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1. Einleitung
1.1. Die Leber

1.1.1. Anatomie

Die Leber (Hepar) ist das grofte Stoffwechselorgan des Menschen und liegt im
rechten Oberbauch direkt unter dem Zwerchfell. Sie erreicht ein Gewicht von
1500 bis 2000 Gramm. Das gesunde Organ ist weich mit rotbraunlicher Farbe.
Die Leber hat eine glatte, zumeist mit Peritonealepithel Uberzogene Oberflache
sowie eine eigene bindegewebige Kapsel (Glisson-Kapsel). Normalerweise ist
die Leber bei Erwachsenen nicht unter dem rechten Rippenbogen tastbar,
allerdings ist dies noch bei einem Saugling moglich. In der Fetalzeit erflllt die
Leber aullerdem eine zusatzliche Aufgabe: die Blutbildung [1].

Die Leber kann anatomisch in insgesamt vier Leberlappen eingeteilt werden:
Lobus dexter, sinister, caudatus und quadratus. An der Unterseite der Leber ist
die Gallenblase (Vesica fellea) eingebettet. Mit dieser sowie mit dem

Zwolffingerdarm (Duodenum) ist die Leber Uber die Gallengange verbunden [1].

Die Gefaliversorgung der Leber hat zwei Zuflisse: Zum einen die Arteria
hepatica communis (teilt sich in Ramus dexter und Ramus sinister in der
Leber), welche sauerstoffreiches Blut, und zum anderen die Vena portae
hepatis, welche sauerstoffarmes aber nahrstoffreiches Blut aus dem
Magen-Darm-Trakt, der Milz und dem Pankreas an die Leber liefert. Die beiden
Zuflusse vereinen sich innerhalb der kleinsten Gefale der Leber, den
Lebersinusoiden. Dieses Mischblut flief3t Gber die Venae centrales zu den
Venae hepaticae und letztendlich in die Vena cava inferior zum rechten

Herzen [1].

Die Gallengange des Menschen beginnen bereits in der Leber. Hier
produzieren die Leberzellen (Hepatozyten) aus verschiedenen Stoffen
gallenpflichtige Substanzen. Die Exkretion erfolgt in die kleinsten Gallengange,

die Canaliculi biliferi, welche sich nach und nach zu grof3eren Gallengangen



vereinen. Letztendlich gibt es jeweils einen grof3en Abfluss aus der rechten
bzw. linken Leberhalfte, welche sich zum Ductus hepaticus communis vereinen.
Hierzu flie3t die in der Gallenblase gespeicherte Gallenflussigkeit Uber den
Ductus cysticus. Zusammen werden sie Ductus choledochus genannt und
dieser fuhrt letztendlich Uber die Papilla Vateri in das Duodenum. Dort fordert
die Galle die Verdauung von Fetten und fettldslichen Substanzen, ebenso

werden darUber Exkretionsprodukte ausgeschieden [1].

Um die Funktion der Leber besser verstehen zu konnen, ist es hilfreich sich
deren Mikromorphologie genauer verstandlich zu machen:

Die kleinste Einheit der Leber ist klassischerweise der Lobulus hepatis, auch
Zentralvenenlappchen. Man kann sich ein solches Lappchen als Hexagon
vorstellen. Zentral gelegen ist die V. centralis und an den Ecken befinden sich,
in etwas Bindegewebe eingebettet, die sogenannten Periportalfelder, welche
die zuleitenden Gefalle und die ableitenden Gallengange enthalten. Diese
werden als Glisson-Trias beschrieben: Venae interlobulares (Aste der

V. portae), Arteriae interlobulares (Aste der A. hepatica) und Ductuli

interlobulares (Gallengange) [1], [2].

Folgt man dem einflieRenden Blut in das Leberlappchen, vermischen sich
arterielles und venoses Blut in den Lebersinoiden. Ihre Besonderheit ist, dass
ihr Epithel Licken aufweist und keine Basalmembran hat. Somit ist dort eine
gute Voraussetzung fur Stoffwechselaustausch und Interaktionen mit dem
Immunsystem gegeben. Intravasal befinden sich leberspezifische Lymphozyten
und naturliche Killerzellen (Pit-Zellen), im Endothel befinden sich Phagozyten
(Kupffer-Zellen). Zwischen Endothel und Parenchymzellen existiert der
sogenannte Disse-Raum, welcher Blutplasma enthalt. Hier kommen Sternzellen
(Ito-Zellen) vor, welche Vitamin A speichern und retikulare Fasern
synthetisieren konnen. Der Hepatozyt hat eine polygonale Form und ist mit
seinen benachbarten Zellen Uber verschiedene Zellkontakte (Tight Junction,
Desmosom, Nexus) verbunden. Die Hepatozyten sind in Parenchymplatten

angeordnet, welche die Sinusoide begrenzen und radiar zur Zentralvene



zusammenlaufen. An der Oberflache tragt der Hepatozyt Mikrovilli, dadurch
vergroRert sich die Zelloberflache zum Stoffaustausch. Ein Hepatozyt ist polar,
das heil’t, dass er eine basolaterale Membran in Richtung der Sinusoide und
eine apikale Membran, welche sehr reich an ATP-abhangigen Transportern ist,
in Richtung der Gallenkanalchen hat. Diese frihesten Gallenabflusswege
haben noch kein eigenes Epithel und werden von der Zellmembran der
Hepatozyten und deren Tight Junctions begrenzt. Erst im Verband des
Portalfeldes werden die Gallenkanale von ihrem eigenen Epithel (zunachst

einschichtig kubisch, im Verlauf hochprismatisch) umgeben [1], [2].

Stoffe aus dem zuflieRenden Blut gelangen Uber die Sinusoide in den
Disse-Raum und werden uber Diffusion, Transporter oder Kanale durch die
Zellmembran in den Hepatozyt aufgenommen. Hier kdnnen die Stoffe
verarbeitet, gespeichert oder umgewandelt werden und letztendlich wieder in
die Sinusoide oder aber in die Galle abgegeben werden [1].

Hepatozyten sind sehr organellenreich und haben meist einen diploiden
Zellkern mit prominenten Nukleoli. Sie enthalten viel Mitochondrien sowie
glattes als auch raues endoplasmatisches Retikulum und reichlich
Golgi-Apparate, welche benachbart zu Lysosomen liegen. Im Zytoplasma
befinden sich sowohl freie Ribosomen, Glykogen- und Lipidablagerungen als
auch Proteingranula und verschiedene Pigmente. Anhand dieser Zellorganellen

wird deutlich, dass die Leber vielfaltige Stoffwechselwege betreibt [1], [2].
1.1.2. Biochemie und Physiologie

1.1.2.1. Allgemeine Funktionen in der Korperhomoostase
Die Leber hat vielfaltige Funktionen als exogene und endogene Drise.

1. Glukosehaushalt: Uber den insulinabhangigen GLUT2-Transporter
nimmt die Leber Glukose aus dem Blut auf und speichert sie in Form von
Glykogen. Sinkt der Blutzuckerspiegel ist die Leber in der Lage Glukose
aus diesem Speicherstoff zu gewinnen oder durch Glukoneogenese
herzustellen. Hierauf nehmen verschiedene Hormone (u.a. Glukagon,

Insulin, Adrenalin, Kortikosteroide) Einfluss [2], [3].



2. Proteinhaushalt: Die Leber synthetisiert Proteine und spielt auch beim
Abbau derer eine entscheidende Rolle. Im Proteinstoffwechsel entsteht
Ammoniak, welches in groReren Mengen toxisch auf den Organismus
wirkt. Daher wird NHs in der Leber unter anderem in Harnstoff verpackt
und letztendlich Uber die Niere ausgeschieden (siehe 1.1.2.2.
Harnstoffzyklus) [2], [4].

3. Synthese und Sekretion von Plasmaproteinen: Albumin,
Gerinnungsfaktoren und Alpha-1-Antitrypsin spielen hier die grof3te Rolle
sowie viele Tragerproteine und Prohormone wie
Angiotensinogen [2], [3], [5].

4. Synthese und Sekretion von Gallensauren und Lipiden: Gallensauren
werden aus Cholesterin synthetisiert und sorgen somit zum einen fur die
Ausscheidung von kdrpereigenem Cholesterin und anderen
gallepflichtigen Abfallstoffen wie zum Beispiel dem Ham-Abbauprodukt
Bilirubin. Zum anderen tragen sie im Darm zur Fettresorption bei. Die
Gallensekretion unterliegt dem enterohepatischen Kreislauf und ist von
ATP-verbrauchenden ABC-Transportern am Gallepool der Hepatozyten
abhangig. Ebenso synthetisiert die Leber Lipoproteine und
Triacylglycerine, welche entscheidende Rollen im Fettstoffwechsel und
im Stoffwechsel von fettldslichen Vitaminen spielen [2]-[5].

5. Metabolismus von wasserunloslichen korpereigenen (z.B. Bilirubin,
Vitamin D, Thyroxin) und kérperfremden Substanzen (z.B. Medikamente,
Toxine) Uber leberspezifische Enzyme zu wasserldslichen Substanzen:
Die Biotransformation oder Arzneimittelmetabolismus (siehe
1.1.2.3.) [2]-]5].

6. Beteiligung am Eisen- und Kupferhaushalt [3], [5], [6],

7. Synthese und Sekretion von Hormonen wie IGF-1 und
Thrombopoetin [3],

8. Speicherung von Mineralien und Spurenelementen [3], [4].

Speziell diese Arbeit betreffend sind die Entgiftungsfunktionen bzw.
Metabolisierungsfunktionen der Leber wichtig, daher werden die

Biotransformation und der Harnstoffzyklus im Weiteren genauer betrachtet.



1.1.2.2. Harnstoffzyklus

Im Stoffwechsel von Aminosauren werden durch Desaminierung neurotoxische
Ammoniumionen (NH4") freigesetzt, welche die Leber als einziges Organ mittels
Einbau in Harnstoff entgiften, aber auch in Glutamin oder andere
stickstoffhaltige Verbindungen (z. B. Nukleinsauren) umwandeln kann [4].
Hierbei spielt die Verstoffwechslung mittels Harnstoffzyklus die mengenmallig
grofdte Rolle [4]. Ammoniak (NHs3) ist aulRerdem Teil eines offenen
Puffersystems, dem Ammoniak-Ammonium-Puffer, welcher zum Saure-Basen-
Haushalt des Menschen gehdrt, indem Ammonium tUber die Nieren

ausgeschieden werden kann [4].

Der Harnstoffzyklus im erweiterten Sinn ist in Abbildung 1 dargestellt und
besteht aus finf Enzymen, wobei die beiden ersten Schritte im Mitochondrium
(CPS1 und OTC) und die restlichen drei im Zytoplasma (ASS1, ASL, ARG1)
stattfinden [7]. Der Zyklus beginnt mit der ATP-abhangigen Reaktion der
mitochondrialen Carbamoylphosphat-Synthetase 1 (CPS1), welche als
geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der Harnstoffproduktion gilt und einer
speziellen Regulation unterliegt [4], [8], [9]. Zum einen kann CPS1 durch
Acetylierung inaktiviert werden (dies gilt auch fur OTC) und zum anderen hat
CPS1 einen allosterischen Aktivator mittels N-Acetylglutamat (ebenso
N-Carbamylglutamat) [4], [8]-[11]. Ohne Anwesenheit von

N-Acetylglutamat liegt CPS1 praktisch inaktiv vor [4]. Dieser Stoff wiederum
wird durch die mitochondriale N-Acetylglutamat-Synthase (NAGS) synthetisiert,
welche zum einen durch Arginin aktiviert wird und zum anderen durch ein
hohes Angebot an Glutamat in der Aktivitat gesteigert werden kann [4], [8].
Daher steigert sich der Umsatz des Harnstoffzyklus bei hohem
Aminosaureangebot (proteinreiche Ernahrung und Proteinabbau aus Muskel)
sowie durch Induktion der Genexpression durch Cortisol und Glukagon in
katabolen Situationen [4], [8]. Wohingegen der Harnstoffzyklus bei Azidose
gebremst wird, da vermehrt Ammoniumionen (hydrophile Saure) vorliegen und
die CPS1 ausschlieB3lich NHs (lipophile Base) als Substrat verwendet [4], [9].
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Abbildung 1 Harnstoffzyklus in der humanen Leber mit Darstellung von NAGS
(basierend auf http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/Images/ureacycleweb.gif)

Durch die zweite Reaktion im Harnstoffzyklus wird Carbamoylphosphat mit
Ornithin durch die Ornithin-Transcarbamylase (OTC) in Citrullin

umgewandelt [4], [8], [9]. Das entstehende Citrullin gelangt mittels des
Ornithin-Citrullin-Antiporters ins Zytoplasma, wo es ATP-abhangig mit Aspartat
uber die Argininosuccinat-Synthase 1 (ASS1) zu Argininosuccinat wird [4], [9].
Das hierzu bendtigte Aspartat entsteht mittels eines eigenen kleinen Zyklus aus
Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase, Pyruvatcarboxylase und
den bendtigten transmitochondrialen Transportern [4]. Nach enzymatischer
Abspaltung (Uber die Argininosuccinat-Lyase, ASL) von Fumarat, welches
hauptsachlich in die Glukoneogenese eingeht, entsteht Arginin [4]. Dieses wird
durch die Arginase 1 (ARG1) in das Endprodukt Harnstoff (Urea) und Ornithin
hydrolysiert [4], [9]. Letzteres gelangt Uber den transmitochondrialen Ornithin-
Citrullin-Antiporter wieder in das Mitochondrium und steht damit erneut der

Ornithin-Transcarbamylase zur Verfugung [4].



1.1.2.3. Biotransformation

Die Biotransformation dient dazu schlecht ausscheidbare, lipophile Substanzen
wasserloslicher zu machen und diese dann entweder Uber die Galle via
Stuhlgang oder Uber das Blut via Nieren und Urin auszuscheiden [2]-[4], [12].
Es werden verschiedene Phasen unterschieden. Phase | besteht hauptsachlich
aus Oxidations- und Reduktionsreaktionen, welche zum groften Teil von
Cytochrom P450-Enzymen katalysiert werden und reaktive Gruppen entstehen
lassen [3], [4]. Diese Enzyme sind hauptsachlich in der Leber, genauer im
endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert [2], [3]. Es gibt circa 150
Unterformen mit ungleicher Spezifitdt und Sensitivitat fir ein oder mehrere
Substrate [3]. Phase Il besteht hauptsachlich aus Konjugationsreaktionen,
welche polare Verbindungen an reaktive Gruppen binden [3], [4], [12]. Die
Konjugation kann an Phase | anknupfen oder direkt ausgeflhrt werden. Am
bedeutendsten sind die Glukuronidierung (UDP-Glukuronyltransferase im ER),
die Konjugation mit Glutathion (Glutathion-S-Transferase im Zytosol) und die
Sulfatierung (Sulfotransferasen im Zytosol) [3]. Aber auch Konjugation mit
Glycin, Taurin, Glutamin sowie Acetylierung und Methylierung spielen eine
Rolle [3], [4]. Als Phase Ill wird oftmals der Transport der entstandenen
Verbindung aus der Leberzelle via spezifischer Transporter in die Galle oder ins
das Blut bezeichnet [4]. Den Hauptteil der Cytochrom P450-Enzyme in der
humanen Leber stellen quantitativ CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C,
CYP2D6, CYP2E1 und CYP3A4 dar, wobei insbesondere CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 und CYP3A4 im Medikamentenstoffwechsel zum Einsatz
kommen [13]-[16]. Kleinere Anteile von Medikamenten werden Uber andere
CYP-Enzyme metabolisiert, wobei diesen trotzdem nicht an Signifikanz
aberkannt werden kann, wie man anhand des Beispiels der Metabolisierung
von Acetaminophen uber CYP2E1 zu einem hepatotoxischen Zwischenprodukt
sehen kann [17]. Den Hauptteil an Phase |I-Enzymen bilden UGT, GST und
Sulfotransferasen [16].

Besonders wichtig ist die Biotransformation im Hinblick auf die Metabolisierung
von xenogenen Verbindungen wie Medikamenten. Aufgenommen durch den

Darm werden die Medikamente Uber die Pfortader zur Leber transportiert. Hier



besteht sogleich die Moglichkeit der Aktivierung oder Inaktivierung und
Ausscheidung der Stoffe: First-Pass-Metabolismus [12]. Die Enzymmengen
und -aktivitaten der verschiedenen Phasen konnen individuell zum einen durch
verschiedenste Stoffe (Xeno- wie Endobiotika), indem die Transkription der
Enzyme im Sinne von Induktion oder Inhibition verandert wird, und zu anderem
durch genetische Polymorphismen beeinflusst werden [4], [12], [18]. Eben dies
hat Folgen fur die Bioverfugbarkeit und Aktivitat von Arzneimitteln [12]. Daher
ist es nur verstandlich, dass die Metabolisierung eines Arzneimittels von grol3er
Bedeutung ist. Die Biotransformation ist Teil der Pharmakokinetik, welche kurz
mit LADME (Liberation, Adsorption, Distribution, Metabolismus, Elimination)

beschrieben werden kann [12].

1.2. Epigenetik

Dieser Arbeit liegt der Gedanke zugrunde mittels Azacytidin und Vitamin C
epigenetische Veranderungen in der Zelle herbeizufiuhren und dadurch den
Zellmetabolismus zu beeinflussen. Aus diesem Grund folgt in diesem Abschnitt
eine genauere Betrachtung der Epigenetik speziell in hepatozellularen
Karzinomen sowie ein Einblick in die Eigenschaften von den verwendeten

Substanzen 5-Azacytidin und Vitamin C-2-Phosphat.

1.2.1. Epigenetik in hepatozellularen Karzinomzellen

Epigenetische Veranderungen beinhalten Variationen in der Genexpression,
denen keine Anderung der DNA-Sequenz zugrunde liegt, sondern DNA-
Methylierung, Histon-Modifikation und Einflusse durch RNA [19]. Verschiedene
Alterationen der Epigenetik wurden bereits in hepatozellularen Karzinomen
nachgewiesen [20]-[27]. Die Veranderungen betreffen sehr viele
Zellfunktionen [23], [28]—[30]. Bereits fur alle drei Phasen der Biotransformation
und den Harnstoffzyklus konnten Regulationen durch epigenetische Prozesse
nachgewiesen werden [29]-[34]. Den bisher groften Einblick hat man in die
DNA-Methylierung. Sie spielt sowohl in der Entwicklung im Sinne von
Zelldifferenzierung als auch spater im Leben flr verschiedenste Krankheiten

eine Rolle [19], [28], [35]. Methylierung findet an den Cytosinbasen in



CpG-Dinukleotiden, welche gehauft in sogenannten CpG-Inseln vorkommen, im
Genom statt [35]-[38]. Dies geschieht durch DNA-Methyltransferasen, von
welchen bisher funf verschiedene bekannt sind, aber nur DNMT1, 3A und 3B
nachgewiesenermalien erhebliche Methyltransferaseaktivitat haben (DNMT2
zeigt schwache Methylierungsaktivitat in vitro) [23], [28], [39]. DNMT1 ist in der
Lage den Methylierungsstatus der Zelle aufrechtzuerhalten [40]. Sie hat eine
hohere Affinitat zu hemimethylierter als zu unmethylierter DNA [41], [42].
DNMT3A und 3B sind fur die de-novo Methylierung der DNA

zustandig [40], [41]. Die Folge ist ein Gen-Silencing der methylierten Bezirke
durch sterische Hinderung des Zugangs zu Promotoren aber auch durch
Bindung von Transkriptionsrepressoren (sogenannten Methyl-bindende
Domane enthaltenden Proteinen) [23], [24], [34], [36], [38], [43]-[45]. In
Krebszellen ist der globale Methylierungsstatus der Zelle verringert, jedoch sind
CpG-Inseln hypermethyliert [23], [45], [46]. Sogar das Ausmal} hepatozellularer
Krebserkrankungen und deren Uberlebensraten zeigen eine Korrelation mit
einer Uberexpression von DNA-Methyltransferasen [27], [47].
DNA-Methylierung und andere Mechanismen der epigenetischen Modifikation
kénnen gekoppelt sein [38], [45], [48].

