem

GFP entspricht und damit die erfolgreiche Virustransduktion beweist.
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Abbildung 36: Detektion von zunehmender Gy; Konzentration im Zytosol unter
steigender Atorvastatinendkonzentration mittels Western Blot. Nach 48-stlindiger

Atorvastatinintervention wurden die Herzmuskelzellen geerntet und die Gys; Konzentration im
Zytosol im Western Blot ermittelt. Als Ladekontrolle ist das Ponceaubild des Western Blots

abgebildet.
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Abbildung 37: Detektion von Gas und Gys Konzentration in der Membranfraktion unter
steigender Atorvastatinendkonzentration mittels Western Blot. Nach 48-stindiger

Atorvastatinintervention wurden die Herzmuskelzellen geerntet und die Gas und Gys
Konzentration im Zytosol im Western Blot ermittelt. Als Ladekontrolle ist das Ponceaubild des
Western Blots abgebildet.

3.6 Funktionelle Untersuchungen des OATP2B1

Nach erbrachtem Nachweis der OATP2B1 Expression im Western Blot und
Uberprufung der Lokalisation mittels Immunfluoreszenz in verschiedenen
Zellkulturmodellen und im humanen Herzgewebe folgten funktionelle Untersuchungen
des OATP2B1. Um die Funktionalitat von OATP2B1 direkt am menschlichen Herzen

nachzuweisen, wurde die Aufnahme von ®H-markiertem Estronsulfat unter Atorvastatin

gemessen.

3.6.1 Transportassay in MDCK Il Zellen

Zunéchst wurde die Funktionalitat von OATP2B1 in MDCK Il Zellen, in denen bereits
eine kompetitive Hemmung der Aufnahme des >*H-markierten Estronsulfats durch
Atorvastatin gezeigt werden konnte (Grube et al. 2006), betrachtet. Im Vergleich zu
den MDCK Zellen, die den OATP2B1 nicht exprimieren, zeigten die MDCK Il OATP
Zellen und die stabil transfizierten MDCK 1l Zellen mit pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1
eine fuinffach hohere Aufnahme des ®H-markierten Estronsulfats. Bei der Zugabe von

50 pM Atorvastatin konnte die *H Estronsulfataufnahme in MDCK OATP Zellen wie

erwartet um 80%.
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In den stabil transfizierten MDCK Il WT mit pcDNA3.1(-)Hygro-OATP2B1 gelang dies

bei den nur zweimal durchgefihrten Versuchen aber nur zu 30%.
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Abbildung 38: *H Estronsulfataufnahme in OATP2B1 exprimierenden MDCK 1l Zellen.
Gezeigt ist die kompetitive Hemmung der ®H Estronsulfataufnahme unter 50 UM Atorvastatin in
OATP2B1 exprimierenden MDCK OATP Zellen und in stabil transfizierten MDCK |l Zellen mit
pcDNAS.1(-)Hygro-OATP2B1.

3.6.2 Transportassay in OATP2Bl-infizierten Herzmuskelzellen neonataler
Ratten

Herzmuskelzellen wurden mit dem OATP2B1 Adenovirus und dem Kontrolladenovirus
AV44 infiziert. Anschlielend wurde die Funktionalitat des OATP2B1 in Ab- und
Anwesenheit von 50 uM Atorvastatin untersucht. Im Vergleich zu nicht-infizierten und
AV44-inifizierten Herzmuskelzellen zeigten OATP2B1-infizierte Herzmuskelzellen eine
siebenfach héhere Aufnahme des ®H-markierten Estronsulfats. Bei Zugabe von 50 uM
Atorvastatin konnte die *H Estronsulfataufnahme vollstandig auf Kontrollniveau

reduziert werden.
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Abbildung 39: *H Estronsulfataufnahme in Herzmuskelzellen neonataler Ratten. Gezeigt
ist die kompetitive Hemmung der *H Estronsulfataufnahme unter 50 UM Atorvastatin in
OATP2B1-, AV44- und nicht-infizierten Herzmuskelzellen.

3.6.3 Transportassay im humanen Herzgewebe

Bei nachgewiesener endogener OATP2B1 Expression im humanen Herzgewebe
wurde die Funktionalitdit des OATP2B1 im Transportassay néher untersucht. Hierzu
wurde das humane Herzgewebe mit einem Skalpell in gleich gro3e Proben (~ 1 mm)
zerkleinert und es wurde wie unter 2.5.2 beschrieben weiter verfahren. Die
Untersuchung zeigte eine signifikante Abnahme der *H Estronsulfataufnahme unter 50
MM Atorvastatin um 55% (Abbildung 40).
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Abbildung 40: *H Estronsulfataufnahme in humanes Herzgewebe. Gezeigt ist die
kompetitive Hemmung der *H Estronsulfataufnahme unter 50 pM Atorvastatin in ~ 1 mm groRen
Stlcken von humanem Herzgewebe. *p < 0,0005 versus E3S Aufnahme.
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In einem weiteren Versuch wurde die *H Estronsulfataufnahme ins humane
Herzgewebe sowie ins Herzgewebe neonataler Ratten parallel unter unterschiedlichen
Atorvastatinkonzentrationen von 1 pM, 3 uM, 10 puM, 30 pM und 50 pM untersucht. Im
menschlichen Herzgewebe lieR sich die *H Estronsulfataufnahme durch hohe
Konzentrationen hemmen. Die Abnahme betrug unter 1 uM Atorvastatin 5%, unter 3
UM Atorvastatin 20%, unter 10 uM und 30 uM Atorvastatin 51% und unter 50 uM lief3
sich eine Abnahme um 53% verzeichnen. Im Herzgewebe der neonatalen Ratte, das
kein OATP2B1 exprimiert, liel3 sich kein durch Atorvastatin hemmbarer Transport von

3H-markiertem Estronsulfat nachweisen (Abbildung 41a, b).
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Abbildung 41: Vergleich der *H Estronsulfataufnahme in humanes Herzgewebe und
Herzgewebe neonataler Ratten unter unterschiedlichen Atorvastatinkonzentrationen. (a)
Konzentrationsabhangige kompetitive Hemmung der °H Estronsulfataufnahme durch
Atorvastatin im humanen Herzgewebe. (b) Keine kompetitive Hemmung der °H
Estronsulfataufnahme in Ab- und Anwesenheit von Atorvastatin in Herzgewebe neonataler
Ratten, n=3.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung und die Funktionalitat des OATP2B1 fir die
Wirkung von Atorvastatin auf die [-adrenerge Signalkaskade im kardiovaskularen
System zu evaluieren. Dazu wurde zun&chst die Funktionalitat und Uberexpression
des OATP2B1 in transient und stabil transfizierten Zellsystemen getestet. Um sich der
in vivo Situation anzunahern, wurde ein fir OATP2B1 kodierendes Adenovirus
generiert, um zu (Uberprifen, ob die Uberexpression von OATP2B1 in
Herzmuskelzellen neonataler Ratten die pharmakodynamischen Eigenschaften von
Atorvastatin und die Effekte auf die B-adrenerge Signalkaskade beeinflusst und diese

fur den Menschen relevant sein kénnten.

4.1 Generierung einer stabilen Zelllinie als Grundlage fur weitere
Untersuchungen von OATP2B1

Um die Rolle des OATP2B1 fir die Wirkung von Atorvastatin auf die p-adrenerge
Signalkaskade in Herzmuskelzellen untersuchen zu koénnen, war es notwendig,
Untersuchungen in Bezug auf die Lokalisation und die Funktionalitat des OATP2B1 in
einem transient und stabil transfizierten Zellsystem durchzufihren, bevor eine
aufwendige Virusgenerierung und Untersuchungen an Herzmuskelzellen neonataler
Ratten durchgefiihrt wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde OATP2B1 in immortalen
MDCK 1l Zellen transient und stabil transfiziert exprimiert. Ein Vorteil des transienten
Transfektionssystems ist die einfache und schnell zu erzeugende Uberexpression, es
hat aber den Nachteil, dass die Proteinexpression nicht stabil und die
Transfektionseffizienz unterschiedlich sein kann, was auf eine schwankende Zelldichte
zum Transfektionszeitpunkt, sowie auf Pipettierfehler bei der Lipofektion zurltickgefuhrt
werden kann. Ein besonderer Vorteil eines stabilen Transfektionssystems sind eine
.konstante® und hohe Proteinexpression und die Generierung eines reproduzierbaren
Phéanotyps einer Zelllinie, die sich fur langerfristige Experimente eignet. Vorteile einer
stabilen Zelllinie gegeniber Primarzellen wie den Herzmuskelzellen sind zum einen
eine einfachere Handhabung, die keiner aufwendigen und zeitintensiven Isolierschritte
bedarf, und zum anderen eine einfachere Manipulierbarkeit des Zellgenoms. Ein
wesentlicher Nachteil ist die zeitaufwendigere Generierung einer stabilen Zelllinie,
sowie eine dauerhafte Kultivierung der Zelllinien unter Selektionsdruck, was eine

zusatzliche Mutationsgefahr darstellt.
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4.2 Auswahl des adenoviralen Expressionssystems als Methode

Fur die Uberexpression von OATP2B1 in Herzmuskelzellen neonataler Ratten wurde in
dieser Arbeit der adenovirale Gentransfer gewdahlt, da dieser gegeniiber anderen
konventionellen Methoden wie Elektroporation, Liposomen-, Calciumphosphat-
Transfektion, retroviralem Transfer oder direkter DNA Injektion eine sehr hohe Effizienz
aufweist. Weitere Vorteile des adenoviralen Transduktionssystems im Vergleich zu den
nicht-adenoviralen Transfektionssystemen sind die Fahigkeiten des Vektors grol3e
Fremd-DNA-Fragmente aufzunehmen und die Induktion hoher Expression der
kodierten Gene und dadurch eine hohere Proteinlberexpression in den
Herzmuskelzellen (Garnier et al. 1994). Herzmuskelzellen zeigen bei anderen
Transfektionsverfahren eine sensible Reaktion mit einer erheblichen Zellzahlminderung
durch Apoptose, wie zum Beispiel der Liposomentransfektionsmethode, obwohl diese
die geringste Toxizitat unter den oben erwahnten aufweist (Kirshenbaum et al. 1997).
Die Liposomentransfektionsmethode beruht auf dem Einbringen des gewlnschten
genetischen Materials mittels Liposomen, welche sehr leicht mit der Membran der Zelle
fusionieren kdnnen in das Zellinnere. Durch die einfachere Handhabung und eine
weniger komplizierte Biologie der Adenoviren im Vergleich zu Lentiviren lassen sich in

kirzerer Zeit hohere Virustiter erreichen.

Nach erfolgreicher adenoviraler Infektion der Herzmuskelzellen konnte die
Infektionseffizienz mit Hilfe des koexprimierten griin fluoreszierenden Proteins (GFP)
im Mikroskop gut abgeschéatzt werden (Abbildung 18). Da der GFP Sequenz und der
OATP2B1 Sequenz jeweils ein eigenstandiger Promotor vorangestellt ist, werden diese
Proteine unabhangig von einander in den Zellen exprimiert, sodass die Starke der GFP
Epifluoreszenz nicht unbedingt mit der Proteinexpression des OATP2B1 korreliert. Die
Proteinexpression ist bereits nach 2-4 h nachweisbar und erreicht ihr Maximum nach
etwa 48 h (Kass-Eisler et al. 1993; Dumasius et al. 2003). Die Kontrolle der
Proteinexpression des OATP2B1 erfolgte in dieser Arbeit mittels Western Blot, indem
ein Antikérper die OATP2B1 Banden spezifisch sichtbar machte (Abbildung 19).