1.2.2. DNA-Demethylierung durch Epigenetik-modulierende Substanzen

1.2.2.1. Vitamin C-2-Phosphat

Vitamin C-2-Phosphat ist als langwirksames Vitamin C-Derivat bekannt [49].
Vitamin C ist ein essentieller Stoff und muss aufgrund des Syntheseverlusts in
einigen Spezies inklusive des Menschen durch die Nahrung supplementiert
werden [50]. Als Antioxidans ist es an Redoxreaktionen innerhalb des Korpers
beteiligt [51]. Vitamin C spielt eine Rolle in vielen verschiedenen Zellfunktionen
und Mangel fuhrt zu Skorbut, einer Krankheit, die besonders von
Kollagenmangel gepragt ist [6], [51]. Vitamin C ist bereits seit vielen Jahren im
Fokus der Forschung, da es die Zelldifferenzierung Uber Veranderung der
Genexpression und viele Zellfunktionen beeinflussen kann [49], [51]-[55].
Vitamin C verstarkt Uber sogenannte TET-Enzyme den Umbau von

5-Methylcytosin (5-mC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC)



in der DNA [51], [53], [65]-[58]. 5-hmC kann selbst als Bindungsstelle flr
Transkriptionsfaktoren fungieren, aber auch zur Demethylierung der
Cytosinbase und dadurch wiederum zur Anderungen der Genexpression
fuhren [59]-[62]. TET-Enzyme sind eisen- und 2-oxoglutaratabhangige
Dioxygenasen, wobei Vitamin C als Cofaktor zur Erhaltung des Eisenatoms
dient [57], [58]. Weitere eisen- und 2-oxoglutaratabhangige Dioxygenasen,
welche ebenfalls Vitamin C als Kofaktor zur Reduktion des Eisenatoms
bendtigen, sind Jumonji C-enthaltene Histondemethylasen, deren biochemische
Funktion grof3teils noch unverstanden ist, allerdings konnten ihnen schon
Wirkungen auf Zelldifferenzierung und -proliferation nachgewiesen

werden [63], [64]. Eine weitere ursprunglich in Bakterien und karzlich auch in
Saugetieren entdeckte eisen- und ketoglutaratabhangige Dioxygenase ist die
Familie der AlkB-Proteine, welche eine Rolle in der Demethylierung von DNA,
RNA und Histonen spielen und somit noch weitgehend unklare Folgen auf
Zelldifferenzierung und -wachstum haben [51], [65]-[68]. Chung et al. konnten
zeigen, dass Vitamin C reproduzierbar eine gro3e Menge an Genen,
insbesondere Gene mit CpG-Inseln, welche in der Zelldifferenzierung und
Reprogrammierung eine Rolle spielen, demethylieren kann [54]. Aus den oben
angefuhrten Grinden wird Vitamin C aul3erdem schon lange in der Krebs- und
Stammzellforschung eingesetzt [49], [52], [53], [55], [69], [70]. Vitamin C zeigt je
nach Konzentration und Derivat antioxidative und zellschitzende
Eigenschaften, kann aber auch einen (nicht-)apoptotischen Zelltod

auslosen [71].

1.2.2.2. 5-Azacytidin

5-Azacytidin ist ein Ribonukleotid und Analogon des Cytosins und wurde
ursprunglich als Zytostatikum entdeckt [72]. Seit 2002 gilt Azacytidin als
»orphan drug“und wird fUr die Therapie des myelodysplatischen Syndroms, der
chronisch myelomonozytareren Leukamie und der akuten myeloischen
Leukamie eingesetzt [73]. Es wird als Prodrug im Korper verstoffwechselt und
letztendlich mehr in RNA als in DNA eingebaut [74]-[76]. Hier wirkt das

eingebaute Cytosinanalogon als Inhibitor der DNA-Methyltransferasen, indem

10



diese kovalent gebunden werden [76]-[80]. Azanukleotide fihren nachweislich
zum Abbau von DNMT1 und im geringeren Ausmal3 auch von

DNMT3 [76], [79], [80]. Weil Azacytidin als Ribonukleotid zu einem erheblichen
Teil in RNA eingebaut wird, zeigt sich auch eine Inhibition der DNMT2, welche
in der Proteinbiosynthese tRNA methylieren kann [78], [81]. Die Epigenetik der
Zelle wird durch passive Demethylierung und Veranderungen der
Proteinbiosynthese beeinflusst [76]. Ebenso wird der Zellzyklus verandert und
die Zellviabilitat reduziert [56], [76], [82]. Azacytidin induziert zeit- und
dosisabhangig DNA-Doppelstrangbriche [76]. Es konnten Veranderungen der
Zellmembranproteine durch Azacytidinbehandlung festgestellt werden [83]. Des
Weiteren konnte eine aktiv induzierte Demethylierung durch Azacytidin mittels
Aktivierung von TET2 (analog zu Vitamin C durch Bildung von 5-hmC)
nachgewiesen werden [56]. Hagemann et al. beschrieben, dass
Azacytidinbehandlung reproduzierbar die Demethylierung der gleichen Gene
beeinflusst [84]. Die Arbeitsgruppe Komashko et al. beschrieb, dass neben
DNA-Methylierung ebenso die Histon-Methylierung durch Azacytidin beeinflusst
wird und Gene sowohl hoch- als auch herabreguliert werden, wobei
interessanterweise zumeist Gene beeinflusst wurden, deren Promotoren bereits
vor Azacytidinbehandlung demethyliert waren [85]. Azacytidin wird mittlerweile
oftmals experimentell in der Stammzellforschung verwendet, unter anderem
auch um die Differenzierung zu hepatozyten(ahnlichen) Zellen zu

beeinflussen [33], [86]. Durch Behandlung mit Azacytidin konnte bereits eine
Modifikation der Expression von verschiedenen Enzymen des Harnstoffzyklus
(OTC, CPS1) in Zelllinien von hepatozellularen Karzinomen gezeigt

werden [34], [87].

1.3. Arzneimittelentwicklung in Deutschland

Im Folgenden wird die Arzneimittelentwicklung, insbesondere deren
praklinische Phase, beschrieben, da diese Arbeit im Rahmen des Projektes
,Epigenetische Reaktivierung der Funktionalitat hepatischer Zelllinien — als
verfugbare Ressource fur in vitro Toxizitatstests” durchgefuhrt wurde.
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1.3.1. Entwicklungsphasen von Arzneimitteln

Unter etwa 5000 bis 10000 getesteten Substanzen gibt es eine
pharmakologisch aussichtsreiche Substanz, die das Potenzial hat als
Arzneimittel zu fungieren [88]. In der praklinischen Phase wird der Stoff in
Zellkulturen und in Tierversuchen Toxizitatstests unterzogen und sein
Arzneimittelmetabolismus in biologischen Systemen erforscht [88]. Wenn sich
der neue Stoff als soweit unbedenklich erweist, vergibt das Bundesinstitut fur
Arzneimittel und Medizinprodukte die Zulassung zu klinischen Studien, welche
sich in drei (bzw. vier) Phasen aufteilen lassen [88], [89]. Phase | wird an bis zu
100 gesunden Probanden durchgefuhrt, wobei bei der ersten Anwendung im
menschlichen Organismus auf Vertraglichkeit, Unbedenklichkeit sowie
Pharmakokinetik und -dynamik geachtet wird [12], [89]. AulRerdem werden
Darreichungsform und Dosis determiniert [88]. Phase Il wird an mehreren
hunderten bis zu tausenden Erkrankten durchgefuhrt [12], [88]. Die
erwunschten und unerwinschten Arzneimittelwirkungen werden beobachtet,
Dosen angepasst [12], [88]. Die Studien erfolgen in randomisierten,
kontrollierten Rahmen. Phase Il schlief3t ein Patientenkollektiv bis zu mehreren
Tausenden ein, um genauere Aussagen zu Wirksamkeit und zum Auftreten von
unerwunschten Nebenwirkungen und Wechselwirkungen treffen

zu kénnen [12], [88]. Erst darauf folgt der Antrag auf Zulassung eines
Medikaments [88]. Nach der Zulassung folgt die sogenannte Phase IV, bei der
vor allem Uber Langzeitbeobachtung Daten Uber selten auftretende
unerwinschte Nebenwirkungen, aber auch weiterhin Gber Wirksamkeit,
Wechselwirkungen sowie 6konomische Aspekte und die therapeutische
Effizienz gesammelt werden (in Deutschland ist das Bundesinstitut fur
Arzneimittel und Medizinprodukte fur die Arzneimitteliberwachung

zustandig) [12], [89].

1.3.2. Praklinische Phase: Erforschung des Arzneimittelmetabolismus

1.3.2.1. Goldstandard: primarer humaner Hepatozyt
Die Pharmakokinetik, insbesondere die Metabolisierung,

Arzneimittelinteraktionen und Toxizitat, ist praklinisch von zentraler
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Bedeutung [88]-[91]. In praklinischen Studien wird versucht das Schicksal eines
Medikamentes im menschlichen Korper bezlglich dessen Stabilitat, seiner
Metabolite und der beteiligten Enzyme, inklusive deren Kinetik und
Interaktionen, zu bestimmen [90]. Der Goldstandard fur die Testung des
hepatischen Arzneimittelmetabolismus ist seit Jahren der primare humane
Hepatozyt (pHH) [91]-[96]. Da frische Leberzellen aber nicht immer verfugbar
sind und langere Kultivierung in vitro zu Einbul3en in enzymatischer
Genexpression und Aktivitat fuhren, wird standig nach Alternativen

gesucht [91], [92], [97]-[100]. Kryopreservierte Hepatozyten werden als
Alternative oftmals verwendet, sind allerdings auch priméar an verfigbare
Spender gebunden [99], [101]. Ein Nachteil von primaren humanen
Hepatozyten (pHHs) ist die interindividuelle Enzymausstattung jeder Leber,
sowie das Fehlen der physiologischen Umgebungsstrukturen [97], [99].
Enzymaktivitaten in pHHs variieren je nach Spender aufgrund von genetischen
Polymorphismen und Lebensgewohnheiten (wie Medikamentenkonsum,
Suchtmittel, Nahrungsgewohnheiten, Alter und Geschlecht) [12], [13], [91]. So
wurde eine interindividuelle Variabilitdt an Medikamentenmetaboliten und deren
Mengen beschrieben, welche jedoch eine gute Korrelation zwischen In-vitro-
und /n-vivo-Ergebnissen fur jeden Patienten einzeln aufzeigte [102]. Dies zeigt
erneut, dass pHHs trotz individueller Enzymausstattung die beste Moglichkeit
fur die Voraussage des Metabolismus im Menschen sowie deren Translation in

vivo liefern.

1.3.2.2. Alternativen und Forschung

Etablierte Alternativen zu frischen Hepatozyten sind subzellulare Fraktionen,
wie humane Mikrosomen, welche aus Zellhomogenat durch Zentrifugation
gewonnen werden konnen [91], [97]. Es sind Vesikel, die Fragmente von
endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat mitsamt deren enzymatischer
Ausstattung enthalten [103]. Sie kdnnen auch aus nicht humanen Arten nach
Transfektion hergestellt werden [97], [99], [104]. Werden sie aus transfizierten
Insektenzellen gewonnen, nennt man sie Supersome, welche meist nur ein
CYP-Isoenzym enthalten [97]. Humane Zytosolfragmente kdnnen ebenfalls

durch Zentrifugation gewonnen werden, allerdings enthalten sie nur im Zytosol
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geldste Phase |I-Enzyme [97]. Eine Kombination aus beiden Ansatzen erhalt
man beim Einsatz von S9-Mix, welcher sowohl mikrosomale als auch
zytosolische Fragmente enthalt [97]. Nachteil der bisher beschriebenen
Methoden ist, dass keine komplette Zelle dargestellt wird und das Hinzufugen
von Kofaktoren haufig notwendig ist [97], [99]. Ein weiterer Ansatz, um die
Spenderknappheit auszugleichen, ist die Immortalisierung von primaren
humanen Leberzellen. Dazu werden verschiedene Methoden wie Transfektion
mit Virusplasmiden, Onkogenen oder Telomerase sowie Fusion mit
hepatozellularen Zelllinien, aber auch Isolation aus transgenen Tieren
erforscht [91], [105], [106]. Jede dieser Mdglichkeiten zeigt weiterhin deutliche
Unterschiede in ihren Enzymmustern im Vergleich zu primaren humanen
Hepatozyten (pHHs) [91]. Auch Forschung fur die langere Kultivierung von
Hepatozyten unter Einsatz von Grundmatrix zur 3D-Kultivierung, Addition von
Zusatzstoffen in Kulturmedium, sowie Kokultivierung mit nicht-parenchymalen
Zellen wird betrieben [94], [96], [97]. Des Weiteren kommen verschiedene
Zelllinien zur Anwendung, weil sie leicht zu kultivieren sind und stabile
Charakteristika aufweisen [91], [97], [99]. Nachteil der Zelllinien wiederum sind
niedrigere Aktivitatslevel und Expressionen von Enzymen als in primaren
Hepatozyten, Vorteil ist die erhaltene Moglichkeit zu Veranderung der
Genexpression mittels Induktoren [91], [94], [95], [97], [107]. Die Testung an
Leberteilsticken wird ebenfalls seit vielen Jahren durchgefuhrt, konnte sich
bisher aber nicht kommerziell etablieren aufgrund relativ kurzer Lebensdauer,
Abhangigkeit von Spendern, inadaquater Perfusion und damit ungleicher
Verteilung von Substanzen sowie geschadigten Zellen an den

Schnittstellen [97], [99]. Die Anwendung von komplett enthommenen und
extrakorporal perfundierten Tierlebern stellt die dreidimensionale Situation in
vivo am besten dar [97], [99]. Dieses Modell wird selten angewandt aufgrund
kurzer Lebensdauer bei hohem Arbeitsaufwand, Speziesunterschieden und
ethischen Bedenken [97], [99]. Es eignet sich zum Einsatz bei Fragestellungen
zur Galle [97], [99]. Der Einsatz von tierischen Hepatozyten ist aufgrund von
Unterschieden in Expression, Aktivitat, Induktion/Inhibition von hepatischen

Enzymen und daraus folgender unterschiedlicher Toxizitat sowie ethischen
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Bedenken keine optimale Alternative, trotzdem werden sie standardmallig
verwendet [108]-[115]. Um Speziesunterschiede und Spenderknappheit zu
vermeiden und In-vitro- zu In-vivo-Korrelation zu verbessern, besteht die
dauerhafte Nachfrage nach verbesserten oder innovativeren Verfahren fur die
praklinische Testung von Arzneimitteln. Neuere Methoden basieren auf
computergestitzten Analysen (in silicio) von Enzymen und Substraten
bezuglich deren Struktur sowie Aufbau und kdnnen Aufschluss auf den
Arzneimittelmetabolismus liefern [116]-[119]. Die (Re-)Programmierung von
Stammzellen (aus Leberstammzellen, Stammzellen aus anderen Organen,
embryonale Stammzellen) zu hepatozytenahnlichen Zellen kénnte in Zukunft
auch eine Alternative darstellen, war aber bisher nicht erfolgreich [120]—[125].
Des Weiteren wird auch Transfektion von Zellen mit spezifischen Genen
erforscht, so konnten Nozaki et al. mittels Lipofektion einen Klon der Zelllinie
HLE zu stabilen Produktion von CYP2E1 bringen [126]. Ebenfalls im Fokus der
Forschung ist Genmanipulation, um stabile Aktivitaten von Phase |- und II-
Enzymen zu erhalten [99], [127]. Goldring et al. konnten die Zelllinien HepG2
und Huh7 zur Expression von stabilen Mengen an CYP2E1 und GST nach
Einbringung eines Doxycyclin-induzierbaren Genes bringen [128]. Neueste
Studien arbeiten mit dem erst 2012 entdeckten CRISPR/Cas-System zur
gezielten Genmanipulation und es konnte bereits eine Steigerung der
Expression und Aktivitat von CYP3AS in Huh7 Zellen erreicht

werden [129], [130]. Auch durch epigenetische Modifikation, welche die
Grundlage dieser Arbeit darstellt, konnte bereits eine erhdhte Genexpression
von CYP2E1 in der hepatozellularen Zelllinie HepG2 und eine erhdhte
Expression von CYP3A4 in den Zelllinien HepG2 und Hepa-I erreicht

werden [31], [131], [132]. Weitere Forschungen zeigen, dass leberspezifische
Transkriptionsfaktoren eine Rolle fir die Expression von verschiedenen
Enzymen der Biotransformation spielen und bieten daher auch einen Ansatz zur
Beeinflussung der Enzymmengen in Zelllinien [133], [134].

Jede bisher praktizierte Methode hat ihre Vor- und Nachteile, weiterhin treten
Probleme bezlglich pradikativer Vorhersagekraft in vivo auf [97], [99]. Je nach

Fragestellung muss man sich fur eine Methode oder eine Stufentestung
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entscheiden. Auch hier spielen Verfligbarkeit, Ubertragbarkeit, ethische und

finanzielle Aspekte eine Rolle [99].

1.4. Fragestellung
Ziel dieser Dissertation war es im Rahmen des Projektes ,Epigenetische
Reaktivierung der Funktionalitat hepatischer Zelllinien — als verfugbare

Ressource fur in vitro Toxizitatstests“ (Forderung durch das Ministerium far

Landlichen Raum und Verbraucherschutz Baden-Wirttemberg / Aktenzeichen:
14-(34)-8402.43-0362E — Alternative Tiermethoden) die metabolische Funktion

in verschiedenen Zelllinien so zu verbessern, dass man diese fur In-vitro-Tests

nutzen konnte. Die Arbeit beschrankt sich auf vier Zelllinien (HepG2, Huh?,
HLE, AKN1), welche nachweislich geringe metabolische Aktivitaten haben.

Basierend auf den Arbeiten von Sajadian et al. (siehe [56], [82]) sowie ersten

Vorversuchen im Labor sollten folgende Punkte beantwortet werden:

1. Verifikation verschiedener DNMT-Muster mittels PCR in den vier

Zelllinien (HepG2, Huh7, HLE, AKN1) plus/minus 5-Aza und/oder VitC

nach Auswertung des Chromatinarrays fur Epigenetik-modifizierende

Enzyme von Qiagen

2. Mikroskopische Dokumentation der vier Zelllinien (HepG2, Huh7, HLE,

AKN1) plus/minus 5-Aza und/oder VitC

3. Messung der Toxizitat und Proliferation in den vier Zelllinien (HepG2,

Huh7, HLE, AKN1) plus/minus 5-Aza und/oder VitC

4. Veranderungen der metabolischen Kapazitat der Phase |- und Phase II-
Enzyme in den vier Zelllinien (HepG2, Huh7, HLE, AKN1) plus/minus 5-

Aza und/oder VitC

5. Untersuchungen zur Harnstoffproduktion sowie der fur den

Harnstoffzyklus verantwortlichen Gene in den vier Zelllinien (HepG2,

Huh7, HLE, AKN1) plus/minus 5-Aza und/oder VitC

6. Detaillierte Albuminbestimmung und —expression in den vier Zelllinien

(HepG2, Huh7, HLE, AKN1) plus/minus 5-Aza und/oder VitC
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Die Versuche der hier aufgefuhrten Arbeitspakete wurden mit frisch isolierten
primaren Hepatozyten (pHHs) verglichen. Da die Isolation der humanen
Hepatozyten aus frischer Spenderleber (mittels Perfusion durch Kollagenase)
nicht von mir durchgefihrt wurde, ist diese Methode (siehe [135]) hier nicht
genauer beschrieben worden. Die Versuche mit den pHHs wurden analog zu
den hier beschriebenen Methoden mit angepasstem Medium und Zellzahl

durchgefuhrt und ebenfalls mittels SRB-Farbung auf die Zellzahl normiert.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialen

Tabelle 1 Materialen und Gerate

Material

Hersteller

Artikelnummer

0,2ml Mikroreaktionsgefal} fur PCR,
verschiedene Farben

Carl Roth, Karlsruhe

CHB88.1, CH89.1
CH90.1

Forma 900 Series

0,5ml Mikroreaktionsgefay Sarstedt, Nimbrecht 72.699

1,5ml Mikroreaktionsgefaf, Carl Roth, Karlsruhe 4189.1

verschiedene Farben 42091

2ml Mikroreaktionsgefal Carl Roth, Karlsruhe CKO06.1

6-Well Platte Corning, Corning (USA) 353046

12-Well Platte Corning, Corning (USA) 3512

24-Well Platte Greiner bio-one, 662160
Frickenhausen

96-Well Platte Greiner bio-one, 655180
Frickenhausen

Abzug Secuflow WALDNER 200/02895/300
Laboreinrichtungen, Wangen

Analysenwaage ABJ 120-4M KERN & Sohn, Balingen WB1140084

CO2-Inkubator C-150 (37 °C, 5% COz) Binder, Tuttlingen 9040-0078

Eismaschine AF 80 Scotsman Ice Systems DD 8837 11 X
(USA)

Falcon Tube 15ml Greiner bio-one, 188271
Frickenhausen

Falcon Tube 50 ml Sarstedt, NUmbrecht 62.547.004

Fluoreszenzmikroskop EVOS AMG, Bothell (USA) 91-AF-4301

Gefrierschrank (-20 °C) Power Cooling Liebherr, Bulle (Schweiz) 7081896-04

Gefrierschrank (-80 °C)

Thermo scientific, Waltham

827860-2521

Frickenhausen

(USA)
Geldokumentationssystem Gel iX INTAS Science Imaging, S.-Nr. 15545
Imager Géttingen
Handschuhe Paul Hartmann, Heidenheim | 942207
Peha-soft nitrile
Handschuhe, purple nitrile Kimberly Clark, Irving (USA) | 52002M
Neubauer improved, Zahlkammer Marienfeld, Lauda- 06400100
Kdnigshofen
Kihlschrank/Gefrier-Kombination Liebherr, Bulle (Schweiz) 7081896-04
(+4°C/-20°C)
Kulturflaschen T25 Greiner bio-one, 660025
Frickenhausen
Kulturflaschen T75 Corning, Corning (USA) 430641
Kulturflaschen T175 Greiner bio-one, 660175

Laborwaage PCB 250-3

Kern & Sohn, Balingen

WD 110036863

(USA)

Laborwaage ABJ 120-4 M Kern & Sohn, Balingen WB 110084
LVis-Platte BMG Labtech, Ortenberg 0680B0001C
Mehrkanalpipette Lambda Plus, Corning, Corning (USA) 4081, 4082
verschiedene GréRen 4083
Mikrowelle Severin, Sundern 8068.0000
PCR-Gerat Arktik Thermal Cycler Thermo scientific, Waltham TCAO0096
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PCR-Geréat Veriti 96-Well-Thermal
Cycler

Applied Biosystems,
Carlsberg (USA)

4375786

Pasteurpipette, verschiedene GréRen

Carl Roth, Karlsruhe

4518.1, 4522.1

pH-Meter FiveEasy FE20 Mettler Toledo, Columbus 1232315296
(USA)

Pipettierhilfe Rota-Filler 3000 Heathrow Scientific, Vernon | HS08348
Hills (USA)

Pipettenspitzen, Biozym Scientific, Hessisch 720011, 70760

verschiedene GrofRen Oldendorf Sarstedt,
Numbrecht Ratiolab, 2100610
Dreieich

Pipetten Lambda Plus, verschiedene Corning, Corning (USA) 07- 764- (700-

Grolen 705)

Plattenlesegerat Fluostar Omega BMG Labtech, Ortenberg 415-1264

Stickstoffcontainer (-200 °C) 8207 Thermo Fisher Scientific 512669-219
GmbH

Spritzen

1ml BD Plastipak Becton Dickinson, Franklin 300026
Lakes (USA)

10ml BBraun, Melsungen 4606108V

20ml BBraun, Melsungen 4606205V

50ml Injectomat Fresenius Kabi, Homburg 9000701

Sterilfilter (PorengréfRe 0,22 um) Millipore Ltd., Tullagreen SLGPO33RS
(Irland)

Stripetten, verschiedene GréRRen Corning, Corning (USA) 4487, 4101

(5ml- 50ml) 4489, 4490

Schuttler DRS-12 LTF Labortechnik, 11DE090,
Wasserburg 11DE243

Sterilbank Thermo Scientifc Safe 2020 | Thermo scientific, Waltham 51026934
(USA)

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermo scientific, Waltham 75003424

Centrifuge (USA)

Umkehrmikroskop Primo Vert

Carl-Zeiss-Microimaging,
Minchen

415510-1101-000

Centrifuge

(USA)

Vortexer LSE Vortex Mixer Corning, Corning (USA) S1101243
Zellschaber Corning, Corning (USA) 13312013
Zentrifuge Heraeus Megafuge 16R Thermo scientific, Waltham 75003629

Tabelle 2 Chemikalie oder Set

Chemikalie/Set Firma Artikelnummer
Acetonitril Carl Roth, Karlsruhe 3620.1
Agarose Standard Carl Roth, Karlsruhe 3810.4
Ammoniumchlorid (NH4ClI) Carl Roth, Karlsruhe K298.1
5-Azacytidine, >98 % Sigma, St. Louis (USA) A2385-100MG
7-Benzyloxy-4(trifluoromethyl)coumarin Sigma, St. Louis (USA) B5057-5MG-F
Borsaure Carl Roth, Karlsruhe 6943.1
Bromphenol Blau Carl Roth, Karlsruhe A512.1

Brij 35 Carl Roth, Karlsruhe CN21.1

BSA (Bovines Serumalbumin) Carl Roth, Karlsruhe 8076.4
Chloroform Carl Roth, Karlsruhe Y015.1

ddH20 Carl Roth, Karlsruhe 31751
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DEPC (Diethylenpyrocarbonat) Carl Roth, Karlsruhe K020.3
Dibenzylfluoresceine Sigma, St. Louis (USA) D7191-5MG
Dicoumarol (3,3’-Methylene-bis(4- Sigma, St. Louis (USA) M1390-5MG
hydroxycoumarin)
DMEM high glucose (4,5g/l) mit Glutamin Sigma, St. Louis (USA) D5796
DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth, Karlsruhe 4720.2
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Sigma, St. Louis (USA) D8537
Saline)
Easycoll Separating Solution (Percoll, density | GE Healthcare, Chalfont | 17-0891-01
1.124) St. Giles (UK)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Carl Roth, Karlsruhe 8043.2
Essigsaure 299,0 % VWR, Radnor, (USA) 20104.298
Ethanol (99 %) vergallt mit MEK SAV LP, Flintsbach am K42754183
Inn
Ethidiumbromidlésung 1% in Wasser Carl Roth, Karlsruhe 22181
7-Ethoxycoumarin Sigma, St. Louis (USA) 02644-250MG
Fetales Kalbsserum (FCS) Invitrogen, Carlsbad 41G7141K
(USA)
First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo scientific, Lot 00283099
Lafayette (USA) K1612
Fluoresceine Sigma, St. Louis (USA) 46955-100G-F
Glutaminlésung (L-Glutamin) PAA, Pasching M11-006
(Osterreich)
Glycerol Sigma, St. Louis (USA) 7530.1
Hepes 1M Sigma, St. Louis (USA) H0887
Human Albumin ELISA Quantification Set Bethyl Laboratories, E80-129
Montgomery (USA)
Humanes Insulin (Actrapid Flex Pen) Novo Nordisk A/S,
1001.E./ml Bagsveerd (Danemark)
Hydrocortison 100 mg, Hydrocortison 250 mg Pfizer, Puurs (Belgien)
7-Hydroxy-4(trifluoromethylcoumarin Sigma, St. Louis (USA) 368512-1G
Isopropanol VWR, Radnor (USA) 20842.330
Kollagen (aus Rattenschwanzen isoliert) selber isoliert, siehe [135]
Kit Fluitest LDH-L Analyticon, Berlin 2222
Luminol Carl Roth, Karlsruhe 42031
L-Ascorbinsaure-2-phosphat Sigma, St. Louis (USA) A8960-5G
sesgiumagnesium salzhydrat
L-Ornithin monohydrochloride Sigma, St. Louis (USA) 02375-25G
Magnesiumchlorid (MgCl2) Carl Roth, Karlsruhe KK36.2
Methanol Carl Roth, Karlsruhe 8355.5
7-Methoxy-4(trifluoromethyl)coumarin Sigma, St. Louis (USA) T3165-100MG
4-Methylumbelliferone Sigma, St. Louis (USA) M1381-100G
Monochlorobimane (MCB) >95 % Sigma, St. Louis (USA) 69899-25MG
Natriumcarbonat Carl Roth, Karlsruhe P028.1
Natriumchlorid VWR, Radnor (USA) 27.810.295
Natriumhydrogencarbonat Carl Roth, Karlsruhe 6885.2
Natriumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe T135.1
Natrium-Pyruvat-Lésung (100 mM) Sigma, St. Louis (USA) S8636
Natronlauge (2 M) Carl Roth, Karlsruhe T135.1
Nichtessentielle Aminosauren (100x) PAA, Pasching M11-003
(Osterreich)
N-1-Naphthyl-Ethylendiamin-Dihydrochlorid Carl Roth, Karlsruhe 43421
O-Phthalaldehyd Sigma, St. Louis (USA) P1378
p-Coumarinsaure Carl Roth, Karlsruhe 9908.1
Penicillin/Streptomycin (P/S) Sigma, St. Louis (USA) P0O781
Probenecid Sigma, St. Louis (USA) P8761-25G
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pUC19-Marker ready-to-use Carl Roth, Karlsruhe X901.1
ReadyMix (KAPA2G Fast ReadyMix with Dye) | peglab, Erlangen KM5101
Resazurinnatriumsalz Sigma, St. Louis (USA) 199303-1G
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (50) Qiagen, Hilden 74804
RT2 First Strand Kit (50) Qiagen, Hilden 330404
RT? Profiler™ PCR Array Human Epigenetic Qiagen, Hilden 330231
Chromatin Modification Enzymes cat.no.PAHS-
0857
Salicylamide Sigma, St. Louis (USA) 84230-50G
Salzsaure (HCI) 2M Carl Roth, Karlsruhe NO076.1
Schwefelsdure, konz. (H2SO4) Carl Roth, Karlsruhe X945.1
Sulforhodamine B sodium salt Sigma, St. Louis (USA) S$1402-1G
TriFast (peqGold) Peqlab, Erlangen 30-2020
TRIS-Base (Trizma) Sigma, St. Louis (USA) T1503
Triton X100 Carl Roth, Karlsruhe 3051.2
Trypan Blue 0.5% 100 ml Carl Roth, Karlsruhe CN76.1
Trypsin/EDTA (T/E) Sigma, St. Louis (USA) 13924
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe 91271
Umbelliferone (7-Hydroxycumarin) Sigma, St. Louis (USA) H24003-25G
Urea Carl Roth, Karlsruhe 3941.3
Wasserstoffperoxid (30 % H202) Carl Roth, Karlsruhe CP26.5
Williams Medium E Sigma, St. Louis (USA) w1878

Tabelle 3 Angewendete Programme

Programm Hersteller Verwendungszweck
GraphPad Prism 5 | GraphPad Prism Erstellung von Graphen und statistische
Auswertung
Imaged Image Processing and Bildauswertung
Analysis in Java
Microsoft Office Microsoft Excel Datenauswertung und- aufbereitung
365 Microsoft Powerpoint
Microsoft Word
Omega 1.3 BMG Labtech, Messung von Absorption, Fluoreszenz und
Ortenberg Lumineszenz in Experimenten
GeneGlobe Data Qiagen (online Auswertung des ,RT? Profiler™ PCR Array
Analysis Center Software) Human Epigenetic Chromatin Modification
Enzymes*

2.2. Kultivierung von Zelllinien

Alle hier verwendeten Zelllinien konnten unter sterilen Bedingungen gleich

kultiviert und behandelt werden. Uber langere Zeit war es méglich, die Zellen in

einem Stickstofftank bei -200 °C gel6st in DMSO zu konservieren. Zum

Auftauen der Zellen wurden 30 ml DPBS in einem Falcon-Rdhrchen im

Wasserbad erwarmt und das tiefgefrorene Zellpellet mdglichst schnell

aufgeldst. Nach dem Zentrifugieren (600 g bei 20 °C fur 10 min) konnte die

Mischung aus DPBS mit DMSO vom basal liegenden Zellpellet abgesaugt

werden und dieses konnte mit entsprechendem Zellkulturmedium (DMEM mit
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10 % FCS und 1% Penicillin/Streptomycin) resuspendiert werden. Zunachst
durften die Zellen in einer T25-Zellkulturflasche bis mindestens 70 % Konfluenz
bei 37 °C und 5% COz2 im Inkubator wachsen. Nach spatestens 24 Stunden
wurde erstmals das Medium gewechselt. Die Zellkulturen wurden regelmallig
auf deren Wachstum und Kontamination mit dem Umkehrmikroskop untersucht.
Nach dem Erreichen der gewinschten Konfluenz wurden die Zellen zunachst
mit DPBS gewaschen und dann mit Trypsin/EDTA circa Smin bei 37 °C von der
Zellkulturflasche gelost. Das Enzym Trypsin wurde mittels des im Medium
vorhandenen FCS abgestoppt. Die Suspension aus Zellen, DMEM und
Trypsin/EDTA wurde in ein Falcon-Réhrchen uberfuhrt und abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Resuspension der Zellen erfolgte mit
Zellkulturmedium. So konnten die Zellkulturen in T175-Kulturflaschen Uberfuhrt
werden, welche je nach Zelllinie und Wachstumsstand bis zu Gber 40 Millionen
Zellen enthalten konnten.

Alle hier verwendeten Zelllinien waren schon im Labor etabliert und mussten
nur noch aus dem Stickstofftank entnommen und aufgetaut werden.
Ursprunglich wurden die Zelllinien HepG2 und HLE von ATCC (American Type
Culture Collection), Huh7 von JCRB (Japanese Collection of Research

Bioresources Cell Bank) und AKN1 von Prof. Dr. NUssler (siehe [136]) bezogen.
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2.2.1. AKN1 Zellen/Zelllinie

Abbildung 2 AKN1 Zellen in Kultur (Fluoreszenzmikroskop EVOS)

Die Zelllinie AKN1 wurde 1999 aus der gesunden Leber eines 10 Jahre alten
Jungen isoliert [136]. Sie war eine epithelahnliche Leberzelllinie mit einer
heterogenen Zellpopulation [136]. Abbildung 1 zeigt eine Aufnahme von AKN1
Zellen in Kultur. AKN1 Zellen zeigten nach ihrer Isolation sowohl Eigenschaften
von Gallengangsepithel als auch von Leberzellen [136]. Es ist unklar, von
welcher Art Zellen diese Zelllinie genau abstammt und ob ihre tumordsen
Eigenschaften bereits in vivo bestanden oder erst in vitro entstanden sind [136].
Die Zelllinie zeigte auRerdem verschiede ausgepragte Anomalien im
Karyogramm [136]. Im Vergleich zu Hepatozyten konnte in AKN1 Zellen keine
Albumin- und Faktor 8-Expression, jedoch eine gewisse Aktivitat von
Cytochromen der P450-Familie sowie eine Synthese von Alpha-1-Antitrypsin
nachgewiesen werden [136]. AuRerdem war in den Zellen Glykogen
gespeichert und in etwa der Halfte der Zellen konnte das Enzym
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y-Glutamyltransferase detektiert werden [136]. Der Gehalt an mRNA fir die
Argininosuccinat-Synthase war mit primaren humanen Hepatozyten

vergleichbar [136].

2.2.2. HLE Zellen/Zelllinie

Abbildung 3 HLE Zellen in Kultur (Fluoreszenzmikroskop EVOS)

Die Zelllinie HLE wurde 1970 in Japan durch eine Obduktion aus der Leber
eines 68-jahrigen Patienten entnommen [137]. Die Zellen stammten aus
tumordsen, weillen Knoten der Leber, welche als undifferenziertes
hepatozellulares Karzinom diagnostiziert wurden [137]. Alpha-Fetoprotein
konnte als Tumormarker im Blut des Patienten detektiert werden [137]—[139].
Nach der Etablierung im Zellkulturmodell ging die Fahigkeit zur Synthese bzw.
Sekretion dieses Proteins verloren; ebenso konnte keine Albuminsynthese
nachgewiesen werden [137]. Eine geringe Expression von CYP2E1 konnte
gezeigt werden [126]. Die Zelllinie HLE zeigte eine epithelahnliche Morphologie,
eine heteroploide Chromosomenzahl und enthielt Glykogen [137]. Als
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hepatozellulare Zelllinie konnten in HLE charakteristische Veranderungen der
Genexpression wie geringere Expression von Tumorsuppressorgenen und
Apoptose-induzierenden Genen sowie hdhere Expressionen von Genen flr
Zellproliferation und antiapoptotische Faktoren nachgewiesen werden [140].
Durch epigenetische Modifikation durch Azacytidin und Vitamin C konnte
bereits ein Stillstand des Zellzyklus in HLE Zellen (und Huh7 Zellen)
herbeigefihrt werden [82].

2.2.3. HepG2 Zellen/Zelllinie
"'.,I,"S‘f"" r P & G >

Abbildung 4 HepG2 Zellen in Kultur (Fluoreszenzmikroskop EVOS)

HepG2 Zellen wurden 1979 aus einem gut differenzierten hepatischen Tumor
eines 15-jahrigen, weillen Kaukasiers gewonnen [141]. Urspringlich wurde
angenommen, dass diese Zelllinie aus einem gewohnlichen hepatozellularem
Karzinom stammt, wobei sich im Verlauf herausstellte, dass HepG2 Zellen aus
einem Hepatoblastom gewonnen wurden [141], [142]. HepG2 Zellen zeigten
ebenfalls eine epithelartige Morphologie und sezernierten den Tumormarker
AFP [141].
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Die Zelllinie produzierte wichtige Plasmaproteine wie Albumin sowie einige
Cytochrom P450-Enyzme, diese allerdings in geringeren Mengen

als pHHs [107], [143], [144]. Daher ist diese Zelllinie bereits im Bereich der
Arzneimittelforschung im Einsatz [14], [91], [97], [99]. Genexpressionen flr
Enzyme der Biotransformation konnten bereits unter anderem fir CYP1A1/2,
CYP2C9, CYP3A4, CYP2E1, UGT und GST nachgewiesen werden [145].
Enzymaktivitaten fir CYP1A1, CYP1A2, UGT und GST sind ebenfalls
beschrieben worden, wobei zu Aktivitadten von CYP2E1 und CYP3A4 in der
Literatur unterschiedliche Angaben herrschen [144]-[147]. Ebenso konnten
Alexandre et al. kein Protein fur CYP1A1/2 trotz EROD-Aktivitat sowie
verminderte Enzymaktivitaten nach Konfluenz in Zellkultur nachweisen [144].
Wohingegen Westerink et al. fur CYP2C9 trotz Genexpression keine
Enzymaktivitat detektieren konnten [145]. Auch beziglich LDL-Stoffwechsel und
Cholesterinsynthese zeigten HepG2 Zellen Eigenschaften von pHHs [148].

2.2.4. Huh7 Zellen/Zelllinie

Abbildung 5 Huh7 Zellen in Kultur (Fluoreszenzmikroskop EVOS)
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Die Zelllinie Huh7 wurde 1982 von einem 57-jahrigen Japaner aus einem gut
differenzierten hepatozellularem Karzinom gewonnen [149]. Bereits fruh konnte
die Produktion von einigen Plasmaproteinen inklusive Albumin und AFP
nachgewiesen werden [149]. In neueren Forschungen konnte eine geringe
Expression von Cytochromen (CYP1A1/1A2/2B6/2C8/2C9/2C19/2D6/3A4/3A5)
und verschiedenen Subtypen von UGT nachgewiesen werden, wobei deren
Enzymaktivitaten nicht immer nachweisbar waren [92], [93]. Huh7 Zellen
zeigten auch GST-Aktivitat [92]. Es wurde gezeigt, dass die Enzymexpression
und -aktivitat mit Inkubation durch DMSO und Induktoren gesteigert werden
konnte [93]. Ebenso steigerte sich die Enzymaktivitat von CYP3A4 in
konfluierenden Kulturen [150]. In einem Vergleich verschiedener Zelllinien
konnte unter anderem Huh7 Zellen groRes Potenzial zur Erforschung des
Arzneimittelmetabolismus aufgrund relativ konstanter CYP-Expressionen
wahrend verschiedener Zellkulturpassagen zugeschrieben werden [92]. 2011
konnten Liu et al. die Expression von allen Enzymen des Harnstoffzyklus bis auf
CPS1 nachweisen, wobei die Expression von CPS1 durch epigenetische

Modifikation mittels Inkubation mit 5-Azacytidin gesteigert werden konnte [34].
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2.2.5. Hepatozyten

-

1)

Abbildung 6 humane Hepatozyten am Tag der Isolation in Kultur

Die Aufreinigung der bereits isolierten Spenderhepatozyten begann damit,
eiskaltes DPBS in das Transportgefal® zu geben und mithilfe einer Pipette das
vorhandene Zellpellet zu I16sen. Nachdem die Zellen in ein Falcon-Rdhrchen
uberfihrt und in 30 ml DPBS suspendiert worden waren, wurde dies bei 4 °C mit
100 g fur 5min ohne Bremse zentrifugiert. Danach wurde die FlUssigkeit bis auf
das Zellpellet abgesaugt und dieses in einem geeigneten Volumen
resuspendiert. Aus dieser Zellsuspension wurde mittels Trypanblau Ausschluss-
Methode die Gesamtzellzahl und der Anteil der lebenden Zellen errechnet.
Wenn die Viabilitdt <70 % betrug, war eine Aufreinigung mittels
Percoll-Dichtezentrifugation notwendig. In je ein Falcon mit gutgemischtem
Percoll (5ml) und eiskaltem DPBS (15 ml) wurde vorsichtig 5 ml der
Hepatozytensuspension aufgeschichtet. Dies wurde bei 4 °C mit 1300 g fur

12 min zentrifugiert, wobei sich verschiedene Phasen bildeten und nur im

Zellpellet lebendige Hepatozyten verblieben. Der Uberstand aus Flissigkeit und
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toten Zellen wurde abgesaugt und es erfolgte eine erneute Resuspension in
DPBS mit nachfolgender Zentrifugation (100g, 4 °C, 5min) zur Reinigung.
Danach wurde das Zellpellet in Hepatozytenkulturmedium (Williams Medium E,
1% Glutamin, 100 uM Penicillin/Streptomycin, 0,8 ug/ml Hydrocortison,

15mM Hepes, 1mM humanes Insulin, 1 mM Natrium-Pyruvat, 10 % FCS,

1% nicht-essentielle Aminosauren) resuspendiert, die Zellen erneut mittels
Trypanblau Ausschluss-Methode ausgezahlt und auf vorbereitete Kollagen-
beschichtete Versuchsplatten (25 000 Zellen pro Loch auf 96er Platte)
gegeben.

Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, war die Ausbeute an noch intakten Leberzellen
nach Isolation und Aufreinigung in frischer Kultur begrenzt (viele nicht

adharente, meistens tote Zellen schwimmen im Medium).

2.3. Chromatinarray fur Epigenetik-modifizierende Enzyme qRT-PCR

Um zunachst das Ausmal} der Veranderungen bezuglich der Expression von
Enzymen, die auf die Epigenetik Einfluss nehmen kdnnen, in den
verschiedenen Zellen zu bestimmen, wurde mRNA mittels Isolation mit TriFast
fur jede Zelllinie aus deren unbehandelten Zellkulturen gewonnen, quantifiziert
und die Integritat kontrolliert (siehe Methoden 2.4.8.1.- 2.4.8.3). Die zu
verschiedenen Passagen entnommenen Zellproben wurden zu einer
Sammelprobe (N=5) flir jede Linie gemischt. Die Hepatozyten-mRNA wurde
ausschlieBlich aus verschiedenen frisch isolierten Proben ohne vorherige
Kultivierung gewonnen. Die so erhaltenen Proben wurden mithilfe des ,RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit“von Qiagen nach dessen Anleitung weiter gereinigt [151].
Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem ,RT? First Strand Kit“, ebenfalls von
Qiagen, nach Anleitung [152]. Zur Kontrolle erfolgte fur alle Proben eine PCR
auf das Haushaltsgen GAPDH. Es folgte nun die Durchfuhrung des ,RT?
Profiler™ PCR Array Human Epigenetic Chromatin Modification Enzymes* von
Qiagen, auch nach dessen Anleitung [153]. Alle Proben wurden in Duplikaten
dem Prozess unterzogen. Die Zielgene des ,RT? Profiler™ PCR Array Human
Epigenetic Chromatin Modification Enzymes* von Qiagen umfassten DNA-
Methyltransferasen, Histon-Acetyltransferasen und Methyltransferasen, Histon-

Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Deacetylierung, SET-Domanen-Proteine,
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sowie DNA- und Histon-Demethylasen [153]. Fur die Zwecke dieser
Doktorarbeit hatte ich mich nur auf die DNA-Methyltransferasen spezialisiert
und daher finden nur diese hier weitere Erwahnung. Die Ergebnisse wurden mit
Qiagen Software online ausgewertet (GeneGlobe Data Analysis Center) [154].

2.4. Allgemeiner Versuchsaufbau

Es gab jeweils vier Versuchsansatze:

1. nicht stimuliert (unstimuliert), d.h. Inkubation mit Medium=DMEM mit 10 %
FCS und 1% Penicillin/Streptomycin,

2. Stimulation mit Vitamin-2-Phosphat 1 mM (VitC1),

3. Stimulation mit 5-Azacytidin 20 uM (Aza20),

4. Stimulation mit 5-Azacytidin 10 uM und Vitamin-2-Phosphat 0,5 mM
(Aza10+VitCO0,5).

Die bendtigten Mengen an Vitamin-2-Phosphat und 5-Azacytidin wurden in
fester Form mithilfe einer Feinwaage abgewogen, in Medium gelost und steril
filtriert. Gelostes Azacytidin konnte bei -20 °C kurzzeitig aufbewahrt werden,
wohingegen geldstes Vitamin C stets frisch hergestellt wurde.

Die Stimulation erfolgte fur 48 Stunden (Medienwechsel alle 24 Stunden).
Das Volumen pro Well betrug 100 pl fur die 96er und 2ml fur die 6er
Mikrotiterplatten.

Die Anzahl der ausplattierten Zellen pro Well betrug 10.000 Zellen fur 96-Well
und 500.000 Zellen pro 6-Well Platten.

Jede Zelllinie wurde in drei verschiedenen Zellkulturpassagen stimuliert
(HepG2: p5, p9, p12; Huh7: p4, p6, p8; HLE: p4, p6, p9; AKN1: p3, p8, p10).

2.4.1. Trypanblau Ausschluss-Methode

Zum Ausplattieren der korrekten Zellzahl wurde mittels Farbung mit
Trypanblau 0,125 % (Trypan Blue 0,5 % gelost in DPBS) die Anzahl der vitalen
Zellen bestimmt. Dazu wurde nach dem Ldsen, Reinigen, Zentrifugieren und
Resuspendieren der Zellen in frischem Medium (siehe Methoden 2.2.) eine
kleine Probe entnommen, die zu gleichen Teilen (1:1) mit Trypanblaulésung
vermischt wurde. Damit wurde eine Neubauer Zahlkammer beflllt und die

Zellen unter dem Umkehrmikroskop Primo Vert ausgezahlt. Hierbei wurden nur
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die vitalen Zellen gezahlt, welche sich im mikroskopischen Bild hell darstellten.
Im Gegensatz dazu farbten sich devitale Zellen blau an. Unter Einbeziehung
des Verdunnungsfaktors, des Volumens der Zellsuspension und dem Faktor der
Zahlkammer war es moglich die Gesamtzahl an lebendigen Zellen in der
Zellsuspension zu errechnen und damit auch das bendtigte Volumen derselben

zu bestimmen, um eine gleichmallige Anzahl an Zellen auszuplattieren [155].

2.4.2. Resazurinkonversion

Mithilfe der Resazurinkonversion kénnen Proliferation, Viabilitat und Toxizitat
veranschaulicht werden und es ist eine gut etablierte, kostengunstige Methode.
Dieses Verfahren basiert auf der Fahigkeit von biologisch intakten Zellen
Resazurin zu Resorufin zu reduzieren. Dies geschieht hauptsachlich in den
Mitochondrien der Zellen, ist aber auch im Zytosol moglich. Somit kdnnen
indirekt Ruckschlusse auf die Zellviabilitat und -proliferation bzw. Toxizitat
gemacht werden [156]-[158].

Die Resazurinkonversion wurde stets auf der gleichen 96-Well Platte ausgefuhrt
wie die LDH-Messung. Nachdem der Uberstand (fir die LDH-Messung)
abgenommen wurde, erfolgte die einmalige Reinigung mit DPBS. Sogleich
erfolgte die Zugabe der 10 %igen Resazurinmischung (Resazurin-Natrium-Salz
geldst in DPBS) und deren Inkubation fur 30 min bei 37 °C und 5% CO2 [158].
Die Detektion erfolgte mittels Fluoreszenz mit dem Plattenlesegerat Fluorstar
Omega (Exzitation: 544 nm, Emission: 590-10 nm, Gain: 800 nm). Die Messung
erfolgte in Quadruplikaten und als Hintergrundkontrolle dienten stets nur
Resazurinreaktionsmischung enthaltende Wells.

Da die Resazurinkonversion hier nur einen Uberblick (iber die Auswirkungen
der Stimulation im Vergleich zu unbehandelten Zellen liefern sollte, wurde zu

Beginn beschlossen auf eine Normierung zu verzichten.

2.4.3. LDH-Freisetzung

Die Messung der LDH-Freisetzung ist ein Parameter fur den Zelluntergang bzw.
Zytotoxizitat und daher auch indirekt fur die Zellviabilitat. LDH ist ein
intrazellulares Enzym, welches durch Schadigung der Zellmembran freigesetzt

wird [159]. LDH kommt in insgesamt funf verschiedenen Isoformen im
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Menschen vor, wobei unter anderem die Leber grol3e Mengen enthalt [160]. Die
Laktatdehydrogenase katalysiert die Reaktion von Laktat+ NAD* zu Pyruvat und
NADH+H*, wobei letzteres photometrisch detektierbar ist [160].

Das Experiment wurde jeweils mit dem Uberstand der Zellen durchgefihrt, an
welchen darauffolgend die Resazurinkonversion gemessen wurde. Nach dem
Ausplattieren auf eine 96-Well Platte und Stimulieren der Zellen, wurde der
Uberstand abgenommen. Nach Anleitung wurden 50 ul Zelliiberstand mit

50 ul Reaktionsmischung des Fluitest LDH-L Kits vermischt und dann die
Absorptionsveranderungen (bei 340 nm) im Plattenlesegerat Floustar Omega
gemessen [160]. Die Proben wurden in Quadruplikaten gemessen. Um die
LDH-Freisetzung zu quantifizieren, wurde jeweils fur jeden Stimulationsansatz
eine Positivkontrolle gebildet. Dazu wurden Triplikate mit 0,1 % Triton far
mindestens 30 Minuten versetzt, um die maximale LDH-Ausschuttung durch
Nekrose aller im Well enthaltenen Zellen zu messen. Die Ergebnisse konnten

daher in Prozent zur Positivkontrolle angegeben werden.

2.4.4. Harnstoffproduktion

Die Bildung von Harnstoff gibt Auskunft Gber die metabolische Fahigkeit einer
Zelle NHs zu entgiften. Die Grundlage des Mechanismus liefert der
Harnstoffzyklus. Angewandt wurde eine im Labor bereits etablierte modifizierte
Methode nach Jung et al. [161].

Nach dem Ausplattieren auf eine 96-Well Platte und Stimulieren der Zellen
wurden die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen und danach fir 24 h bei 37 °C
und 5% CO2 mit einer von drei verschiedenen Reaktionslésungen inkubiert. Die
Messung wurde in Quadruplikaten durchgefuhrt.

Reaktionslosung 1 enthielt MgCl2 1 mM und Natriumpyruvat 1 mM gel6st in
DMEM mit 1 % Penicillin/Streptomycin.

Reaktionsldsung 2 enthielt zusatzlich NH4Cl 5 mM.

Reaktionslosung 3 enthielt sowohl NH4Cl 5mM als auch L-Ornithin 100 mM.
Jeweils 80 pl des Zelluberstandes oder 80 ul einer Verdinnungsreihe aus Urea
(Standardkurve) wurden mit 60 ul O-Phthalaldehyd-Lésung

32



(7,4 % konz.H2S04, 0,02 % O-Phthalaldehyde und 0,03 % Brij 35 geldst in
ddH20) und 60 yl NED-Reagenz (22,2 % konz. H2SO4, 0,5 % Borsaure,

0,06 % N-(1-naphthyl)ethylenediamin-Dihydrochlorid und 0,03 % Brij35 gelost in
ddH20) fur weitere 90 min auf einer neuen 96-Well Platte bei 37 °C und

5% COz2 inkubiert; dann erfolgte die Messung der Absorption bei 460 nm mittels
dem Plattenlesegerat FluoStar Omega [161]. Mittels Standardkurve wurde die
Harnstoffproduktion in den Wells errechnet. Die Zellen wurden mit 99 % Ethanol
fixiert und mittels SRB-Farbung wurden die Ergebnisse auf die Zellzahl

normiert.

2.4.5. Phase I- und ll-Aktivitat

Sowohl Phase |- wie auch Phase II-Reaktionen sind besonders bedeutend fur
den Metabolismus von exogenen wie auch endogenen Substanzen. Grundlage
der Methode ist die Forschung von Donato et al. 2004, welche in modifizierter
Form im Labor etabliert war [92], [162], [163].

Nach dem Ausplattieren auf eine 96-Well Platte und dem Stimulieren der Zellen
wurde ein Teil der Zellen nach dem Waschen mit DPBS mit 99 % Ethanol fur
mindestens 30 min fixiert. Diese Zellen dienten spater als Negativkontrolle. Die

Messung selbst wurde in Triplikaten durchgefuhrt.

Nach dem Waschen aller Zellen enthaltenden Vertiefungen wurde jeweils

100 ul Reaktionsgemisch (siehe Tabelle 4) in jedes Well gegeben und danach
sofort mithilfe des Plattenlesegerats Fluostar Omega die Fluoreszenz der
einzelnen Wells gemessen (siehe Tabelle 5). Dies geschah an den Zeitpunkten
t=0min und t=20min. Diese Zeitpunkte wurden zuvor anhand einer Kinetik fur
jede Zelllinie in unstimuliertem Zustand festgelegt. Es wurde ein Zeitpunkt
gewahlt, in dem der Fluoreszenzanstieg im linearen Bereich liegt. Nach der
Messung wurden die Zellen wieder mit DPBS gewaschen und mittels

99 % Ethanol fir die SRB-Farbung fixiert. Diese wird bendtigt, um das Ergebnis

auf die Zellzahl zu normen.
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Tabelle 4 Aktivititsmessung ausgewahlter Phase I- und lI-Enzyme: Inhaltsstoffe der
Reaktionslésungen und der Standardkurven.

Abkirzungen:

7-EC= 7-Ethoxycoumarin, Sal= Salicylamid, Pro= Probenecid, DMSO= Dimethylsulfoxid,
7-HC= Umbelliferone(7-Hydroxycumarin), BFC= 7-Benzyloxy-4(trifluoromethyl)coumarin,
ACN= Acetonitril, HFC= 7-Hydroxy-4(trifluoromethyl)coumarin,

MFC= 7-Methoxy-4(trifluoromethyl)coumarin, DBF= Dibenzylfluoresceine,
Dic= Dicoumarol (3,3’-Methylene-bis(4-hydroxycoumarin), FL= Fouresceine,

MCB= Monochlorobimane (MCB) >95 %, 4-MU= 4-Methylumbelliferone

Reaktiongemisch Standardkurve
Substrat Inhibitor Konzentr- Produkt Konzentration
von von ation von Losungsmittel
Phase | Phase I Losungs- Phase |
mittel bzw. Il
CYypP | 7-EC Sal1,5mM | 26%DMSO | 7-HC2uM | 0,2% DMSO gelost
1A | 25 uM in
1A Pro 2mM DMEM
CYP | BFC Sal1,5mM | 0,19% ACN | HFC25uM | 0,2% ACN
3A4 | 5uM Pro 2mM 2.4 % DMSO
CYP | MFC Sal1,5mM | 0,19% ACN HFC 25uM | 0,2% ACN
2E1 | 2uMm Pro 2mM 2.4 % DMSO
CYpP | DBF Dic 0,01mM | 0,3% DMSO | FLS uM 0,2% DMSO
Substrat
von
Phase Il
GST |- MCB 50 uM | 0,25 % - -
DMSO
UGT | - 4-MU 0,2% DMSO | 4-MU 0,2% DMSO
6,25 uM 6,25 uM

Tabelle 5 Einstellungen des Plattenlesegerits fiir Phase l/ll-Aktivitaten

Exzitation | Emission Gain
CYP1A1/2 355nm 460 nm 400
GST
UGT
CYP3A4 355nm 520 nm 500
CYP2E1
CYP2C9 485nm 520 nm 600

Die Standardkurven zur Errechnung der Enzymaktivitaten wurden anhand von

Verdunnungsreihen aus den jeweiligen Produkten der Substrate (siehe

Tabelle 4) erstellt, wobei bei der Verstoffwechslung von 4-MU der Abbau des

Substrates (bzw. der Fluoreszenz) gemessen wurde und daher die

Standardkurve anhand des Substrats berechnet wurde. Mittels dieser Kurven

konnten die gemessenen Fluoreszenzwerte in umgesetzte Stoffmenge pro min
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umgerechnet werden. Ausnahme bildet die Aktivitdatsmessung der GST, da
MBF selbst kein fluoreszierendes Substrat ist, sondern erst nach enzymatischer
Konjugation mit Glutathion ein fluoreszierendes Produkt gebildet

wird [164], [165]. Daher wurde hier die Angabe der Aktivitat in

Fluoreszenzintensitat/min/1 Millionen Zellen angegeben.

2.4.6. Albuminsekretion

Nach dem Ausplattieren auf eine 96-Well Platte und Stimulieren der Zellen
wurde der Uberstand der jeweiligen Triplikate abgenommen und zunachst
tiefgefroren bei -20 °C gelagert. Nachdem alle Proben so gesammelt wurden,
wurde der Uberstand von den Triplikaten aufgetaut und gepoolt, sodass vier
Proben (unstimuliert, VitC1, Aza20, Aza10+VitCO0,5) je Zellpassage und
insgesamt 12 Proben (vier Proben mal drei Zellpassagen) pro Zelllinie
entstanden sind. Mithilfe des ,Human Albumin ELISA Quantification Sets”
wurde zunachst bestimmt in welcher Verdunnung die Proben gemessen werden
mussten (siehe Tabelle 6). Alle Proben wurden stets in Duplikaten gemessen.
Je nach Zelltyp ergaben sich verschiedene Verdinnungen. Aufgrund der
Versuchsanordnung konnte keine Albuminsekretion in pHHs im gleichen
Versuch mitgemessen werden. Daher wurde auf Vergleichswerte von pHHs
verzichtet, zumal die Albuminsekretion keine Rolle fur In-vitro-Arzneimitteltests
spielt und hier nur als allgemeiner Marker fur die Synthesefunktion betrachtet

wurde.

Tabelle 6 Verdiinnungen fiir das ,,Human Albumin ELISA Quantification Set*

Zelltyp | Verdiinnung |

Huh7 1:50
HLE

HepG2 | keine
AKN1

Die Messung erfolgte nach leicht modifizierter Anleitung des Herstellers des
~Human Albumin ELISA Quantification Sets”[166]. Der erste Schritt bestand
darin, eine 96-Well Platte mit dem primaren Antikdrper zu beschichten. Dazu
wurden je 100 pl Antikérper-Beschichtungspuffer-Mischung (1:100,
Beschichtungspuffer=50 mM NaHCOs3 und 50 mM Naz2COs in ddH20

35



bei pH 9,6) in jedes Well pipettiert und flr 1 Stunde bei RT inkubiert. Darauf
folgte eine grindliche Reinigung durch funfmaliges Waschen mit

0,05% Tween 20 in TBS-Puffer (500 mM TRIS und 140 mM NaCl in ddH20 mit
NaOH/HCI auf pH 8,0). Fir 30 min bei RT wurde nun 200 pl Blocklosung (1 %
BSA in TBS-Puffer) in jedes Well gegeben, woraufhin nochmals eine finfmalige
Reinigung erfolgte.

Erst dann wurden die Proben (in Proben-Konjugat-Puffer=1 % BSA und

0,05 % Tween 20 in TBS-Puffer bei pH 8,0) bzw. der Standard
(Verdinnungsreihe mit Human Reference Serum in Proben-Konjugat-Puffer)
mit 100 pl in den vorbereiteten Wells flr 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach einem
weiteren funfmaligen Reinigen wurde bei einer erneuten Inkubation fur 1 Stunde
bei RT der sekundare Antikorper (1 ul in 7,5 ml Proben-Konjugat-Puffer) mit

100 ul pro Well hinzugegeben. Nach einer letzten Reinigung wurden

100 ul einer unmittelbar davor zusammengemischten Lumineszenzldsung

(10 pI Luminol (250 mM in DMSOQO), 4,4 pl p-Coumarin (90 mM in DMSOQO) in 1 ml
100 mM TRIS-Puffer (pH 8,5) und 1,6 yl 30 % Wasserstoffperoxid-Losung in

1 ml 100 mM TRIS-Puffer) auf die Wells gegeben und es erfolgte sofort eine
Detektion mittels Plattenlesegerat. Die Ergebnisse wurden mittels

SRB-Messung auf die Zellzahl genormt.

2.4.7. SRB-Farbung

Sulforhodamin B bindet an Proteine der Zelle und ermdglicht dadurch eine
Bestimmung der Zellzahl.

Das etablierte Protokoll im Labor orientierte sich an der Veréffentlichung von

Skehan et al., welche diese Messung entwickelt haben [167].

Nach dem jeweiligen Versuch wurden die Zellen mit 99 % Ethanol fur
mindestens 1h bei -20 °C an die Plastikoberflache der Zellkulturplatten fixiert.
Nach dem Entfernen des Ethanols, dem einmaligen Waschen der Platten mit
Leitungswasser und Lufttrocknung wurden die Zellen mit 0,4 % SRB-LOsung
(Sulforhodamin B geldst in 1%iger Essigsaure) komplett bedeckt und unter

Schiutteln 30 min bei RT unter Lichtausschuss inkubiert. Nach dem Waschen mit
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1%iger Essigsaure bis aller nicht gebundener Farbstoff entfernt worden war,
wurde das verbliebene, gebundenes SRB mithilfe von 10 mM ungepufferter
TRIS-Losung (100 pl pro Well bei 96-Well Platte) von den Zellen geldst. Die
Inkubation fur diesen Vorgang erfolgte ebenfalls unter Lichtausschluss bei RT
fur 10-15min. Die Absorptionsmessung erfolgte, wenn der komplette Farbstoff
wieder in LOosung gegangen war, durch das Plattenlesegerat Fluostar Omega
bei 565 nm (Detektion SRB) und 690 nm (Detektion Hintergrundstreuung). Nach
der Subtraktion dieser Messwerte voneinander erhielt man die optische Dichte
der SRB-TRIS-Ldésung.