Immunfluoreszenzaufnahmen von transient transfizierten MDCK 1l OATP Zellen
zeigten sowohl eine Expression von OATP2B1 als auch von GFP. Bei einigen Zellen
zeigte sich zwar eine OATP2B1 Expression, aber keine GFP Expression, was
vermuten lasst, dass einige Zellen nicht in der Lage waren beide Proteine zu
exprimieren (Abbildung 24a-c). Méglicherweise beruht dieser Effekt auf der Tatsache,
dass in dem Plasmid pAdTrack-OATP2B1 das OATP2B1 Gen vor dem GFP Gen

lokalisiert ist.
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Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die adenovirale Infektion oder die GFP
Expression abschétzen zu koénnen, wurden als Kontrollen sowohl nicht infizierte
Herzmuskelzellen als auch AV44 infizierte Herzmuskelzellen, die mit einem Kontroll-

Adenovirus infiziert wurden, mitgefihrt.

4.3 Auswirkungen von Atorvastatin auf MDCK Il Zellen wund
Herzmuskelzellen

Als Wirkstoff aus der Gruppe der Statine wurde in dieser Arbeit Atorvastatin verwendet,
da es sich als ein hochaffines Substrat fur das OATP2B1 gezeigt hat (Grube et al.
2006) und in unserer Arbeitsgruppe die relevanten Vorbefunde bereits mit Atorvastatin
gewonnen wurden. AufRerdem ist Atorvastatin in der Therapie der koronaren
Herzerkrankung das am haufigsten verordnete Statin. Fir in vitro und in vivo
Anwendungen zeichnet sich Atorvastatin gegentiber anderen Statinen durch eine lange
Halbwertszeit (11-30 h) im humanen Organismus aus, was annehmen lasst, dass
Atorvastatin auch in der Zellkultur Gber einen Zeitraum von 24 h stabil bleibt. Ein
weiterer Vorteil ist das Vorliegen als eine aktive Substanz, sodass keine Aktivierung
der Substanz durch hydrolytische Enzyme notwendig ist. Ein Nachteil von Atorvastatin
ist die Lipophilie, da Atorvastatin durch die Zellmembran nach intrazellulér diffundieren
kénnte (Igel et al. 2002).

Die verwendeten Atorvastatinkonzentrationen in dieser Arbeit lagen zwischen 0,1 uM
und 50 pM in Anlehnung an pharmakokinetische Studien mit Ratten, Mausen und
gesunden Probanden. In der Literatur sind bei Ratten maximale
Plasmakonzentrationen von 30 nM bei einer oralen Applikation von 1 mg/kg, bei
Mausen maximale Plasmakonzentrationen von 50 uM bei einer oralen Applikation von
200 mg/kg, beschrieben (Black et al. 1998; Reinoso et al. 2002). Bei gesunden
Probanden konnte ein Plasmaspiegel von 0,2 pM bei taglicher Einnahme von 80 mg
Atorvastatin erreicht werden (Cilla et al. 1996). Fur die halbmaximale Inhibition der
HMG-CoA Reduktase in Lebermikrosomen der Ratte und des Menschen, dem
Schlisselenzym der Cholesterinbiosynthese, wurden mittlere inhibitorische
Konzentrationen (ICs) von 6 nM beziehungsweise 40 nM benétigt (Dansette et al.
2000).

Welche Auswirkung hat Atorvastatin auf die Zellmorphologie?

Unter der Intervention mit Atorvastatin konnten konzentrationsabhangige zytotoxische
Effekte auf die Zellmorphologie von MDCK Il Zellen und Herzmuskelzellen beobachtet
werden. Die dichte Zellstruktur war aufgelést und es kam zur Ausbildung von langen

dinnen Auslaufern und zur Verschmaélerung der Zellkérper. Proportional zur
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steigenden Atorvastatinkonzentration nahmen diese Effekte zu, wobei eine deutliche
Abnahme der Zellzahl bei einer Atorvastatinkonzentration von 50 UM zu verzeichnen
war. In dieser Arbeit konnte nachvollzogen werden, dass der zytotoxische Effekt auf
der Hemmung der HMG-CoA Reduktase beruhte, da dieser nach Zugabe von 200 uM
Mevalonsaure nicht nachweisbar war (Abbildung 31). Dieses Ergebnis stimmt mit der
gangigen wissenschaftlichen Einschatzung der Wirkung von Statinen (berein
(Takemoto et al. 2001; Nishikimi et al. 2002).

Die Atorvastatinintervention hatte eine wesentlich drastischere Auswirkung auf die
Zellmorphologie und die Zellzahl in OATP2B1-uberexprimierenden MDCK Il Zellen und
Herzmuskelzellen, als in den mitgefihrten Kontrollen. Bereits ab einer
Atorvastatinkonzentration von 1 UM zeigten sich in den OATP2B1-lberexprimierenden
Zellreihen deutliche Zellveranderungen, wahrend bei den nicht OATP2B1
exprimierenden  Zellreihen hohere Atorvastatinkonzentrationen nétig  waren
(Abbildungen 30 und 32-34). Dies spricht daflir, dass — wie erwartet — das OATP2B1
zu einer vermehrten Atorvastatinaufnahme in die Zellen fuhrt und so die Toxizitat
dadurch erhoht. Als Indikator fur den Zelluntergang kann die Laktatdehydrogenase
(LDH) herangezogen werden (Toraason et al. 1989; Abou-El-Hassan et al. 2003). Die
Toxizitdt von Statinen ist bereits in einigen anderen Arbeiten untersucht worden.
Beweisend fir einen erhéhten Zelluntergang unter der Statinintervention sind
steigende Gesamt-LDH-Werte ab einer Atorvastatinkonzentration von 10 pM. Bereits
ab einer Konzentration von 5 pM war eine erhdhte Freisetzung von LDH aus
Herzmuskelzellen zu verzeichnen (Muhlh&user et al. 2006). Weiterhin finden sich in der
Literatur Hinweise darauf, dass lipophile Statine in Herzmuskelzellen neonataler und
adulter Ratten den programmierten Zelltod induzieren kénnen. Der proapoptotische
Effekt von Fluvastatin beruht vermutlich auf der Hemmung von isoprenoiden
Zwischenstufen und nachfolgend der Hemmung von monomeren G-Proteinen, wie
dem RhoA. Es konnte gezeigt werden, dass unter Fluvastatin die Proteinkonzentration
von RhoA in der Membranfraktion von Herzmuskelzellen abnahm, wéahrend es in der
Zytosolfraktion zu keiner Anderung der Proteinkonzentration kam. Der apoptotische
Effekt war in der Anwesenheit von Mevalonsdure und Geranylgeranylpyrophosphat
(GGPP) nicht nachweisbar (Ogata et al. 2002). Weiterhin wird angenommen, dass der
proapoptotische Effekt von Atorvastatin, Simvastatin und Fluvastatin auf einer
verminderten Expression von MCL-1 mRNA, und nachfolgend des MCL-1 Proteins,
einem antiapoptotisch wirkenden Protein, beruht und Statine auch auf diesem Wege in
Herzmuskelzellen einen programmierten Zelltod induzieren kénnen (Ogata et al. 2002).
Unter der Statinintervention zeigten sich siebenfach erhohte Konzentrationen von