Anhand der erstellten Standardkurven nach Zellzahl fur die jeweilige Zelllinie
(Beispiel siehe Abbildung 7) unter standardisierten Bedingungen konnte nun
von der optischen Dichte auf die Zellzahl zurickgeschlossen werden (linearer
Zusammenhang) [167]. Die Erstellung der Standardkurven erfolgte mehrmals
fur jede Zellreihe in Quadruplikaten. Die Zellen wurden mittels Trypanblau
Ausschluss-Methode gezahlt und nach aufsteigenden Mengen auf 96-Well
Platten ausplattiert. Nach dem Anwachsen der Zellen an die Oberflache wurde
die SRB-Farbung durchgefinhrt.

Standardkurve AKN1 N=4 n=4
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Abbildung 7 Beispiel fiir die SRB-Standardkurven anhand der Zelllinie AKN1.

Die y-Achse zeigt die optische Dichte, gemessen durch die Absorption der SRB-Farbung. Die
x-Achse zeigt die entsprechende Zellzahl.
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2.4.8. mRNA-Analyse
Dieses Verfahren dient zur Analyse der Expression verschiedener Gene und

teilt sich in mehrere Teilschritte auf, die im Folgenden beschrieben werden.

2.4.8.1. mRNA-Isolation mittels TriFast

TriFast ist ein sofort einsatzbereites Reagenz, dass RNA von DNA und Protein
trennt und das durchgefuhrte Protokoll orientierte sich an

Herstellerangaben [168]. Nach dem Ausplattieren auf eine 6-Well Platte in
Triplikaten und Stimulieren der Zellen wurden diese mit einem Zellspatel unter
Zugabe von 500 pl TriFast von der Oberflache gelost und mit einer Pipette
wurde die Zellsuspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefall Uberfuhrt (in dieser
Form war auch eine gekuhlte Lagerung maglich). Nach 5min Inkubation bei RT
wurden 100 ul Chloroform zugegeben und gut gemischt. Nach weiteren

5-10 min Inkubation bei RT wurden die Proben bei 140009 fur 10 min bei 4 °C
zentrifugiert. Es entstanden deutlich drei Phasen: die oberste war durchsichtig
und enthielt RNA, die mittlere war sehr schmal und weifd und enthielt DNA, die
unterste war die grofdte, rot verfarbt und enthielt sowohl Protein als auch DNA.

Smin Durchsichtige 2h-20°C
5 min Eis DEPC H,0

RT Phase: RNA
|6st das RNA-
... ) —
\ Pellet \
/</ \_/sopropanol
RNA + Uberstan

DNA und Protein verwerfen = RNA-Pellet
enthaltende 70% Ethanol
Phasen 2mal

Abbildung 8 Schema der RNA-Isolation mit TriFast (basierend auf der Abbildung der Standard
Operating Procedure des Siegfried Weller Instituts)

Die RNA enthaltende oberste Phase wurde mittels sorgfaltigem Abpipettieren in
ein steriles, 250 ul Isopropanol enthaltendes Reaktionsgefall Gberfuhrt und
vermischt. Diese Mischung wurde bei -20 °C mindestens 2 h tiefgefroren, da
sich dadurch die Ausbeute an RNA erhoht. Nach erneuter 5 bis 10-minutiger
Inkubation auf Eis und Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wie zuvor

konnte nun der Uberstand ganz einfach abgeschiittet werden und zurtick blieb
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ein relativ fest an der Wand des ReaktionsgefalRes klebendes RNA-Pellet. Zur
Reinigung erfolgte direkt auf die Zugabe von 1 ml 70%igem Ethanol zu jeder
Probe das Losen des Pellets von der Wand mithilfe des Vortexers, sodass das
Pellet komplett umspult wurde. Nach erneutem Zentrifugieren unter gleichen
Bedingungen wurde die komplette Reinigungsprozedur wiederholt. Danach
wurde das RNA-Pellet an der Luft stehen gelassen, bis der komplette Alkohol
verdampft war. Je nach GroRe des Pellets wurde es in einer Menge von

30-50 ul DEPC H20 gel6st.

2.4.8.2. mRNA-Quantifikation

Die in 30-50 yl DEPC H20 geloste RNA-Menge wurde mittels des
Plattenlesegerats Fluostar Omega und einer speziellen, dazugehorigen
Messplatte “LVis Plate” quantifiziert. Mittels drei verschiedener
Absorptionsmessungen bei 260 nm (RNA), 230 nm und 280 nm (Protein, Salze,
Ldsungsmittel etc.) konnte zweierlei bestimmt werden: 1. wieviel RNA in pg/pl

enthalten war und 2. wie die Reinheit der Probe war.

2.4.8.3. mRNA-Integritat

Nach der Quantifikation der RNA folgte regelhaft die Kontrolle der Integritat.
Diese beiden Tests bestatigten sich gegenseitig.

Auf ein 1,5% Agarosegel (1,5g Agarose in 100 ml 1 M TBE-Puffer (=TRIS,
Borsaure, EDTA, ddH20) plus 7 yl Ethidiumbromid) wurden alle Proben
getrennt aufgetragen. Die Ladungsmenge flr jede Probe stellte sich aus 4/5
Probe (mindestens 500ng RNA in DEPC H20) und 1/5 PCR Loading Buffer 5X
(25 mg Bromphenolblau in 5ml TBE 10 M und 5ml 10 % Glycerol)

zusammen [169], [170]. Zur GroRenbestimmung der RNA-Stlcke wurde der
gebrauchsfertige pUC19-Marker von Carl Roth benutzt. Nach der
Elektrophorese (30 min, 90V, 0,15A, 14W in 1M TBE-Puffer) wurde das
Agarosegel mit dem Geldokumentationssystem Gel iX Imager von INTAS
Sience Imaging unter UV-Licht fotografiert. Als helle Banden waren nun die
ribosomale 18S und 28S-RNA zu sehen. Dies geschah durch die Interkalation
von Ethidiumbromid in die Basenkette der RNA, indem UV-Licht die
Fluoreszenz des Stoffes anregt [171]. Waren keine zwei Banden pro Probe zu
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sehen, war die RNA degradiert und unbrauchbar, daher mussten solche Proben

verworfen werden.

2.4.8.4. semiquantitative RT-PCR
Unter Gebrauch des ,First Strand cDNA Synthesis Kit“ nach Anweisung wurde

aus den RNA-Proben komplementare cDNA hergestellt [172].

Zur Kontrolle der cDNA-Synthese wurde zunachst fur alle Proben eine PCR auf
die Glycerinaldehyd-3-Phosaphat-Dehydrogenase, welche ein ubiquitar
vorkommendes Enzym der Glykolyse in allen Lebewesen ist, durchgeflhrt.
Von jeder Zelllinie wurden durch alle Versuche insgesamt 36 Proben
gesammelt: Jeweils drei unterschiedliche Zellpassagen mit jeweils vier
verschiedenen Stimulationsansatzen in Triplikaten. Aus technischen Griinden
musste die Anzahl der Proben pro Zelllinie deutlich gesenkt werden. Daher
wurden die jeweiligen Triplikate zu einer Sammelprobe zusammengefugt. Somit
wurden alle folgenden PCR nur noch mit 12 Proben pro Zelllinie durchgefuhrt.
Zum Zweck der Quantifizierung der Ergebnisse wurde erneut von den
Sammelproben eine PCR flur die GAPDH sowie deren Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Mittels des Programms ImagedJ konnte somit nach der
Auswertung ein passender Faktor fur die jeweiligen Proben bestimmt werden,
welcher zur semiquantitativen Analyse eines spezifischen Gens im Vergleich
zum Haushaltsgen bendtigt wird [173], [174].

Anschlieliend wurden Gene von besonderem Interesse untersucht, welche
passend zu den Versuchen der metabolischen Zellaktivitat festgelegt wurden
(siehe Tabelle 7). Fur die Biotransformation wurden reprasentative Enzyme fur
Phase | mit CYP3A- Familie mit Subtypen 3A4 und 3A7, CYP2C9, CYP1A-
Familie mit Subtypen 1A1 und 1A2, CYP2E1 und fur Phase Il Subtypen GSTA1
und UGT1A6 ausgewahlt. CYP3A7 wurde nicht aufgrund seiner Bedeutung fur
den Arzneimittelmetabolismus gewahlt, sondern weil es im gleichen
Gen-Cluster wie CYP3A4 liegt und in der Entwicklung vermehrt in
undifferenziertem Gewebe exprimiert wird [175]-[177]. Ebenso wurden alle
Gene fur die Enzyme des Harnstoffzyklus inklusive NAGS, Albumin und die
DNA-Methyltransferasen 1, 3A und 3B untersucht. Die genauen Charakteristika
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fur die verschiedenen PCR (Temperatur, Zyklen etc.) wurden anhand von

primaren humanen Hepatozyten festgelegt.

Im ersten Schritt erfolgte immer die PCR. Eine PCR-Probe enthielt cDNA der
Sammelprobe, Vorwarts- und Ruckwartsprimer, sowie Ready Mix (KAPA2G
Fast ReadyMix with Dye). Es wurden je 40ng cDNA der Zelllinien oder pHHs

benutzt, wobei flr die Untersuchung der Phase | und II-Enzyme aufgrund der

hohen quantitativen Unterschiede auf 20 ng cDNA der pHHs bei weiterhin

40 ng cDNA der Zelllinien reduziert werden musste. Die PCR erfolgte stets fur
35 Zyklen je Gen mit Ausnahme der CPS1 fur 40 Zyklen.

Im zweiten Schritt folgte die Performance der Gelelektrophorese mit

1,7 % Agarosegel fur 30 min in 1 M TBE-Puffer bei 90V. Es wurde stets die
gleiche Menge an PCR-Produkt als Probe geladen. Auf einem Gel befanden

sich stets aus Grinden der Vergleichbarkeit alle 12 Sammelproben einer

Zelllinie und als Referenz eine Sammelprobe aus 15 verschiedenen frischen

Hepatozytenproben.

Die beiden letzten Schritte erfolgten mittels Geldokumentationssystem Gel iX

Imager, ImagedJ und Microsoft Exel zur Auswertung und mit GraphPad Prism 5

zur Darstellung und Statistikerhebung.

Tabelle 7 Angewendete Primer

Zielgen Primer vorwiérts | Primer Ampli- | Hybrid-
riickwarts fikat isier-
(bp) ungs-
temp.
(°C)
Glycerinaldehyd-3-phosphat- | GTCAGTGGTGG | AGGGGTCTACA | 420 58
Dehydrogenase (GAPDH) ACCTGACCT TGGCAACTG
N-Acetylglutamat-Synthase TAACGTGAACC | GGCTGCGCAC | 224 62
(NAGS) TGCCCGCCG CCGTAGCATT
Carbamoylphosphat- GGCCATCCATC | GCTAAGTCCCA | 171 62
Synthetase 1 (CPS1) CTCTGTTGC GTTCATCCA
Ornithin-Transcarbamylase TGGCCCCCGCT | CACGGCCCTTC | 192 62
(OTC) GGCTAACTT AGCTGCACTT
Argininosuccinat-Synthase 1 | ACGCCTCCAAT | CCCTCCCGCTG | 350 62
(ASS) CCCAGACGC GGCGATTTC
Argininosuccinat-Lyase CCCTCAAGCGC | CTGCACCCACA | 182 62
(ASL) AGTGCCCAG AACCGGCCA
Arginase 1 TGAGAAAGGCT | TGCCAAACTGT | 245 62
(ARG) GGTCTGCTTGA | GGTCTCCGCC
GA
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DNA-Methyltransferase 1 CCGTTTGGTAC | CAGGTAGCCCT | 378 62
(DNMT1) ATCCCCTCC CCTCGGATA
DNA-Methyltransferase 3A GGCGAGAGCA | ATAGATCCCGG | 157 60
(DNMT3A) GAGGACGA TGTTGAGCC
DNA-Methyltransferase 3B AAGTCGAAGGT | AGGACACGGG | 262 60
(DNMT3B) GCGTCGTG GTTTTTCCTG
Albumin TTTATGCCCCG | TGTTTGGCAGA | 142 60
GAACTCCTTT CGAAGCCTT
Cytochrom P1A1 (CYP1A1) | TTCGTCCCCTT | CTGAATTCCAC | 302 55
CACCATC CCGTTGC
Cytochrom P1A2 (CYP1A2) | CTCTACAGTTG | AGGTGTTGAGG | 456 62
GTACAGATGGC | GCATTCTGG
A
Cytochrom P2C9 (CYP2C9) | CTGGATGAAGG | AGATGGATAAT | 308 59
TGGCAATTT GCCCCAGAG
Cytochrom P2E1 (CYP2E1) | GACTGTGGCC | ACACGACTGTG | 296 59
GACCTGTT CCCTGGG
Cytochrom P3A4 (CYP3A4) | ATTCAGCAACA | TGGTGTTCTCA | 314 56
AGAACAAGGAC | GGCACAGAT
A
Cytochrom P3A7 (CYP3A7) | AATAAGGCACC | AGAGCAAACCT | 326 58
ACCCACCTA CATGCCAAT
UDP-Glukuronyl- TGGTGCCTGAA | GCTCTGGCAGT | 210 60
transferase 1A6 (UGT1A6) GTTAATTTGCT | TGATGAAGTA
Glutathion-S-Transferase TCTGCCCGTAT | GCTCCTCGACG | 185 59
alpha 1 (GSTA1) GTCCACCT TAGTAGAGAAG
T

2.5. Statistik

Alle Versuche wurden in der Regel mindestens dreimal durchgefuhrt. Die
genaue Anzahl ist in den Graphiken mittels ,N“ fur die Anzahl der Versuche und
mittels ,n“ fur die Anzahl der Replikate gekennzeichnet. Letztere beinhalten in
der Regel drei Replikate, wobei diese fur die mRNA-Analyse gepoolt werden
mussten (siehe Methoden 2.4.8.4.).

Alle Statistiken wurden nach Beratung und Anleitung mittels GraphPad Prism
erstellt. Dies beinhaltete in einfachster Form Berechnungen zu Mittelwerten,
Standardfehlern und -abweichungen, Minima, Maxima mit Perzentilen und
Medianen. Zum Vergleich der verschiedenen Stimulationsansatze wurde ein
one-way ANOVA (einfache Varianzanalyse) mit Kruskal-Wallis-Test und
darauffolgendem Post-hoc Test in Form von Dunn‘s multiplen Vergleichstest
durchgefuhrt. Statistisch signifikante p-Werte wurden in den Grafiken mittels
Sternchen (*<0,05, **<0,01, ***<0,001) und den jeweils dazugehdrigen Balken
(—— zeigt die beiden berechneten Stichproben an) dargestellt. Die Ergebnisse
wurden entweder in Scatter plots, wobei stets der Mittelwert und dessen
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Standardfehler eingezeichnet sind oder in Box plots, in welchen Minimum,
Maximum, 25. und 75. Perzentile, Median und Mittelwert eingezeichnet sind,

dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Genexpression der DNA-Methyltransferasen

Mithilfe des Chromatinarrays fur Epigenetik-modifizierende Enzyme von Qiagen

(siehe Abbildung 9) zeigte sich eine variable Hochregulation der

DNA-Methyltransferasen 1, 3A und 3B
in allen vier getesteten Zelllinien im
Vergleich zu primaren Hepatozyten. Die
einzige Ausnahme stellten HepG2
Zellen mit einer etwas geringeren
Transkription der DNMT3A dar. Richtig
deutliche Uberexpression zeigte sich
allerdings fir AKN1 und HepG2 Zellen
nur fur DNMT1, far HLE Zellen
zusatzlich noch fir DNMT3B.
Betrachtete man die DNA-
Methyltransferasen als Angriffspunkt fur
epigenetische Modifikation, schienen
daher Huh7 Zellen das meiste
Potenzial aufgrund der tber 20-
30fachen Erhéhung der mRNA-Level
fur alle drei Transferasen zu liefern.
Allerdings war die Transkription von
DNMT1 in allen Zelllinien mindestens
auf das 10fache (HepG2 und HLE

3 AKN1
0O HEP®

M HLE
Wl HUHY

DNMT3B 4

DNMT3A

DNMT1 -

““in )

1 1 T 1 1
-4 -3 2 4 10 20 30 40 50

x-fache Veranderung der mRNA-Menge im
Vergleich zu primdren Hepatozyten

Abbildung 9 Ergebnisse des Chromatinarrays
fiir Epigenetik-modifizierende Enzyme:
Veranderungen der Genexpression von DNMT1,
3A und 3B in unbehandelten Zelllinien im
Vergleich zu pHHSs.

Zellen) aber auch bis Uber das 20fache (Huh7 und AKN1 Zellen) erhdht. Daher

war zu hoffen, dass alle Zelllinien zumindest uber Beeinflussung dieser

Methyltransferase verandert werden konnten.

Als nachstes wurden die mMRNA-Level fur die DNA-Methyltransferasen in den

verschiedenen Zellpassagen nach Stimulation in den einzelnen Zelllinien mit

semiquantitativer PCR untersucht. Wobei wie unter Punkt 2.4.8.4. beschrieben

vorgegangen wurde.
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Abbildung 10 Gehalt an mRNA fir DNMT1, 3A und
3B in HepG2 Zellen. Angabe in Prozent im Vergleich
zu pHHs nach 48 h Stimulation, Darstellung der

verschieden

en Zellpassagen (Kreis=p5, Quadrat=p9,

Dreieck=p12) mit MW und SEM fir die verschiedenen
Stimulationsansatze (N=3, n=1—Sammelprobe der

Triplikate)

In der Zelllinie HepG2 zeigte sich hier
eine deutliche Uberexpression von
allen drei getesteten DNA-
Methyltransferasen. DNMT1-
Expression war in etwa 3fach (310 %)
erhoht, aber eine Tendenz zur
Verminderung des mRNA-Gehalts
bei behandelten Zellen war zu
erkennen. Stimulation mit
Aza10+VitCO0,5 erreichte mit mittleren
182 % im Vergleich zu pHHSs die
niedrigsten Werte. Fur die DNMT3A
lield sich in der semiquantitativen
PCR kein Einfluss durch Stimulation
entdecken. Sie schwankte zwischen
durchschnittlichen 202-233 % der
Expression von pHHs. DNMT3B,
ebenfalls dreimal haufiger in HepG2
Zellen als in pHHs exprimiert, zeigte
eine diskrete Verminderung der
Transkription nach Aza10+VitC0,5-
Behandlung. Betrachtete man die
einzelnen Zellpassagen getrennt,
schien es so, als ob mit hdheren
Passagen auch mehr mRNA fur die
Methyltransferasen in den Zellen
exprimiert wurde. Im Vergleich zum
Array von Qiagen zeigte sich ein
ahnliches Verteilungsmuster, wobei
DNMT3A am wenigsten in HepG2

Zellen exprimiert wurde. Im Gegensatz zur qRT-PCR zeigte die

semiquantitative PCR fur DNMT3A eine zweifache und fir DNMT3B und
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DNMT1 eine in etwa dreifache Erhdhung der Genexpression als in pHHs. Durch

keine der Stimulationen konnte eine normwertige Transkription

DNMT1 mRNA Huh?7
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Abbildung 11 Gehalt an mRNA fiur DNMT1, 3A und

3B in Huh7 Zellen. Angabe in Prozent im Vergleich
zu pHHs nach 48 h Stimulation, Darstellung der
verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p4, Quadrat=p6,
Dreieck=p8) mit MW und SEM fir die verschiedenen
Stimulationsansatze (N=3, n=1—Sammelprobe der
Triplikate)

wiederhergestellt werden.

Huh7 Zellen zeigten keinen
eindeutigen Einfluss der
Zellstimulation auf die Transkription
der DNMT1. Diese wurde konstant
mehr als dreimal so haufig als in
pHHs exprimiert. Allerdings zeigte
sich bei der Betrachtung der
Zellpassagen einzeln in zwei von drei
eine verminderte Transkription unter
Aza20. Ebenso verhielten sich Huh7
Zellen im Hinblick auf DNMT3B,
daher auch der etwas groflere
Standardfehler unter Aza20-
Stimulation. Interessanterweise war
bei beiden Enzymen die niedrigste
Zellpassage diejenige, die aus dem
Muster fiel. FUr die Transkription der
DNMT 3A stellte sich, sowohl im
Durchschnitt als auch in den
Passagen einzeln betrachtet, sogar
eine Neigung zur Erhéhung der
Transkription nach Stimulation dar.
Der Vergleich mit der gqRT-PCR
zeigte die gleiche quantitative
Verteilung der DNA-
Methyltransferasen, wobei DNMT3B
mit Abstand am meisten

uberexprimiert wurde, nahezu 24fach
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im Vergleich zu pHHs. Durch die durchgefiuhrte epigenetische Modifikation

konnte keine annahernd normwertige Transkription der Methyltransferasen

erreicht werden. Der Gehalt an mRNA in Huh7 Zellen zeigte mit zunehmender

DNMT1 mRNA HLE
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Abbildung 12 Gehalt an mRNA fiur DNMT1, 3A und
3B in HLE Zellen. Angabe in Prozent im Vergleich zu

pHHs nach 48 h Stimulation, Darstellung der
verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p4, Quadrat=p6,
Dreieck=p9) mit MW und SEM fir die verschiedenen
Stimulationsansatze (N=3, n=1—Sammelprobe der
Triplikate)

Passage keine Zu- oder Abnahme fur

alle Transferasen.

In der semiquantitativen PCR zeigten
HLE Zellen zunachst nur eine
Tendenz zur Transkriptions-
verminderung von DNMT3B durch
Aza20-Behandlung. Die einzelnen
Zellpassagen getrennt betrachtet,
wich vor allem die niedrigste Passage
von den, in den anderen beiden
Passagen beobachteten, Wirkungen
der Stimulationen auf die Expression
der DNA-Methyltransferasen ab. In
zwei der drei Versuche fuhrte Aza20-
Stimulation zu einer Verminderung
der mRNA fur alle drei Transferasen,
wohingegen in der niedrigsten
Passage sogar das Gegenteil zu
vermerken war. Eine Behandlung mit
Vitamin C-2-Phosphat alleine oder in
Kombination mit Azacytidin flhrte
ebenfalls zu inkonstanten
Ergebnissen bei allen DNA-
Methyltransferasen. In der hochsten
Zellpassage erniedrigten alle drei
Stimulationsansatze die Transkription
aller DNA-Methyltransferasen. Von

der mengenmafigen Verteilung der
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Genexpressionen wurde auch hier das deutliche Vorherrschen der DNMT3B in

HLE Zellen postuliert (33fache Erhéhung im Vergleich zu pHHs). Des Weiteren
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Abbildung 13 Gehalt an mRNA fiir DNMT1, 3A und
3B in AKN1 Zellen. Angabe in Prozent im Vergleich
zu pHHs nach 48 h Stimulation, Darstellung der
verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p3, Quadrat=p8,
Dreieck=p10) mit MW und SEM fir die verschiedenen
Stimulationsansatze (N=3, n=1—Sammelprobe der
Triplikate)

zeigte sich mit Zunahme der
Zellpassagen eine quantitative
Zunahme an mRNA fur DNMT1,
jedoch nicht fur die anderen zwei
Transferasen. Es konnte durch
Stimulation keine mit pHHs
vergleichbare Transkription erreicht

werden.

In der semiquantitativen PCR zeigte
die Zelllinie AKN1 im Hinblick auf
DNMT1-Expression eine diskrete
Senkung der Transkription durch
Stimulation mit Aza20 von mittleren
224 % auf 153 % von pHHSs.
Geringer war dieser Effekt unter
Kombinationsstimulation
ausgepragt. Wohingegen Vitamin C
alleine zu einer Zunahme der
Uberexpression fihrte. Diese
Auswirkungen zeigten sich in allen
Zellpassagen. Die Transkription der
DNMT3A wurde am meisten durch
die Kombination aus Vitamin C und
Azacytidin supprimiert, wohingegen
die alleinige Stimulation durch
Aza20 nur in zwei von drei
getesteten Zellpassagen diese
gewunschte Wirkung zeigte. Auch

hier handelte es sich um die
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niedrigste Zellpassage, in der kontroverse Ergebnisse zustande kamen. Die
Wirkung der Stimulation mit VitC1 auf DNMT3A und 3B liel3 sich nicht
konsequent ableiten, denn eine Erhohung zeigte sich jeweils nur in zwei von
drei Zellpassagen. Die Transkription der DNMT3B zeigte eine geringe Neigung
zu Suppression mittels Kombinationsstimulation und umgekehrt dazu eine
minimale Erhéhung unter Aza20. Allerdings waren diese Phanomene auch hier
in den Passagen inkongruent (jeweils zwei von drei Passagen). MengenmalRig
zeigten sich in der semiquantitativen PCR im Gegensatz zur qRT-PCR die
DNA-Methyltransferasen in AKN1 Zellen nahezu gleichmafig (2-3fach) erhoht.
Gleichermalden zeigte sich keine eindeutige Zu- oder Abnahme der
MRNA-Menge durch die verschiedenen Zellpassagen hindurch und es konnte

durch Stimulation keine normwertige Genexpression erreicht werden.
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3.2. Mikroskopie

Die Zelllinie
HepG2 zeigte
nach Stimulation
mit Vitamin C
keine
mikroskopischen
Auffalligkeiten.
Jedoch nach
Inkubation mit
20 yM Azacytidin
und auch mit
Azacytidin in
niedrigerer Dosis
in Kombination
mit Vitamin C
zeigte sich eine
deutliche
Reduktion der
vitalen Zellen,
wobei die
angewachsenen

Zellen teilweise

groélRer
SN E P A Sink , erschienen.
Abbi G2 Zellen nach 48 Stunden Stimulation
A= unstimuliert, B= Vitamin C-2-Phosphat 1mM, C= 5-Azacytidin 20 uM, Aullerdem waren
D= 5-Azacytidin 10 uM und Vitamin C-2-Phosphat 0,5 mM ]
(Fluoreszenzmikroskop EVOS) viele Zellen

abgerundet mit randstandigen Vakuolen und schlecht abgrenzbarem Zellkern,

was ein Zeichen fur Zelltod sein konnte.

50



Abbildung 15 Huh7 Zellen nach 48 Stunden Stimulation
A= unstimuliert, B= Vitamin C-2-Phosphat 1 mM, C= 5-Azacytidin 20 uM,
D= 5-Azacytidin 10 uM und Vitamin C-2-Phosphat 0,5 mM
(Fluoreszenzmikroskop EVOS)

Huh7 Zellen
zeigten analog
zu HepG2 Zellen
ebenfalls eine
verminderte
Zellzahl unter
der Stimulation
mit Azacytidin
(siehe C und D).
Bei den
verbliebenen
Zellen zeigten
sich sehr viele,
kaum sichtbare,
feine
Zellfortsatze,
welche im
Vergleich zu
nicht stimulierten
bzw. nur mit
Vitamin C
behandelten
Zellen vermehrt
wirkten. Unter
Umstanden war

das ein Versuch

der verbliebenen Zellen erneut Zellkontakte herzustellen. Huh7 Zellen schienen

sich unter Azacytidin flachenmal3ig grofer auszubreiten, denn unter dem

Mikroskop waren die Zellgrenzen nicht so deutlich darstellbar wie unter der

alleinigen Stimulation mit Vitamin C-2-Phosphat oder wie in unbehandelten

Zellen.
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Abbildung 16 HLE Zellen nach 48 Stunden Stimulation
A= unstimuliert, B= Vitamin C-2-Phosphat 1 mM, C= 5-Azacytidin 20 uM,
D= 5-Azacytidin 10 uM und Vitamin C-2-Phosphat 0,5 mM
(Fluoreszenzmikroskop EVOS)

Die Zelllinie HLE
zeigte ahnliche
morphologische
Auffalligkeiten
wie die anderen
Zelllinien. Das
Wachstum der
Zellen war unter
Vitamin C-2-
Phosphat alleine
optisch nahezu
identisch wie
unbehandelt.
Erst mit der
Zugabe von
Azacytidin zeigte
sich eine deutlich
geringere Anzahl
und
flachenmaRig
grélere Zellen
mit weiten
Zellfortsatzen,
um Zellkontakte
zu halten.

Besonders unter

Azacytidin alleine waren an einigen Membranen runde Strukturen zu erkennen,

welche ein Zeichen fir Apoptose sein konnten.
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Abbildung 17 AKN1 Zellen nach 48 Stunden Stimulation
A= unstimuliert, B= Vitamin C-2-Phosphat 1 mM, C= 5-Azacytidin 20 uM,
D= 5-Azacytidin 10 uM und Vitamin C-2-Phosphat 0,5mM
(Fluoreszenzmikroskop EVOS)

Zellgrenzen schwer bis gar nicht abgrenzbar waren.

AKN1 Zellen
zeigten analog
zu den anderen
Zelllinien unter
alleiniger
Inkubation mit
Vitamin C-2-
Phosphat
geringe
mikroskopische
Auffalligkeiten.
Unter den
anderen beiden
Stimulationen
hingegen zeigte
sich wieder eine
verminderte
Zellanzahl im
Vergleich mit in
etwa gleich
grof3en Zellen.
Die vitalen Zellen
bildeten
weiterhin kleine
Zellverbande, in

welchen die
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3.3. Resazurinkonversion

Resazurinkonversion HepG2 N=4 n=4 Resazurinkonversion Huh7 N=3 n=4
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Abbildung 18 Resazurinkonversion in allen Zelllinien.

Oben links HepG2 Zellen, oben rechts Huh7 Zellen, unten links HLE Zellen, unten rechts AKN1 Zellen;
Angabe der Fluoreszenzintensitat fur alle Stimulationsansatze nach 48 h Stimulation mit
25./75.Perzentile, Median, Minimum und Maximum, Kreuz=MW

HepG2 und Huh7 Zellen zeigten fur unstimulierte sowie mit VitC1 stimulierte
Zellen im Durchschnitt die nahezu gleiche Kapazitat Resazurin in Resorufin
umzuwandeln. HLE und AKN1 Zellen zeigten eine etwas verminderte
Resazurinkonversion unter VitC1, allerdings keine statistisch relevanten
Unterschiede. In allen Zelllinien zeigte sich, dass die Stimulation mit
Azacytidin 20 yM am meisten die Resazurinkonversion beeintrachtigte. Dieser
Effekt zeigte sich fur alle Zelllinien auch fur die kombinierte Stimulation mit
Aza10+VitCO0,5, allerdings etwas weniger ausgepragt und dennoch auch

statistisch signifikant.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass alle Zelllinien bezuglich der
Resazurinkonversion und den Stimulationsansatzen sich im Muster &hnlich
verhalten. Die Ergebnisse sind mit den mikroskopisch beobachteten Resultaten
gut vereinbar: Verminderte Zellproliferation und damit verminderte Zellanzahl
nach Aza20- und Aza10+VitC0,5-Stimulation sowie verminderte mitochondriale

Aktivitat im Vergleich zu unbehandelten und mit VitC1 behandelten Zellen.

3.4. LDH-Freisetzung

LDH-Freisetzung HepG2 N=3 n=4 LDH-Freisetzung HLE N=4 n=4
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Abbildung 19 LDH-Freisetzung in allen Zelllinien.

Oben links HepG2 Zellen, oben rechts Huh7 Zellen, unten links HLE Zellen, unten rechts AKN1 Zellen;
Angabe in Prozent im Vergleich zur maximalen LDH-Freisetzung nach 48 h Stimulation fur alle
Stimulationsansatze mit 25./75.Perzentile, Median, Minimum und Maximum, Kreuz=MW

Das Verteilungsmuster der LDH-Freisetzung passte zu dem der

Resazurinkonversion. Die niedrigsten LDH-Werte wurden in unbehandelten
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Zellen gemessen. Es war zu bemerken, dass in allen Zelllinien die LDH
Freisetzung selbst in unbehandelten Zellen bereits bei durchschnittlichen 20 %
lag. Ausnahme war hier die Zelllinie HepG2 mit einer geringeren LDH-
Ausschuttung unter VitC1-Einfluss (circa 12%). In den anderen drei Zelllinien
schien es eine hohere Ausschuttung von LDH unter VitC1 (im Durchschnitt HLE
Zellen 33 %, AKN1 Zellen 48 % und Huh7 Zellen 51 %) zu geben. In allen
Zelllinien waren die Unterschiede zwischen unstimulierten und mit VitC1
stimulierten Zellen statistisch nicht signifikant. Wohingegen signifikante
Unterschiede unter der Simulation mit Aza20 zu unstimulierten bzw. mit VitC1
behandelten Zellen in allen Linien bestanden (Ausnahme bei letzterem in Huh7
Zellen). Die Konzentrationen an LDH unter Aza20 erreichten im Mittel zwischen
56 % (HLE Zellen) bis 73 % (Huh7 Zellen). Eine bedeutende Erhohung der
LDH-Konzentration war auch fur eine Stimulation mit Aza10+VitCO0,5 in allen
Zelllinien zu vermerken (von durchschnittlich 49 % in HLE Zellen bis 63 % in
AKN1 Zellen), wobei nur bei HepG2 Zellen auch Signifikanz im Vergleich zur
VitC1-Stimulation bestand.
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3.5. Phase I- und II-Enzyme

3.5.1. HepG2 Zellen

Die Zelllinie HepG2 zeigte fur CYP1A1/2 (7-HC-Produktion), CYP3A4 und
CYP2E1 (HFC- Produktion) keine statistisch signifikanten Unterschiede in der
Aktivitat. Betrachtete man die einzelnen Versuche in den verschiedenen
Zellpassagen mit ihren Triplikaten, fiel auf, dass oftmals nicht alle Replikate
eines Stimulationsansatzes messbare Fluoreszenzunterschiede aufwiesen. Die
Ergebnisse waren somit nicht regelhaft reproduzierbar, weder innerhalb der
verschiedenen Passagen noch zwischen den verschiedenen Zellpassagen.
Insbesondere unter Azacytidin kamen Ausreilder vor, welche den Mittelwert
empfindlich beeinflussen konnten. Dies wurde anhand der Streudiagramme flr
CYP1A1/2, CYP3A4 und CYP2E1, bei denen lediglich maximal zwei positive
Messwerte von insgesamt neun Replikaten einen deutlich Gber Null liegenden
Mittelwert auslOsten, deutlich. Daher konnte bei diesen Bedingungen auch kein
statistischer Unterschied festgestellt werden.

Fir die Aktivitat von CYP2C9 (Fluorescein-Produktion) hingegen waren
wiederholbare Ergebnisse zu messen. Es konnte eine signifikante Erhdhung
der Enzymaktivitat durch Stimulation mit Aza20 und auch Aza10+VitC0,5 erzielt
werden, wobei die Aktivitat mit Aza20 sogar deutlich Gber den
durchschnittlichen primareren Hepatozyten stieg.

Die Aktivitat der GST (Fluoreszenzanstieg) schien mit Aza20 am meisten zu
steigen, wobei dies ebenfalls nur in zwei von drei Zellpassagen nachweisbar
war und in der dritten Passage sogar keine Aktivitat gemessen wurde.

Die Aktivitat der UGT (4-MU-Abbau) schien mit Behandlung durch VitC1, Aza20
und Aza10+VitCO0,5 zu steigen, jedoch zeigten sich auch hier in der hochsten
gemessenen Zellpassage im Gegensatz zu den beiden anderen Passagen

kontroverse Ergebnisse.
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Abbildung 20 Substanzumsetzung der Phase l/ll-Enzyme in HepG2 Zellen.
Angabe in pmol/min pro 10 Zellen (Ausnahme: GST-Aktivitat in Fluoreszenzintensitat/min pro 108 Zellen)

fur alle Stimulationsansatze nach 48 h Stimulation, Kreuz= ein Replikat, keine Aufteilung nach

Zellpassagen, Angabe von MW und SEM (schwarz), (N=3, n=3)
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Betrachtete man die Ergebnisse der semiquantitativen PCR zeigten HepG2
Zellen fur CYP1A1 ungefahr ein Viertel der normalen Expression von primaren
Hepatozyten. Eine Zunahme der Expression mit VitC1, Aza20 und
Aza10+VitCO0,5 konnte gemessen werden, wobei maximal durchschnittlich
44,1 % der Expression von pHHs mit der Kombinationsstimulation erreicht
wurden. CYP1A2 hingegen schien nur sehr gering exprimiert (circa 0,5 % im
Vergleich zu pHHSs). Die Expression konnte durch Aza20 bis auf maximal 1,6 %
der Expression von pHHs gesteigert werden. Auch CYP2C9 wurde in HepG2
nur zu 0,8 % im Vergleich exprimiert. Unter Aza20 konnte mehr als eine
Vervierfachung der Transkription auf 2,7 % hergestellt werden. Trotz alledem
war, wie bereits beschrieben, in der fluorometrischen Aktivitatsmessung selbst
fur unbehandelte Zellen eine deutliche Enzymaktivitat fir CYP2C9 bzw.
Fluorescein-Produktion messbar gewesen. Die Menge an mRNA fur CYP2E1
konnte durch Aza20 von 3,9 % auf 8,3 % und mithilfe der Kombination aus
Aza10+VitCO0,5 bis auf 7,0 % von pHHs gesteigert werden. Trotzdem konnte die
Enzymaktivitat nicht zuverlassig in jedem Replikat nachgewiesen werden. In
keiner der gemessenen Zellpassagen im unbehandelten Zustand war die
Transkription von CYP3A4 in HepG2 Zellen nachweisbar. Die Expression von
CYP3A4 zeigte durch Aza20 eine geringe Zunahme auf 1,1 % im Vergleich zu
pHHs. Teilweise zeigten sich auf dem Elektrophoresegel insbesondere nach
Aza20-Stimulation multiple Banden. CYP3A7 war in HepG2 etwas mehr
vorhanden (13,1 % von pHHs). Aza20 und Aza10+VitCO0,5 fuhrten zu einer
Transkriptionsminderung. GSTA1-Expression konnte in unstimulierten Zellen
nicht nachgewiesen werden, allerdings konnte durch Azacytidin alleine als auch
mit Kombination mit Vitamin C eine niedrige Expression nachgewiesen werden
(durchschnittlich 1,3 % von pHHs nach Aza20-Stimulation). Wie beschrieben,
zeigte die Aktivitatsmessung der GST aber schon in unstimulierten Zellen eine
geringe Veranderung der Fluoreszenz. UGT1A6 war zu 3,8 % im Vergleich zu
pHHs in HepG2 Zellen exprimiert. Es wurde eine Steigerung der Transkription
durch VitC1 und Aza20 (mit Aza20 auf 12,5 % von pHHSs) hingegen nicht durch
die Kombination beider Substanzen erreicht. Auch dies war mit der

Aktivitatsmessung mittels 4-MU-Verstoffwechslung nicht deckungsgleich.
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Abbildung 21 semiquantitative PCR fiir Phase l/ll-Enzyme in HepG2 Zellen.
Darstellung in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation fur alle Stimulationsansatze,

Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p5, Quadrat=p9, Dreieck=p12) mit MW und SEM fur

die verschiedenen Stimulationsansatze, (N=3, n=1—-Sammelprobe der Triplikate)
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3.5.2. Huh7 Zellen

In der Zelllinie Huh7 zeigte sich ein Anstieg des Mittelwerts der CYP1A1/2-
Aktivitat (7-HC-Produktion) unter Aza20-Stimulation in allen hier betrachteten
Zellpassagen, wobei gleichzeitig in einzelnen Replikaten auch Nullwerte
gemessen wurden. Mithilfe aller anderen Stimulationen sowie in unstimulierten
Zellen war keine Aktivitat dieses Enzyms nachweisbar.

CYP3A4 und CYP2E1 (HFC-Produktion) hingegen zeigten keine deutlichen
Unterschiede in Bezug auf die Enzymaktivitat nach Stimulation. Es zeigten sich
deutliche Variationen zwischen den Passagen mit vereinzelten positiven
Messwerten und daher liel3 sich kein relevantes Muster detektieren.
CYP2E1-Aktivitat war nach Stimulation mit Aza10+VitC0,5 nie nachweisbar.
Die Enzymaktivitat fur CYP2C9 (Fluorescein-Produktion) konnte durch die
Behandlung mit Aza20, aber auch mit Aza10+VitC0,5 sogar Uber die
durchschnittlichen Aktivitatslevel primarer Hepatozyten gesteigert werden.
Wobei sich die Aktivitat in den beiden niedrigeren Zellpassagen durch die
Stimulation deutlich mehr beeinflussen lief3 als in der hochsten gemessenen
Passage.

GST-Aktivitat (Fluoreszenzanstieg) zeigte sich mit Aza20 signifikant gesteigert,
wohingegen mit den anderen Behandlungen keine Unterschiede erzielt werden
konnten.

Die Aktivitat der UGT (4-MU-Abbau) hingegen schien sich durch die Stimulation
mit Aza20 zu verschlechtern. Fur die Stimulation mit VitC1 und Aza10+VitC0,5
zeigten sich keine einheitlichen Ergebnisse bei teilweise sehr hoher Streuung

der Messwerte.
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Abbildung 22 Substanzumsetzung der Phase I/lI-Enzyme in Huh7 Zellen.