histonassoziierten DNA-Fragmenten im Vergleich zu den Kontrollen. Wahrend der
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Apoptose kommt es zur Spaltung von DNA durch eine Nuklease, jedoch nicht in den
Nukleosomen, da die dortige DNA durch Assoziation an Histone geschutzt ist und als
Marker fur eine stattgefundene Apoptose dienen kann. Auch hier beruht der Effekt
vermutlich auf der Hemmung der HMG-CoA Reduktase, da in Anwesenheit von
Mevalonsaure und GGPP keine erhdhten Spiegel von histonassoziierten DNA-

Fragmenten evaluiert werden konnten (Demyanets et al. 2006).

Haben Statine auch Einflisse auf die Expression anderer Rezeptoren auf3er dem LDL-
Rezeptor?

Bisher ist wenig Uber die Auswirkung der Statintherapie auf die Expression von
Transportproteinen und Regulationsmechanismen von Enzymen, die am
Arzneimetabolismus beteiligt sind, bekannt. Das Beobachten von Verédnderungen in
der Expressionsaktivitat von sowohl Einwarts- als auch Auswartstransportern kénnte
zu einem besseren Verstdndnis der pharmakokinetischen Eigenschaften von
Atorvastatin in Bezug auf die Resorption, die systemische Bioverfligbarkeit und das
Auftreten von gefiirchteten Nebenwirkungen, wie der Rhabdomyolyse, fihren (Wu et
al. 2005). In dieser Arbeit konnte auf Proteinebene gezeigt werden, dass unter einer
48-stiindigen  Atorvastatinbehandlung die OATP2B1 Expression in infizierten
Herzmuskelzellen mit steigender Atorvastatinkonzentration zunahm (Abbildung 35).
Dieses Ergebnis war zunachst unerwartet, weil in den Versuchen ein CMV-Promotor
die Expression treibt, der von Atorvastatin unabhangig sein sollte. Auerdem wiurde es
sich bei dem Effekt um einen positiven Feedback-Loop handeln, weil der vermehrt
exprimierte Einwartstransporter mehr Atorvastatin in die Zelle transportieren wirde. Die
Zunahme der OATP2B1 Expression konnte aber auf mRNA-Ebene auch in vitro in zwei
unterschiedlichen Zellsystemen gezeigt werden. Unter der Atorvastatintherapie kam es
sowohl zu einer konzentrations- als auch zeitabhangigen Zunahme der OATP2B1
Transkription in Caco-2 und in HepG2 Zellen. In den Caco-2 Zellen war bereits nach
einer 12-stiindigen Behandlung mit 20 uM Atorvastatin eine flnffach hohere mRNA-
Konzentration zu verzeichnen. In den HepG2 Zellen konnten um das 4-, 8- und 12-fach
héhere mRNA-Konzentrationen analog ansteigend zu den Atorvastatinkonzentrationen
0,1 uM, 1 uM und 10 uM gemessen werden. Kontrovers zu diesen Ergebnissen zeigte
sich bei Patienten, die Atorvastatin einnahmen, eine Abnahme der OATP2B1 mRNA
Expression (Grube et al. 2006). Die Untersuchungen mit Simvastatin zeigten in Bezug
auf die OATP2B1 mRNA-Konzentrationen in den verschiedenen Zellreihen
unterschiedliche Ergebnisse. In den Caco-2 Zellen wurde eine Abnahme der mRNA-
Konzentrationen gemessen, wahrend Simvastatin in HepG2 zu keiner Veranderung der
OATP2B1 mRNA-Konzentrationen fuhrte (Rodrigues et al. 2009).

62



Diskussion

Eine Untersuchung an unter Hypercholesterinamie leidenden Patienten hat gezeigt,
dass unter der Statintherapie das P-Glykoprotein (ABCB1) in mononuklearen
peripheren Blutzellen vermindert exprimiert wurde (Rodrigues et al. 2006). Weitere in
vitro  Untersuchungen belegen, dass Statine an der Regulation weiterer
Auswartstransporter beteiligt sind. In HepG2 Zellen wurde unter Atorvastatin eine
konzentrations- und zeitabhangige Zunahme der mRNA-Konzentration flr das Breast
Cancer Resistence Protein (ABCG2) nach 24-stiindiger und das Multidrug Resistance
Protein 2 (ABCC2) nach 12-stiindiger Behandlung mit Atorvastatin ab einer
Konzentration von 1 uM nachgewiesen. Simvastatin hingegen fuhrte zu einer Abnahme
der mRNA-Konzentration fur P-Glykoprotein (ABCB1) ab einer Konzentration von 10
UM. Im Gegensatz dazu konnte in Caco-2 Zellen, sowohl unter der Atorvastatin- als
auch unter der Simvastatintherapie, eine Abnahme der mRNA-Konzentration fur das P-
Glykoprotein (ABCB1) um ca. 50% verzeichnet werden, wahrend Simvastatin auch zu
verminderter Expression von Multidrug-Resistance-Protein-2 (ABCC2) fihrte. Diese
Ergebnisse zeigen auf, dass die Einwarts- und Auswartstransporter in der Leber und
im Darm unterschiedlich reguliert werden, was Auswirkungen auf die systemische
Bioverfugbarkeit von Statinen und somit auch auf die Effektivitat der
Plasmacholesterinsenkung haben kdnnte (Rodrigues et al. 2009).