Angabe in pmol/min pro 108 Zellen (Ausnahme: GST-Aktivitat in Fluoreszenzintensitat/min pro 108
Zellen) fur alle Stimulationsanséatze nach 48 h Stimulation, Kreuz= ein Replikat, keine Aufteilung nach
Zellpassagen, Angabe von MW und SEM (schwarz), (N=3, n=3)
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Die semiquantitative PCR zeigte, dass CYP1A1 am meisten in Huh7 Zellen
transkribiert wird (im Mittel 84,1 % von pHHSs). Einen geringen Einfluss im Sinne
einer Transkriptionsabnahme zeigten die Behandlungen mit Aza20 und
Aza10+VitCO0,5, wobei sich dies nur in zwei von drei Zellpassagen zeigte. Die
Expression von CYP1A2 war mit durchschnittlich 11,6 % deutlich geringer als in
pHHs und wurde mit allen drei Stimulationsansatzen diskret vermindert.
CYP2C9-Expression zeigte sich nach allen drei Stimulationen nicht signifikant
vermehrt. Allerdings zeigte sich in den hoheren Zellpassagen eine Tendenz zur
Steigerung nach allen Stimulationen, wobei eine geringe Zunahme von
durchschnittlichen 13,2 % unbehandelt auf 21,7 % mit Aza10+VitC0,5
beobachtet werden konnte. Die mittlere mRNA-Menge von CYP2E1 (etwa
17,5% in Huh7 Zellen im Vergleich zu pHHs) wurde unter der Stimulation mit
VitC1 vermindert, wohingegen Aza20 einen leichten Anstieg auf 22,0 %
herbeifihrte. Die Kombinationsstimulation zeigte ebenfalls einen geringen
Transkriptionsanstieg. Sowohl die Transkription von CYP2E1 als auch CYP2C9
erreichten, auch nach Stimulation, nur weniger als ein Viertel der Expression
von pHHs. Die Transkription von CYP3A4 war in unbehandelten Huh7 Zellen
mit 2,4 % im Vergleich zu pHHs nur in Spuren vorhanden, wohingegen
CYP3A7-Expression nahezu 25 % erreichte. Die Transkription beider
Cytochrome zeigte sich durch Aza20-Stimulation in allen getesteten
Zellpassagen vermindert. CYP3A4 zeigte in zwei von drei Passagen eine
Suppression durch Aza10+VitC0,5 und eine Erhéhung durch VitC1,
wohingegen CYP3AY7 in zwei von drei Passagen flr beide Stimulationen eine
Verminderung der mRNA zeigte. Alle Veranderungen zeigten sich jedoch
statistisch als nicht signifikant, denn die hochste Zellpassage zeigte teilweise
ungleiche Ergebnisse. Die Phase II-Enzyme zeigten sich quantitativ ndher an
pHHs. GSTA1 zeigte mit basalen 42,4 % der normalen hepatozytaren
Expression keine groReren Veranderungen nach Stimulation. UGT1A1 zeigte
eine deutliche Steigerung der Expression durch Aza10+VitC0,5 von
durchschnittlichen 24,9 % auf 42,2 % im Vergleich zu pHHSs.
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Abbildung 23 semiquantitative PCR fiir Phase I/ll-Enzyme in Huh7 Zellen.

Darstellung in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation fur alle Stimulationsansatze,
Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p4, Quadrat=p6, Dreieck=p8) mit MW und SEM fiir
die verschiedenen Stimulationsansatze, (N=3, n=1—Sammelprobe der Triplikate)



3.5.3. HLE Zellen

Die Cytochromaktivitat von CYP1A1/2 (7-HC-Produktion) in HLE Zellen zeigte
einen deutlichen Anstieg des Mittelwerts unter Aza20-Stimulation auf mit pHHs
vergleichbare Werte. Unter Einfluss von VitC1 und Aza10+VitC0,5 konnte keine
7-HC-Produktion des Enzyms nachgewiesen werden. Im unstimulierten
Zustand zeigte nur die niedrigste Passage in einem Replikat eine geringe
Aktivitat.

Die CYP3A4-Aktivitat und CYP2E1-Aktivitat (HFC-Produktion) zeigten sich
uneinheitlich in den verschiedenen Passagen mit hoher Streuung bei
vereinzelten positiven Messwerten und daher ohne statistische Unterschiede.
Ausnahme bildete hier das ganzliche Verschwinden der HFC-Produktion nach
VitC1-Stimulation in CYP2E1.

CYP2C9 (Fluorescein-Produktion) zeigte dagegen unter allen drei
Stimulationsbedingungen einen Anstieg der durchschnittlichen Aktivitat, wobei
der grofdte Effekt mit Aza20 erzielt wurde und sogar Uber dem
durchschnittlichen primaren humanen Hepatozyten lag.

Die GST-Aktivitat (Fluoreszenzanstieg) stieg nur durch die Stimulation mit
Aza20 und blieb aber im Durchschnitt unter dem vorhandenen hepatozytaren
Vergleichswert.

UGT-Aktivitat (4-MU-Abbau) stieg in HLE Zellen mit jeder hoheren Zellpassage
an. Nach Stimulation mit Aza20 war jedoch keine Enzymaktivitat nachweisbar.
Mit Aza10+VitCO0,5 zeigte sich in zwei der drei Passagen eine deutliche
Steigerung der Stoffumwandlung, wohingegen in der mittleren Passage gar
keine Aktivitat (d.h. eine Aktivitatsminderung) nach gleicher Stimulation
nachweisbar war. VitC1-Stimulation zeigte in zwei von drei Passagen einen
Abfall des 4-MU-Abbaus.

65



150+

CYP1A1/2-Aktivitat HLE
KKk

5 : *%* “ * %% :
°
N
% 100 +
£
£ ++
£ 50 e il pHHs
(8] -+
T
~ ] + +
L ——
. e § A @,Lg\»“‘ . o™
g Vv b 92
\g(\ \\G % O
N
\Q\’
>
o
CYP2C9-Aktivitit HLE
I *% |
L * 1
_ 200 E %%k ) b
9 +
3
N 150
] +
=
'E 100 +
£ + -
[} 504
- +
ol o el . r
o\‘\e‘\ ,\“\\5 .LQ\"& q,\“w
“g(\«‘ G 2° o p2® oR [\%
W N 2 e
N
\Q\’
>
o™
GST-Aktivitat HLE
5000-1 L k% n *%k
= 4000~ +
o pHHs
N 3000-
e
£ 2000 +
: I
fro
10004 +
O—M
PRt @,Lg\»“‘ gc,«\"‘
2 2 P2 gt
\g(\ '\\G 2% O
Y
\0\’
1%
o™

CYP3A4-Aktivitat HLE

50
= +
S 40-
u:N
€ 301
£
g
= 20 +
5 20 + +
o
£ 1% p— -
o——q;r—mh—ﬁ—w—
PELRE @10\’“‘ s
o (O P ‘\o"*g
Y
\Q\’
>
o
CYP2E1-Aktivitit HLE
- *
_ 209, .
2
N 157 +
vos +
=
‘€ 10 + +
s | i
E . +
e |+
'S
§ M&—
o_
PO e
& a® p‘lv"‘? 2R o
\g(\ NS %! ,‘Q\\G'
o
o
64
UGT-Aktivitit HLE
60-
*
5 C —=
3 +
o 407 +++
= +
g
3 I T
£ 20- +
: H +
=
: | &=
0_
. \‘\\e« ?\(‘\\‘\ 10\)“ Q_‘G_,«\“
(\9\'\ & v 6—”0 ,'L'?
W W ; \‘n\\G
\Q\’

Abbildung 24 Substanzumsetzung der Phase l/ll-Enzyme in HLE Zellen.
Angabe in pmol/min pro 10° Zellen (Ausnahme: GST-Aktivitat in Fluoreszenzintensitat/min pro 108 Zellen)
fur alle Stimulationsansatze nach 48 h Stimulation, Kreuz= ein Replikat, keine Aufteilung nach
Zellpassagen, Angabe von MW und SEM (schwarz), (N=3, n=3)

pHHs
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In der semiquantitativen PCR wurde CYP1A1 im Vergleich zu pHHs
durchschnittlich zu 25,5 % in der Zelllinie HLE exprimiert. Die Versuchsansatze
in den beiden niedrigsten Passagen erhohten nach jeglicher Stimulation die
Transkription von CYP1A1, jedoch verhielt sich die hochste Zellpassage genau
gegensatzlich und zeigte eine Reduktion des mRNA-Gehalts. Die
Genexpression von CYP1A2 wiederum konnte in den beiden niedrigeren
Passagen weder nach Stimulation noch unbehandelt in relevanten Mengen
(maximal 1,4 % von pHHs) nachgewiesen werden. Wohingegen in der hochsten
Zellpassage mRNA fur CYP1A2 in geringen Mengen bereits in unbehandelten
HLE Zellen nachgewiesen werden konnte und eine Transkriptionssteigerung
nach allen drei Stimulationen verzeichnet wurde. Daher zeigte sich in der
graphischen Darstellung hier ein hoher Standardfehler. Die Gelelektrophorese
nach PCR auf CYP2C9 konnte auch nach mehreren Versuchen aufgrund von
multiplen Banden, insbesondere auf Detektionshohe, nicht zuverlassig
ausgewertet werden und daher musste auf eine Darstellung verzichtet werden.
Die Menge an CYP2E1-mRNA zeigte in den verschiedenen Ansatzen nahezu
unverandert einen durchschnittlichen Gehalt von circa 23,5 % von denen der
pHHs. Die CYP3A4- und CYP3A7-Expression zeigten sich durch alleinige
Vitamin C-2-Phosphat-Stimulation geringgradig erhéht und durch Azacytidin
enthaltende Stimulationen erniedrigt. In unbehandeltem Zustand lag CYP3A7
im Mittel mit circa 25,9 % im Vergleich zu pHHs mehr als CYP3A4 mit 6,1 % vor.
Die Transkription der Phase II-Enzyme zeigte sich fur UGT1A6 in den
niedrigeren Passagen sehr gering und mit durchschnittlicher Expression von
nur 5,7 % von pHHSs. Allerdings war dies in der hochsten gemessenen
Zellpassage anders und im Durchschnitt erhohten daher alle drei
Stimulationsbedingungen die Genexpression bis auf in etwa 18 % der basalen
pHH-Konzentration unter Aza20.

Die GSTA1-Expression in HLE Zellen war mit durchschnittlichen 0,2 % von
pHHs fast nicht vorhanden und konnte nur in zwei der drei Passagen durch

VitC1- und Aza20-Stimulation etwas gesteigert werden.
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Abbildung 25 semiquantitative PCR fiir Phase I/ll-Enzyme in HLE Zellen.

Darstellung in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation fur alle Stimulationsansatze,
Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p4, Quadrat=p6, Dreieck=p9) mit MW und SEM fiir
die verschiedenen Stimulationsansatze, (N=3, n=1—Sammelprobe der Triplikate)
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3.5.4. AKN1 Zellen

In der Zelllinie AKN1 konnte keine Enzymaktivitat von CYP1A1/2
(7-HC-Produktion) gemessen werden. Auch nach Stimulation der Zellen zeigten
sich nur einmalig geringste Aktivitaten nach Aza20- sowie Aza10+VitCO0,5-
Stimulation (am ehesten zufallige Ausreil3er).

CYP3A4-Aktivitat (HFC-Produktion) war in unstimulierten AKN1 Zellen in allen
drei Zellpassagen vereinzelt nachweisbar. Nach Stimulation mit Aza20 bzw.
VitC1 zeigte sich nur in einer von drei Passagen eine Enzymaktivitat sowie mit
Aza10+VitCO0,5 in nur zwei von drei Passagen eine Aktivitatserhohung mit
mehrheitlich messbaren Nullwerten.

CYP2E1-Aktivitat (HFC-Produktion) zeigte sich fur unbehandelte AKN1 Zellen
nur in kleinsten Mengen in den beiden hoheren Zellpassagen und konnte nur
vereinzelt mit Aza20 oder Aza10+VitCO0,5 gesteigert werden.

Die Aktivitat von CYP2C9 (Fluorescein-Produktion) wiederum war durch alle
Stimulationen regelhaft erhoht. Besonders durch Aza20-Behandlung aber auch
durch Aza10+VitC0,5 konnten enzymatische Aktivitaten vergleichbar mit den
Referenzhepatozyten erreicht werden.

Die GST-Aktivitat (Fluoreszenzanstieg) war in unbehandelten AKN1 Zellen nicht
nachweisbar, wohingegen Aza20 regelhaft zu einer Aktivitatszunahme fuhrte.
Far die anderen beiden Stimulationen schien dies nicht immer zu gelten. Die
Kombination Aza10+VitCO0,5 fuhrte nur in zwei von drei gemessenen Passagen
zu einer Erhéhung (cave nicht in allen Replikaten). Fir VitC1 passierte dies
sogar nur bei einer, daher konnte statistisch auch kein signifikanter Unterschied
zwischen den Versuchsansatzen errechnet werden.

Des Weiteren zeigten AKN1 Zellen in zwei der drei Zellpassagen, auch nach
Stimulation, nahezu keine Aktivitat der UGT (4-MU-Abbau). Lediglich in
Passage 8 war eine deutliche Aktivitat messbar, welche durch alle drei

Stimulationsansatze gesteigert wurde.
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Abbildung 26 Substanzumsetzung der Phase l/ll-Enzyme in AKN1 Zellen.

Angabe in pmol/min pro 10® Zellen (Ausnahme: GST-Aktivitat in Fluoreszenzintensitat/min pro 10° Zellen)
fur alle Stimulationsansatze nach 48 h Stimulation, Kreuz= ein Replikat, keine Aufteilung nach
Zellpassagen, Angabe von MW und SEM (schwarz), (N=3, n=3)
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Die semiquantitative PCR zeigte eine Erhhung des mRNA-Gehaltes von
CYP1A1 durch alle Stimulationen von unbehandelten 20,4 % auf maximal
32,5% von basalen pHHs nach VitC1-Stimulation.

CYP1A2-Expression wurde durch VitC1 sowie Aza10+VitCO0,5 positiv und durch
Aza20 negativ beeinflusst. Es konnte nahezu eine Vervierfachung der mRNA
von 1,7 % auf 6,1 % im Durchschnitt nach Aza10+VitC0,5 gemessen werden.
Die CYP2C9-Genexpression in AKN1 Zellen lag bei etwa einem Zwanzigstel
des hepatozytaren Vergleichswerts und konnte durch alle Stimulationsansatze
erhdht werden, jedoch nur zu einem geringen Ausmalf auf durchschnittliche
8,9 % von pHHs nach Aza10+VitC0,5-Stimulation.

CYP2E1 wurde ebenfalls nur in geringen Mengen (3,1 % im Vergleich zu pHHs)
in AKN1 Zellen exprimiert. Die grofte Steigerung konnte durch Aza20 auf 8,1 %
von pHHs erzielt werden. Ahnliche Werte wurden durch Aza10+VitC0,5
gemessen.

Der Nachweis von mRNA fur CYP3A4 war in unbehandelten AKN1 nicht in
allen Zellpassagen moglich und befand sich quantitativ im Mittel bei 0,2 % des
hepatozytaren Vergleichswerts. Die Stimulationen durch

Vitamin C-2-Phosphat und/oder Azacytidin bewirkten nur im geringsten Ausmalf
eine Anderung.

CYP3A7 hingegen wurde in unbehandelten AKN1 Zellen durchschnittlich zu
10,9 % im Vergleich zu pHHs exprimiert und zeigte eine Suppression nach
Aza20- und Aza10+VitCO0,5-Stimulation.

Betrachtete man die Phase II-Enzyme so wurde GSTA1 auch nur in kleinsten
Spuren nachgewiesen (mit und ohne Stimulation).

UGT1AG6 hingegen wurde nahezu zu einem Viertel wie in gesunden
Hepatozyten transkribiert und konnte durch VitC1-Inkubation auf
durchschnittliche 38,5 % im Vergleich zu pHHs gesteigert werden.
Interessanterweise kam es durch die Stimulation mit Azacytidin, auch in

Kombination mit Vitamin C-2-Phosphat, zu einer Transkriptionsverminderung.
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Abbildung 27 semiquantitative PCR fiir Phase l/ll-Enzyme in AKN1 Zellen.

Darstellung in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation fur alle Stimulationsansatze,

Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p3, Quadrat=p8, Dreieck=p10) mit MW und SEM fir
die verschiedenen Stimulationsansatze, (N=3, n=1—-Sammelprobe der Triplikate)
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3.6. Harnstoffproduktion

3.6.1. HepG2 Zellen

Harnstoffproduktion basal HepG2
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Abbildung 28 Harnstoffproduktion in HepG2
Zellen.

Angabe in ugUrea/Tag/108 Zellen nach 48 h
Stimulation fir alle Stimulationsansatze mit
25./75.Perzentile, Median, Minimum und
Maximum, Kreuz=MW, (N=3, n=4)

Die Harnstoffproduktion in HepG2
Zellen war sehr viel geringer als in
frisch isolierten pHHs. Durch die
48-stundige Stimulation mit Aza20
sowie Aza10+VitC0,5 steigerte sich die
durchschnittliche Harnstoffproduktion
von 32 ugUrea auf 188 ugUrea bzw.
165 pug Urea pro Tag pro 1 Mio. Zellen
und war damit nur minimal geringer als
in pHHs. Wurde dem Inkubations-
gemisch noch Ammoniumchlorid
zugesetzt, so verminderte sich die
Harnstoffproduktion sowohl in
unstimulierten als auch in mit Azacytidin
inkubierten Zellen. Im Gegensatz dazu
zeigte sich eine Erhohung von Harnstoff
in den mit VitC1 versetzten Zellen (bei
hdherer Streuung). Erfolgte die
Inkubation zusatzlich auch noch mit
Ornithin, dann zeigte sich eine diskret
erhdhte Harnstoffherstellung in
unstimulierten HepG2 Zellen

(57 pgUrea/Tag/1 Mio. Zellen) und eine
massiv erhohte Produktion vor allem
bei Aza20 stimulierten Zellen auf

453 pgUrea/Tag/1 Mio. Zellen, welche
damit weit Uber dem durchschnittlichen
Hepatozyten lagen.
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Die semiquantitative PCR flir die Enzyme des Harnstoffzyklus inklusive
N-Acetylglutamat-Synthase zeigte eine Erhdhung der Expression von NAGS
durch Aza20-Stimulation von mittleren 0,3 % auf 12,6 % und durch
Aza10+VitCO0,5 auf 9,7 % im Vergleich zu pHHs. Unter VitC1-Stimulation war
NAGS-Expression in keiner Zellpassage nachweisbar. Ebenso zeigte sich, dass
NAGS-Transkription in einer der drei gemessenen Zellpassagen in
unbehandelten HepG2 Zellen mittels semiquantitativer PCR gar nicht und in
den anderen beiden auch nur in Spuren nachweisbar war. Auch fur die
Genexpression der CPS1 in HepG2 konnten nur sehr niedrige Level mit
durchschnittlichen 3,7 % im Vergleich zu pHHs gezeigt werden. Analog zeigte
sich hier eine Erhohung durch Aza20-Stimulation auf 20,4 % und durch
Aza10+VitCO0,5 auf 18,1 %. VitC1-Inkubation schien die Genexpression kaum zu
beeinflussen.

Die OTC-Expression war sowohl in unstimulierten HepG2 Zellen als auch in
allen anderen Versuchsansatzen nur mit circa 2 % von pHHs vorhanden.
ASS1-Expression zeigte ein ahnliches Expressionsmuster wie primare humane
Hepatozyten (105,0 %) und war durch Stimulation nur mit einer diskreten
Tendenz zur Suppression zu verzeichnen (mit Aza20 82,7 %).

Die ASL-Transkription zeigte ein ahnliches Verteilungsmuster in der
semiquantitativen PCR: HepG2 Zellen transkribierten unbehandelt in etwa die
gleiche Menge an ASL wie pHHs und die drei Stimulationsansatze fuhrten zur
Verminderung der mRNA-Level, wobei Aza20 die grofite Auswirkung zeigte.
Die Transkription von ARG1 war nur in Spuren in der Zelllinie HepG2
vorhanden. Selbst durch Aza20-Stimulation, welche die grof3te Steigerung der
Expression bewirkte, wurden nur circa 0,6 % der Transkription von pHHs
erreicht. VitC1- und Aza10+VitCO0,5-Behandlung zeigten durchschnittlich in etwa
gleiche mMRNA-Mengen wie unbehandelte HepG2 Zellen. Es war zu bemerken,
dass ARG1-Expression nicht in allen Zellpassagen durch die semiquantitative
PCR nachweisbar war, wodurch der gro3e Standardfehler erklart werden
konnte. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Analyse
der Genexpression von Enzymen der Harnstoffproduktion in HepG2 Zellen

errechnet werden.
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Abbildung 29 semiquantitative PCR fiir die Enzyme der Harnstoffproduktion in HepG2 Zellen.
Darstellung in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation fir alle Stimulationsansatze,
Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p5, Quadrat=p9, Dreieck=p12) mit MW und SEM fur
die verschiedenen Stimulationsansatze, (N=3, n=1—Sammelprobe der Triplikate)
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3.6.2. Huh7 Zellen

Harnstoffproduktion basal Huh7
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Abbildung 30 Harnstoffproduktion in Huh7
Zellen.