Es wird angenommen, dass die Expression der Transporter Uber
Transkriptionsfaktoren reguliert wird. Hochstwahrscheinlich haben Statine Einfluss auf
eine Reihe von unterschiedlichen Kernhormonrezeptoren, wie dem CAR (Constitutive
Active Receptor) und dem PXR (Pregnane X Receptor), welche an der Regulation von
Einwarts- und Auswartstransportern beteiligt sind und somit Einfluss auf den
Arzneimetabolismus haben (Kocarek et al. 2002; Kobayashi et al. 2005). In der
Literatur finden sich Hinweise, dass CAR und AhR (aryl hydrocarbon receptor) die
Expression von OATP2B1 in humanen Hepatozyten unterdriicken, wahrend fir eine
konsekutive Expression des OATP2B1 in der Leber und im Darm der
Transkriptionsfaktor Spl von elementarer Bedeutung ist (Maeda et al. 2006). In dieser
Arbeit konnte eine zunehmende OATP2B1 Expression mit steigender
Atorvastatinkonzentration in Herzmuskelzellen beobachtet werden (Abbildung 35).
Inwieweit Atorvastatin in Herzmuskelzellen an der OATP2B1 Expression Uber die
Hoch- oder Herunterregulation von Transkriptionsfaktoren, wie CAR, AhR und Spl
beteiligt ist, ist unklar, da es sich hier um eine exogene Expression des OATP2B1 uber
einen CMV-Promotor handelt. Fir das Wachstum und die Differenzierung der
Herzmuskelzellen ist u.a. der Transkriptionsfaktor SRF (Serum Response Factor)
essenziell. In der Skelettmuskulatur von Mausen konnte gezeigt werden, dass der SRF

zu einer erhdhten Aktivitat des CMV-Promotors mit einem erhdhten Expressionslevel
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fuhrt (Li et al. 1999). Versuche an mannlichen Dahl-lwai salzsensitiven Ratten, die
einer Salzdiat mit hoher versus niedriger Salzkonzentration unterzogen waren und
gleichzeitig mit Pitavastatin behandelt wurden, zeigten, dass die DNA-Bindungsaktivitat
des Transkriptionsfaktors SRF in der Pitavastatin-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erniedrigt war (Saka et al. 2006). In der Literatur gibt es
keine Hinweise, dass auch Atorvastatin eine Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor
SRF zeigt. Worauf die erhohte OATP2B1-Expression unter steigender
Atorvastatinkonzentration beruht und inwieweit Atorvastatin hier eine Rolle spielt kann

in dieser Arbeit nicht abschlielend geklart werden.

Welchen Einfluss hat Atorvastatin in Anwesenheit von OATP2B1 auf die Lokalisation
heterotrimerer G-Proteine und die 3-adrenerge Signalkaskade?

Bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung flhrt eine Statintherapie zu einer
Verlangsamung der Progression der Arteriosklerose, zu einer Reduktion der
kardiovaskularen Ereignisse und der Letalitat. Statine hemmen nicht nur die
Cholesterinbiosynthese, sondern auch die Synthese von isoprenoiden Zwischenstufen
(GGPP, FPP). Isoprenoide sind unerlasslich fur die Membranverankerung von
heterotrimeren G-Proteinen (Evanko et al. 2001). Das heterotrimere G-Protein Gas ist
an der Weiterleitung der B-adrenergen Stimulation beteiligt. Funktionell aktiv sind nur
Membran gebundene und an bestimmte Rezeptoren gekoppelte G-Proteine. Da
Atorvastatin zu einer Umverteilung der G-Proteine (Gas, Gy) aus der Zellmembran in
das Zytosol fuhrt, hatte Atorvastatin Betablocker-ahnliche Wirkungen. Hierflr waren
jedoch hohe Atorvastatinkonzentrationen notwendig, da Herzmuskelzellen neonataler
Ratten, im Gegensatz zum Menschen, keine endogene OATP2B1 Expression
aufzeigten. Um sich bei weiteren Untersuchungen der in vivo Situation anzunahern,
wurden Herzmuskelzellen neonataler Ratten mit OATP2B1 adenoviral infiziert und die
Effekte von Atorvastatin auf die Lokalisation von G-Proteinen und die B-adrenerge

Signalkaskade untersucht.

Tatsachlich konnte in dieser Arbeit unter der Statintherapie in den OATP2B1-infizierten
Herzmuskelzellen ein Anstieg von Gys; Einheiten im Zytosol (Abbildung 36) bereits
unter niedrigeren Atorvastatinkonzentrationen im Vergleich zu den nicht infizierten
Herzmuskelzellen beobachtet werden. Durch diese Ergebnisse werden erstens die
bereits bestehenden Hinweise, dass Atorvastatin eine Translokation der heterotrimeren
G-Proteine aus der Membran ins Zytosol bewirkt und es somit zu einer
Desensitivierung der B-adrenergen Signalkaskade fiihrt, bekraftigt und ergéanzt.

Zweitens belegen die Ergebnisse wiederum, dass OATP2B1-Expression gegeniuber
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Atorvastatin sensitiviert. Dies ist mit der angenommenen Funktion als Atorvastatin-

Einwartstransporter vereinbar.

Im Widerspruch zu bereits vorliegenden Ergebnissen zeigte sich auch in den
vorliegenden Experimenten ein Anstieg von Gysz Einheiten in der Membranfraktion
(Abbildung 37). Zu diesem Ergebnis kann hier keine eindeutige Aussage getroffen
werden. Eine Kontamination der Membranfraktion durch die Zytosolfraktion bei der
Herstellung von Zelllysaten ist nicht auszuschliel3en.

Gas war auch unter Atorvastatin nicht im Zytosol nachweisbar. Eine Erklarung ist, dass
die zu untersuchenden Proben gem&fR Proteinbestimmung auf die gleiche
Proteinmenge normiert werden mussten, um die Ergebnisse miteinander vergleichen
zu koénnen. Dies gestaltete sich jedoch schwierig, da aufgrund des ausgepragten
Zelluntergangs unter hohen Atorvastatinkonzentrationen eine sehr geringe absolute
Proteinmenge vorlag. Mdglicherweise war auch die Zellzahl der Herzmuskelzellen zu

gering gewabhilt.

Die hemmende Wirkung von Atorvastatin auf die B-adrenerge Signalkaskade wird
durch weitere in vivo Untersuchungen an Wistar Ratten, die gleichzeitig mit
Atorvastatin und kontinuierlich mit Isoprenalin behandelt wurden, bekraftigt. Hierbei
kam es zu einer geringeren Herzhypertrophie im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Schmechel et al. 2009).

Kdnnten an einer Herzinsuffizienz erkrankte Patienten von einer hypothetischen
Desensitivierung der B-adrenergen Signalkaskade bei einer Statintherapie profitieren?

Neben der bereits bewéahrten und erfolgreichen Herzinsuffizienztherapie mit u.a.
Betablockern kdnnte Atorvastatin durch die Modulation des B-adrenergen Systems bei
herzinsuffizienten Patienten therapeutisch eingesetzt werden. Grundlegend fir die
Annahme der Wirksamkeit von Atorvastatin bei Herzinsuffizienz ist die Inaktivierung
der G-Proteine durch Translokation aus der Membran in das Zytosol aufgrund der
fehlenden posttranslationalen Lipidmodifikation. Eine weitere Hypothese ist, dass
aufgrund der Abnahme der Gesamtproteinmenge und der Translokation des Gas in das
Zytosol das Ungleichgewicht zwischen stimulierenden und inhibierenden G-Proteinen
zugunsten des inhibitorischen Ga; verschoben wird. Diese beiden Effekte kbénnten zur
Statin-vermittelten Desensitivierung der -adrenergen Signalkaskade fuhren, was eine
verminderte Herzarbeit und als Folge dessen auch eine verminderte Herzhypertrophie

nach sich ziehen wiirde.
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In der CORONA-Studie (Controlled Rosuvastatin Multinational Trial in Heart Failure),
einer randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Studie, wurde untersucht,
wie sich die zusatzlich Verordnung von 10 mg Rosuvastatin zur bestehenden
Medikation auf die kardiovaskuldre Mortalitat und Morbiditdt und das allgemeine
Uberleben bei alteren an Herzinsuffizienz erkrankten Patienten auswirkte. In die Studie
wurden Patienten mit einer ischamisch bedingten chronischen Herzinsuffizienz NYHA
[I-1V, mit einem Alter > 60 Jahre und einer linksventrikulare Ejektionsfraktion < 40%
und bei NYHA Il Patienten < 35% eingeschlossen. Fir Rosuvastatin konnte kein Effekt
auf das Auftreten der primaren Endpunkte bestehend aus kardiovaskular bedingtem
Tod und nichttédlichem Myokardinfarkt oder Schlaganfall gezeigt werden. Die meisten
Todesfalle ereigneten sich plétzlich oder durch eine Verschlechterung der
Herzinsuffizienz, jedoch nicht durch atherothrombotische Ereignisse. Dagegen traten
bei den mit Rosuvastatin behandelten Patienten nichttddliche vaskulare Ereignisse und
Hospitalisierungen wegen Herzinsuffizienz oder aus kardiovaskularer Ursache
signifikant seltener auf (Kjekshus et al. 2007). Auch die 2008 vertffentlichte GISSI-HF
Studie (The Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza nell'Infarto Miocardico
Heart Failure), in der Patienten mit isch&mischer und nicht-ischamischer
Herzinsuffizienz NYHA 1I-IV in einem durchschnittlichen Alter von 68 Jahren
eingeschlossen wurden, zeigten auf die Gesamtsterblichkeit und Hospitalisierung aus
kardiovaskularen Grinden keinen Unterschied zwischen Rosuvastatin und Placebo
(Tavazzi et al.2008).

Diese Daten sprechen zwar nicht generell gegen einen Nutzen von allen Statinen bei
der Herzinsuffizienz, machen ihn aber doch sehr unwahrscheinlich. Im Positiven

belegen sie, dass Statine bei Herzinsuffizienz nicht schaden.

Uber Ursachen der Diskrepanz zwischen den aus experimentellen Studien
angenommenen gunstigen Effekte und dem Fehlen eines Nutzens in den bekannten
klinischen Studien lasst sich nur spekulieren. Eine Moglichkeit ist, dass die klinisch
erreichten Plasmakonzentrationen von Atorvastatin fir spezielle Herzeffekte nicht
ausreichen. Eine andere ist, dass die Effekte einfach zu klein sind und der mdgliche
positive Effekt auf die B-adrenerge Signalkaskade unter gleichzeitiger Gabe von

Betablockern nicht mehr ins Gewicht fallt.

4.4 Bedeutung des OATP2B1 fur die Wirkung von Atorvastatin

Sowohl die ubiquitdre Expression von OATP2B1 im humanen Organismus als auch
das Substratspektrum postulieren, dass der Transporter in der Pharmakokinetik und -

dynamik von Arzneimitteln, aber auch in der Wirkung von Steroidhormonen, eine
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wichtige Rolle spielt. Bisher wurde eine deutliche OATP2B1 Expression sowohl auf
MRNA- als auch auf Proteinebene im GefalRendothel und eine schwachere Expression
in  menschlichen Herzmuskelzellen nachgewiesen. In dieser Arbeit wurden

Herzmuskelzellen mit einem fiir den OATP2B1 kodierenden Adenovirus behandelt.

Wird das OATP2B1 nach erfolgter adenoviraler Infektion der Herzmuskelzellen
exprimiert und wo ist es lokalisiert?

Die in dieser Arbeit mittels Western Blot und konfokaler Lasermikroskopie gewonnenen
Ergebnisse Uber die Expression und Lokalisation von OATP2B1 in der Membran in
transient und stabil transfizierten MDCK 1l Zellen (Abbildungen 22 und 24) korrelieren
mit bereits vorliegenden Ergebnissen (Grube et al. 2006). Weitere Untersuchungen
erfolgten an Herzmuskelzellen, die stets als eine Mischkultur, zusatzlich bestehend aus
Fibroblasten und Endothelzellen, vorlagen. Nach erfolgter adenoviraler Infektion der
Herzmuskelzellen mit dem OATP2B1 Virus konnte auf Proteinebene eine OATP2B1
Expression nachgewiesen werden (Abbildung 35). In der konfokalen Lasermikroskopie
zeigte sich allerdings in den Herzmuskelzellen lediglich eine zytosolische Lokalisation
(Abbildung 25). Im Gegensatz dazu konnte OATP2B1 in Fibroblasten in der Membran
lokalisiert werden (Abbildung 26). Wie lasst sich diese Diskrepanz erklaren? Am
Beispiel des Oatplal der Ratte wurde in in vitro Untersuchungen an HEK293T-Zellen
gezeigt, dass fir eine korrekte Lokalisation in der Zellmembran eine Interaktion mit
PDZ Proteinen notwendig ist. Uber vier C-terminale Aminosauren kann das Oatplal
an der ersten oder dritten Domane des PDZK1-Proteins binden und somit in die
Zellmembran lokalisiert werden. In vivo Untersuchungen an PDZK1 knockout Mausen
zeigten, dass Oatplal zwar exprimiert wurde, jedoch vornehmlich in Vesikeln im
Zytosol der Leberzellen lokalisiert war. Dahingegen war Oatplal in Wildtyp Mausen
hauptséchlich in der basolateralen Membran der Leberzellen zu finden (Wang et al.
2005). Fur zahlreiche humane OATP, wie zum Beispiel OATP1A2 und OATP2B1 sind
potenzielle Sequenzen fir die Bindung an PDZ-Proteine beschrieben worden (Sugiura
et al. 2006). Es handelt sich dabei um Geristproteine, bestehend aus mehreren PDZ
Doménen, die die Grundlage fir die zellulare Organisation und Lokalisation von

gréReren Proteinkomplexen bilden.

Diese Proteinkomplexe sind haufig an der Signaltransduktion von Zellen und sogar am
Aufbau und Erhalt von der Zellpolaritat beteiligt (Sheng et al. 2001; Nourry et al. 2002).
Die gefundenen Hinweise Uber die Notwendigkeit von PDZK1 zur Expression von
Oatplal in der Zellmembran in der Leber und die Tatsache, dass in den OATP2B1-
infizierten Herzmuskelzellen das OATP2B1 hauptsachlich im Zytosol in Vesikeln

nachgewiesen wurde, lasst vermuten, dass in den Herzmuskelzellen das PDZK1 zur
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korrekten Lokalisation fehlte. Eine andere Erklarung fur den zytosolischen Nachweis
von OATP2B1 in Herzmuskelzellen koénnte in einer zu geringen Expressionsdichte
liegen. Sollte allerdings tatséchlich die korrekte Lokalisation von OATP2B1 in der
Zellmembran auf einer Interaktion mit dem PDZK1 beruhen, gilt es der Frage
nachzugehen, wieso Herzmuskelzellen nicht in der Lage gewesen sind, OATP2B1 in
die Zellmembran einzubringen. PDZK1 wird in zahlreichen Geweben, wie zum Beispiel
Leber und Niere (Kocher et al. 1998) exprimiert. In der Literatur gibt es keine Hinweise
Uber die PDZK1 Expression am Herzen der neonatalen Ratte. Die adenovirale
Uberexpression von Proteinen wie dem OATP2B1 hat hdchstwahrscheinlich auch
einen Effekt auf die intrazellulare Expression von anderen Proteinen. Dies kdnnte dazu
gefuhrt haben, dass zu Gunsten der OATP2B1 Expression vielleicht PDZK1 und

andere Proteine in den Herzmuskelzellen vermindert exprimiert wurden.

Welche Bedeutung hat OATP2B1 fur die Wirkung von Atorvastatin auf
Herzmuskelzellen?

Die Bedeutung von OATP2B1 im humanen Organismus, insbesondere im
kardiovaskularen System kann in dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart werden. Zum
jetzigen Zeitpunkt ist OATP2B1 der einzige im humanen Herzen und im GefaRendothel
nachgewiesene Transporter, welcher Atorvastatin als Substrat akzeptiert und damit
Atorvastatin - in  die  Herzmuskelzellen  transportiert. Auch  wenn die
Immunfluoreszenzaufnahmen von Herzmuskelzellen neonataler Ratten keine
eindeutige Expression des OATP2B1 an der Zellmembran zeigten, sprechen die
Ergebnisse dafur, dass OATP2B1 auch in den Herzmuskelzellen in der Zellmembran
exprimiert wurde, jedoch mittels konfokaler Lasermikroskopie nicht detektierbar war
(Abbildung 25a-d). Ob und inwiefern eine eventuelle PDZK1 Unterdriickung zu dem
Ergebnis der Immunfluoreszenz geflhrt hat, bleibt unklar. In dieser Arbeit konnte zum
ersten Mal gezeigt werden, dass der bereits bekannte zytotoxische Effekt von
Atorvastatin auf Zellen durch die OATP2B1-Uberexpression deutlich ausgepragter
ausfiel. Sowohl in OATP2B1l-exprimierenden MDCK Il Zellen, als auch in den
Herzmuskelzellen, die OATP2B1 adenoviral Uberexprimierten, zeigten sich bereits
deutliche zytotoxische Effekte ab einer Atorvastatinkonzentration von 1 uM, wahrend in
den Kontrollzelllinien (nicht OATP2B1 exprimierende Zellen) eine Konzentration von 10
UM notwendig war. Dies lasst vermuten, dass OATP2B1 durch den Einwartstransport
von Atorvastatin zu einer hdheren intrazellularen Konzentration mit ausgepragteren
zytotoxischen Effekten fuhrt. Funktionelle in vitro Untersuchungen an OATP2B1
exprimierenden MDCK 1l Zellen zeigten eine hohe Aufnahme des physiologischen
Substrats Estronsulfat ins Zellinnere. Die Aufnahme konnte durch verschiedene

Statine, besonders Atorvastatin signifikant gehemmt werden (Grube et al. 2006). Auch
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in dieser Arbeit konnte an der stabilen MDCK Il pcDNA3.1(-) Hygro-OATP2B1 Zelllinie
eine um ca. funffach héhere Aufnahme des *H-markierten Estronsulfats im Vergleich
zu den MDCK Il Wildtypzellen nachgewiesen werden. Atorvastatin hemmte in einer
Konzentration von 50 uM die Aufnahme von Estronsulfat um ca. 30% (Abbildung 38).
In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal an OATP2B1 adenoviral Uberexprimierenden
Herzmuskelzellen eine siebenfach héhere Aufnahme des *H-markierten Estronsulfats
im Vergleich zu nicht-infizierten und AV44-infizierten Herzmuskelzellen gezeigt werden.
Die Aufnahme wurde bei gleichzeitiger Gabe von Atorvastatin um ca. 80% reduziert.
Die in der Zellkultur gewonnenen Ergebnisse bekraftigen bereits vorliegende
Ergebnisse, dass OATP2B1 eine hohe Affinitat fir Atorvastatin aufweist und an der
Aufnahme von Atorvastatin in die oben genannten Herzmuskelzellen maf3geblich
beteiligt ist (Abbildung 39). Auch bei Untersuchungen an humanen
Herzmuskelgewebeproben  konnte  eine  signifikante ~ Abnahme der *H
Estronsulfataufnahme unter Atorvastatin um bis zu 55% gezeigt werden, wahrend im
Herzgewebe der neonatalen Ratte ein deutlich geringerer und nicht durch Atorvastatin
hemmbarer Transport von >H-markiertem Estronsulfat gezeigt werden konnte
(Abbildungen 40-41). Sowohl die aufgezeigte hohere Toxizitdt von Atorvastatin als
auch die gezeigte Aufnahme von °H Estronsulfat in das humanen Herzgewebe und die
kompetitive Hemmung durch Atorvastatin weisen darauf hin, dass OATP2B1 eine hohe
Bedeutung fur die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Statinen, insbesondere
Atorvastatin, hat. Somit konnte das OATP2B1 indirekt Uber die Erhéhung der
pharmakologischen Potenz von Atorvastatin auch an der Verstarkung pleiotroper

Effekte beteiligt sein.
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5. Zusammenfassung

In der Therapie der koronaren Herzerkrankung ist die Wirksamkeit von Statinen gut
belegt. Es gibt zahlreiche Hinweise, dass Statine durch die Hemmung der HMG-CoA
Reduktase nicht nur die Cholesterinbiosynthese, sondern auch die Bildung von
Isoprenoiden hemmen, welche fur die Funktion einiger Elemente der (-adrenergen
Signalkaskade essenziell sind. Tatsachlich ist in Ratten gezeigt worden, dass Statine in
hohen Konzentrationen als ,intrazellulare Betablocker wirken kénnen, da sie durch die
verminderte Isoprenylierung eine Translokation von G-Proteinen aus der Membran in

das Zytosol bewirken.

Die vorliegende Arbeit hat die Hypothese getestet, dass die notwendigen hohen
Konzentrationen von Atorvastatin Folge der in Rattenherzen fehlenden Expression des
kirzlich als Atorvastatin-Einwartstransporter identifizierten OATP2B1 ist. Konkret
wurde daher untersucht, ob eine Uberexpression von OATP2B1 zu einer
Sensitivierung der Ratten-Herzmuskelzellen gegentber Atorvastatin fihrt. Zunachst
wurde eine stabile MDCK Il Zelllinie, die OATP2B1-uberexprimiert, entwickelt und ein
Adenovirus, das die Sequenz des OATP2B1 enthielt, generiert. AnschlieBend wurden
Herzmuskelzellen der neonatalen Ratte mit dem OATP2B1-Adenovirus infiziert und mit
Atorvastatin behandelt. Die Lokalisation und Funktionalitat von OATP2Blwurden mit
konfokaler Mikroskopie und in einem Transport-Assay ermittelt. Konzentrations-
Wirkungskurven mit Atorvastatin an infizierten und nicht infizierten Zellen erlaubte eine
Aussage zur funktionellen Relevanz der OATP2B1 Expression. Dabei wurde einerseits
die Lokalisation von Untereinheiten der heterotrimeren G-Proteine mittels

Proteinfraktionierung im Western Blot ermittelt.

In den stabil OATP2B1-exprimierenden MDCK-Zellen war OATP2B! Uberwiegend an
der Membran lokalisiert, in adenoviral infizierten Herzmuskelzellen dagegen
Uberwiegend zytosolisch. In allen OATP2B1-exprimierenden Zellen konnte gegeniber
Kontrollen eine verstarkte Aufnahme des bekannten OATP2B1-Substrats
3H-Estronsulfat und eine Hemmung derselben durch Atorvastatin demonstriert werden.
Dieser Befund konnte in vitro an Gewebefragmenten aus humanen, atrialen
Herzgewebeproben, nicht aber an entsprechenden Proben der Ratte reproduziert
werden. Bei der Behandlung von OATP2Bl-exprimierenden MDCK-Zellen oder
adenoviral infizierten Herzmuskelzellen zeigte Atorvastatin bereits in 10-fach
niedrigeren Konzentrationen toxische Effekte als in den entsprechenden Wildtyp
Zellen. In ahnlicher Weise lie3 sich auch die Translokation von heterotrimeren G-

Proteinen in das Zytosol bereits in niedrigeren Konzentrationen beobachten.
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Zusammenfassung

Diese Arbeit zeigt, dass die Uberexpression von OATP2B1 Zellen (MDCK- und
Herzmuskelzellen) gegenuber toxischen, aber auch potenziell gunstigen Wirkungen
von Atorvastatin sensitiviert und dass OATP2B1 tatsachlich als Einwartstransporter fur
Atorvastatin, auch in Herzmuskelzellen fungiert. Somit sind kardiale Effekte von
Atorvastatin beim Menschen bereits in niedrigeren Konzentrationen zu erwarten als bei

der Ratte, da das menschliche Herz im Gegensatz zu der Ratte OATP2B1 exprimiert.
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