Angabe in ugUrea/Tag/108 Zellen nach 48 h
Stimulation fiir alle Stimulationsansatze mit
25./75.Perzentile, Median, Minimum und
Maximum, Kreuz=MW, (N=3, n=4)

Die Produktion von Harnstoff zeigte sich
in unbehandelten Huh7 Zellen bei
durchschnittlichen

126 pg Urea/Tag/1 Mio. Zellen und lag
damit etwas niedriger als in pHHs. Nach
Aza20-Stimulation zeigte sich ein fast
dreifacher Anstieg auf

380 ugUrea/Tag/1 Mio. Zellen, was
nahezu die zweifache Menge an
Harnstoff im Vergleich zu den
verwendeten Referenzhepatozyten war.
Stimulation mit VitC1 oder der
Kombinationsstimulation zeigten keine
signifikanten Produktionsveranderungen.
Bei der Inkubation mit zusatzlichem
Ammoniumchlorid zeigte sich ebenfalls
nur ein relevanter Anstieg durch
Stimulation mit Aza20 auf eine hdhere
Produktion mit circa

441 ygUrea/Tag/1 Mio. Zellen. Zusatzlich
lieferte die Stimulation mit Aza10+Vit0,5
eine nahezu mit primaren Hepatozyten
vergleichbare Harnstoffproduktion.
Wurde als weiterer Zusatz Ornithin in die
Inkubationsmischung gegeben, zeigte
sich bei unstimulierten Huh7 Zellen
weiterhin eine durchschnittliche
Produktion von

126 ug Urea/Tag/1 Mio. Zellen.

Sowohl mit Stimulation durch Aza20 als
auch mit Aza10+VitC0,5 wurden hierbei
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die hdchsten Harnstoffkonzentrationen mit 541 ugUrea/Tag/1 Mio. Zellen bzw.
406 pgUrea/Tag/1 Mio. Zellen erreicht. Unter VitC1-Stimulation zeigten Huh7
Zellen maximal eine Herstellung von 151 ug Urea/Tag/1 Mio. Zellen nach Zusatz
von NH4Cl und Ornithin.

Die Zelllinie Huh7 zeigte in der semiquantitativen PCR fur die Enzyme der
Harnstoffproduktion interessanterweise relativ groRe Mengen an transkribierter
mMRNA fur fast alle Enzyme: NAGS-, ASL- und ARG1-Expressionen waren mit
pHHSs vergleichbar (Durchschnitt unbehandelter Huh7 Zellen: NAGS 162,1 %,
ASL 100,7 % und ARG1 103,9 %), wobei auch ASS1 mit 75,0 % und CPS1 mit
69,6 % noch immer Uber der Halfte der hepatozytaren Expression lagen. Am
wenigsten exprimiert in Huh7 Zellen wurde OTC mit 26,2 %. Auffallig war, dass
alle Enzyme unter den drei verschiedenen Stimulationsansatzen eher gleich
oder sogar vermindert exprimiert wurden und nicht, wie nach der gemessenen
Harnstoffproduktion unter Aza20 und Aza10+VitC0,5 erwartet, gesteigert
exprimiert wurden. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Stimulationen fur die Genexpression der Enzyme

der Harnstoffproduktion in Huh7 Zellen.
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Abbildung 31 semiquantitative PCR fiir die Enzyme der Harnstoffproduktion in Huh7 Zellen.
Darstellung in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation fur alle Stimulationsansatze,
Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p4, Quadrat=p6, Dreieck=p8) mit MW und SEM fir
die verschiedenen Stimulationsansatze, (N=3, n=1—Sammelprobe der Triplikate)
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3.6.3. HLE Zellen
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Abbildung 32 Harnstoffproduktion in HLE
Zellen.

Angabe in ug Urea/Tag/108 Zellen nach 48 h
Stimulation fiir alle Stimulationsansatze mit
25./75.Perzentile, Median, Minimum und
Maximum, Kreuz=MW (N=4, n=4)

pg Ureald/10° Zellen

Der Harnstoffzyklus war in HLE Zellen
mit Abstand geringer ausgepragt als in
Hepatozyten mit einer durchschnittlichen
Produktion von

54 ugUrea/Tag/1 Mio. Zellen. Dies
veranderte sich durch Zugabe von
NH4Cl und Ornithin kaum, wohingegen
in pHHs durch beide Zusatze die
Produktion von Urea erhdht wurde.
Unabhangig von den Zusatzen im
Inkubationsmedium zeigte sich, dass
alle drei Stimulationen zum Anstieg der
Harnstoffkonzentration fuhrten. Am
meisten ausgepragt war diese
Beobachtung auch hier unter
Aza20-Stimulation. Man kann in
Abbildung 32 sehen, dass nur nach
Behandlung mit Aza20 die basale
Harnstoffproduktion mit ihren
Maximalwerten mit pHHs vergleichbare
Ergebnisse lieferte (durchschnittlich
179,6 pgUrea/Tag/1 Mio. Zellen). Auch
durch den Zusatz von NH4Cl sowie
Ornithin stiegen die
Harnstoffkonzentrationen auch nach
48-stundiger Stimulation nur auf Hohe
der hepatozytaren Vergleichswerte an.
Mit NH4Cl stieg die Harnstoffproduktion
in Gegenwart von Aza20 auf einen
Mittelwert von

184,2 ygUrea/Tag/1 Mio. Zellen bzw.
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254,2 ugUrea/Tag/1 Mio. Zellen mit beiden Zusatzen an.

In der semiquantitativen PCR sah man, dass HLE Zellen wichtige Enzyme fur
die Harnstoffproduktion nicht annahernd wie primare humane Hepatozyten
exprimierten. NAGS konnte in allen getesteten Zellpassagen zunachst nicht
nachgewiesen werden. Unter Kombinationsstimulation mit Aza10+VitC0,5
wurde nur eine mittlere Expression von 5,1 % von pHHSs erreicht. Ebenso
wurden OTC und ARG1 nur in geringsten Mengen exprimiert (1,0 % und 0,6 %
von pHHSs). Die Transkription konnte fir OTC nicht eindeutig durch die
Stimulationen beeinflusst werden (unterschiedliche Ergebnisse in den
Zellpassagen), allerdings zeigte sich fur ARG1 eine Erhohung auf 1,6 % unter
Stimulation mit Aza20, bzw. 1,1 % nach Aza10+VitC0,5 im Vergleich zu pHHs.
Die mRNA fur ASS1 war in HLE Zellen in allen Passagen nachweisbar, jedoch
in der héchsten Zellpassage mit Abstand am meisten (durchschnittlich 12,4 %
von pHHSs). Auswirkungen durch die Stimulationen waren nicht verlasslich bei
hohem Standardfehler ableitbar. Die grof3te Menge an Harnstoffzyklusenzym
zeigte sich fur CPS1 mit 104,1 % von pHHSs, aber auch ASL mit 92,0 % zeigte
vergleichbare Werte mit pHHSs. Erstere schien unter Azacytidin eine
Transkriptionsminderung (Aza20 55,8 % und Aza10+VitCO0,5 58,7 %) und
Letztere nur in zwei von drei Zellpassagen eine deutliche
Transkriptionsverminderung durch Azacytidin enthaltende
Stimulationsmischungen zu erfahren. Statistisch fanden sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den verschiedenen Stimulationsansatzen.
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Abbildung 33 semiquantitative PCR fir die Enzyme der Harnstoffproduktion in HLE Zellen.
Darstellung in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation fur alle Stimulationsansatze,
Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p4, Quadrat=p6, Dreieck=p9) mit MW und SEM fur
die verschiedenen Stimulationsansatze, (N=3, n=1—Sammelprobe der Triplikate)
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3.6.4. AKN1 Zellen
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Abbildung 34 Harnstoffproduktion in AKN1
Zellen.

Angabe in ugUrea/Tag/108 Zellen nach 48 h
Stimulation fr alle Stimulationsansatze mit
25./75.Perzentile, Median, Minimum und
Maximum, Kreuz=MW (N=5, n=4)

Abbildung 34 zeigt auf den ersten Blick,
dass AKN1 Zellen unbehandelt eine
sehr kleine Harnstoffproduktion hatten
(im Mittel 43 ug Urea/Tag/1 Mio. Zellen).
Durch Zusatz von Ammoniumchlorid
und Ornithin konnte dies auf

96 ugUrea/Tag/1 Mio. Zellen erhoht
werden, wohingegen Ammoniumchlorid
alleine nur eine leichte Veranderung
bewirkte (35 pugUrea/Tag/1 Mio. Zellen).
Es war deutlich, dass unter Aza20-
Einfluss hdhere Harnstoff-
konzentrationen erreicht werden
konnten. Diese waren mit frisch
isolierten pHHs vergleichbar und unter
Ornithinzusatz sogar im Durchschnitt
sehr viel héher

(596,1 ugUreal/Tag/1 Mio. Zellen),
allerdings ist hier die hohe
Standardabweichung zu bedenken (sehr
hohe Ergebnisse in einer Zellpassage
fur die Stimulation mit Aza20). Die
Auswirkungen von Aza10+VitCO0,5-
Stimulation fielen geringer aus, wobei
sich mit Ornithin- und
Ammoniumchloridzusatz auch eine
ahnliche Harnstoffproduktion wie in
pHHSs erreichen liel3.
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Im Vergleich zu primaren humanen Hepatozyten wurde in der unbehandelten
Zelllinie AKN1 in absteigender Reihenfolge mengenmalig im Durchschnitt

ASL mit 155,6 %, ASS1 mit 125,7 %, CPS1 mit 16,1 %, OTC mit 1,4 %,

ARG1 mit 0,09 % und NAGS mit 0 % exprimiert. ARG1-Genexpression konnte
nicht in allen Zellpassagen mit der semiquantitativen PCR nachgewiesen
werden (weder mit noch ohne Stimulation). NAGS-Expression konnte in
unbehandelten Zellen nie und nach Aza20- bzw. Aza10+VitC0,5-Stimulation in
allen Versuchen nachgewiesen werden (mit durchschnittlichen 2,9 % bzw. 4,4 %
von pHHS).

CPS1 und OTC zeigten keinen gleichmaligen Einfluss der Stimulationsansatze
auf die Transkription in den drei Zellpassagen, d.h. mindestens eine Passage
wich im Sinne einer Erhdhung oder Erniedrigung gegensatzlich zu den anderen
ab. ASS1 und ASL hingegen neigten sogar zur Expressionsreduktion unter
Stimulation. In den Ergebnissen der semiquantitativen PCR flr die vorliegende
Stichprobenmenge fanden sich statistisch keine signifikanten Unterschiede

zwischen den verschiedenen Behandlungsansatzen.
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Abbildung 35 semiquantitative PCR fiir die Enzyme der Harnstoffproduktion in AKN1 Zellen.
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Darstellung in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation fur alle Stimulationsansatze,
Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p3, Quadrat=p8, Dreieck=p10) mit MW und SEM fiir
die verschiedenen Stimulationsansatze, (N=3, n=1—-Sammelprobe der Triplikate)
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3.7. Albuminexpression und -sekretion

Die Albuminsekretion in der Zelllinie Huh7 zeigte unter allen drei
Stimulationsbedingungen einen Anstieg. Unbehandelte Huh7 Zellen
sezernierten 10,7 pg Albumin/Tag/1 Mio. Zellen. In aufsteigender Reihenfolge
nach Produktionsdurchschnitt wurden nach Stimulation mit

VitC1 16,0 ug Albumin, mit Aza20 18,3 ug Albumin und mit

Aza10+VitCO0,5 23,6 pgAlbumin pro Tag pro 1 Millionen Zellen gemessen.

Albuminsekretion ELISA Huh7 N=3 n=2 Albumin mRNA Huh7 N=3 n=1
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Abbildung 36 Albuminexpression und -sekretion in Huh7 Zellen.

links: Albuminsekretion nach 48 h Stimulation in pug Albumin/Tag/108 Zellen fur alle Stimulationsansatze mit
25./75.Perzentile, Median, Minimum und Maximum, Kreuz=MW,

rechts: semiquantitative PCR fur Albuminexpression nach 48 h Stimulation im Vergleich zu pHHSs in
Prozent mit Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (Kreis=p4, Quadrat=p6, Dreieck=p8) mit MW
und SEM fur die verschiedenen Stimulationsansatze

Die Genexpression von Albumin in unbehandelten Huh7 Zellen betrug
durchschnittlich in etwa 89,4 % von primaren Hepatozyten. Durch die
verschiedenen Stimulationen zeigte sich jedoch keine deutliche Tendenz zur
Beeinflussung des mRNA-Gehalts (Aza10+VitC0,5 106,5 % von pHHSs).

In den Zelllinien HepG2, HLE und AKN1 konnte leider weder ohne noch mit
Stimulation im ELISA eine Albuminsekretion nachgewiesen werden. Durch die
semiquantitative PCR konnten nur 5,1 % der Genexpression von pHHSs in
HepG2 Zellen sowie 7,7 % in HLE Zellen respektive 4,3 % in AKN1 Zellen
dargestellt werden. Eine Transkriptionssteigerung durch VitC1 auf 8,7 %, durch
Aza20 auf 17,5 % (statistisch signifikant) und durch Aza10+VitC0,5 auf 11,8 %

von pHHs konnte in HepG2 Zellen gemessen werden.
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Abbildung 37 semiquantitative PCR fiir Albuminexpression in den Zelllinien HepG2, HLE und
AKN1.

Angabe in Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation mit Darstellung der verschiedenen
Zellpassagen mit MW und SEM fir die verschiedenen Stimulationsansatze.

Links oben: HepG2 Zellen mit Kreis=p5, Quadrat=p9, Dreieck=p12

Rechts oben: HLE Zellen mit Kreis=p4, Quadrat=p6, Dreieck=p9

Links unten: AKN1 Zellen mit Kreis=p3, Quadrat=p8, Dreieck=p10

(N=3, n=1—Sammelprobe der Triplikate)

Auch in AKN1 Zellen verstarkte sich die Expression nach Aza20- und
Aza10+VitCO0,5-Stimulation in allen gemessenen Zellpassagen auf mittlere
10,8 % bzw. 9,2 % im Vergleich zu Hepatozyten. Die Genexpression von

Albumin in HLE Zellen zeigte nach allen Stimulationen eine Verminderung.
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4. Diskussion

4.1. Einordnung der Ergebnisse in die Literatur

Ansatz dieser Arbeit war die veranderte Epigenetik in hepatozellularen

Karzinomen und sowohl mithilfe der quantitativen real-time PCR als auch mit

der semiquantitativen PCR konnte in dieser Arbeit in allen vier vorliegenden

Zelllinien eine veranderte Expression der DNA-Methyltransferasen 1, 3A und 3B

nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis korreliert mit den bisher publizierten

Daten Uber epigenetische Veranderungen, insbesondere der
Hypermethylierung, in HCCs [20], [21], [23], [24], [26], [27]. Obwohl fur beide
verwendeten epigenetischen Modifikatoren in der Literatur gezielte und

reproduzierbare Genexpressionsveranderungen beschrieben wurden, konnte in

dieser Arbeit durchaus eine Variabilitat zwischen den verschiedenen

Zellpassagen und der Auswirkung der epigenetischen Substanzen auf die

DNMT1 mRNA Huh?
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Abbildung 38 Beispiel fur die variable Auswirkung der
epigenetischen Modifikation auf die Genexpression je
Zellpassage anhand DNMT1 in Huh7 Zellen. Angabe in
Prozent im Vergleich zu pHHs nach 48 h Stimulation mit
Darstellung der verschiedenen Zellpassagen (p4= Kreis,
p6= Rechteck, p8= Dreieck) mit MW und SEM fiir die
verschiedenen Stimulationsansatze.

In je zwei der drei Passagen zeigten Huh7 Zellen die gleichen
Auswirkungen fir die 48stlindigen Stimulationen und eine der
drei Passagen zeigte widerspriichliche Ergebnisse.
Genexpression der DNMT1 in Huh7 nach

VitC-2-P 1 mM p41, p6|, p8]; nach 5-Aza 20 uM p41, p6], p8{;
nach 5-Aza 10 uM+VitC-2-P 0,5mM p41, p6], p87.

Expression aufgezeigt
werden [54], [85]. Oftmals
konnte man in zwei von drei
getesteten Zellpassagen
eine Veranderung durch die
getesteten Stimulationen
beobachten, welche in der
dritten Passage nicht
reproduziert werden konnte
oder sogar im Widerspruch
dazu stand (Beispiel siehe
Abbildung 38). Ungeklart
bleibt der Einfluss von
beiden Substanzen auf die
Proteinmenge der
DNA-Methyltransferasen,
wobei zumindest in der

Literatur fir Azacytidin eine
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Verminderung beschrieben wird [76], [79], [80]. Diskrepanzen zwischen den
Ergebnissen der beiden verschiedenen PCR-Methoden entstanden dadurch,
dass zum einen verschiedene Stichproben analysiert wurden und zum anderen
in der unterschiedlichen Methodik, welche aufgrund der verschiedenen
Analysezeitpunkte und verwendeten Haushaltsgene zu ungleichen Ergebnissen
fUhren konnten [174].

Far eine Behandlung mit Azacytidin sind Zytotoxizitat, Zellschadigung und
Zellzyklusalterationen bereits bekannte Phanomene [56], [76], [178]. Die
alleinige Stimulation mit Aza20 zeigte gréliere Auswirkungen als die
Kombination von Aza10+VitC0,5 auf das mikroskopische Bild, die Zellviabilitat
und Toxizitat. Zum einen kdnnte die Kombination mit Vitamin C zellschutzend
sein, wobei Vitamin C je nach Konzentration eher zytoprotektive (niedrige
Konzentrationen) oder zellschadigende (hohe Konzentrationen) Auswirkungen
haben kann [71]. Zum anderen konnte die Konzentrationsreduktion von
Azacytidin dazu fuhren, denn konzentrationsabhangige Wirkungen von
Azacytidin wurden bereits durch Sajadian et al. 2015 unter anderem auch in
den Zelllinien Huh7 und HLE beschrieben [56]. Unter alleiniger VitC1-
Behandlung wurden erhdhte LDH-Konzentrationen und leicht verminderte
Resazurinkonversionen beobachtet, wobei HepG2 Zellen eine Ausnahme
bildeten. Diese Zelllinie zeigte eine verminderte LDH-Ausschuttung bei nahezu
gleicher Zellviabilitat (Mikroskopie und Resazurinkonversion) und zeigte damit
eher eine zellschitzende Wirkung von Vitamin C. In der Literatur gibt es
kontroverse Ergebnisse zu Vitamin C und Tumorwachstum je nach Dosis,
Darreichung, Derivat und getesteter Zelllinie [52], [71], [179].

Im Gegensatz zur bestehenden Literatur konnte keine Genexpression fur
CYP3A4 und GSTA1 sowie keine Albuminsynthese in HepG2 Zellen
nachgewiesen werden [143]-[145], [180]. In dieser Arbeit konnte aber eine
CYP2C9-Aktivitat im Sinne einer Fluorescein-Produktion in dieser Zelllinie
gezeigt werden, wobei in der Literatur durch Lumineszenzanalysen bisher keine
Aktivitat dieses Enzyms in HepG2 Zellen beschrieben wurde [145].
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Auch konnte im Widerspruch zur Literatur keine CYP1A-Aktivitat im Sinne einer
7-HC-Produktion in unbehandelten Huh7 Zellen nachgewiesen werden [92].
Wie nach der Entdeckung von HLE Zellen bereits beschrieben, kann auch in
dieser Arbeit keine Albuminsynthese gemessen werden [137]. Nach der
Etablierung der Zelllinie AKN1 postulierten Nussler et al. die Abwesenheit von
Albumin (Immunhistochemie und mRNA-Analyse) sowie hohe Mengen an
ASS1 in dieser Zelllinie [136]. In dieser Arbeit konnte jedoch eine in Spuren
vorhandene Transkription von Albumin in AKN1 Zellen weiterhin ohne
messbare Albuminsekretion beschrieben werden. Das Vorhandensein von
ASS1 in hohen Mengen bleibt ein konstantes Charakteristikum dieser Zelllinie.
Widerspruch gibt es auch in bereits veroffentlichten Daten zur Steigerung der
Expression von CPS1 in Huh7 Zellen durch Azacytidinbehandlung, wobei

Liu et al. nur 5uM Azacytidin Uber 72 h angewandt hatten [34]. Diskrepanzen
zwischen bereits beschriebenen und den hier gemessenen Ergebnissen sind
fur Zelllinien nicht unbekannt. Hewitt et al. konnten bereits fur HepG2 Zellen aus
verschiedener Herkunft und verschiedenen Kulturbedingungen veranderte
Charakteristika beschreiben [181]. AuRerdem konnen sich auch
Wachstumsumstande im Sinne von Konfluenz der Zellen auf den
Zellmetabolismus auswirken; eine Aktivitatserhdhung von CYP3A4 in
konfluierenden Huh7 Zellen und eine Aktivitatsminderung verschiedener
Cytochrome in konfluierenden HepG2 Zellen wurden ebenfalls bereits
beschrieben [144], [150]. Sowohl bei der Analyse der Aktivitats- oder
Produktionsmessungen als auch der mRNA konnten in allen Zelllinien deutliche
Unterschiede Uber die verschiedenen Zellpassagen beobachtet werden. Die
intraindividuelle Variabilitat des Zellmetabolismus in den Passagen wurde
schon ausfuhrlich durch Lin et al. 2012 aus unserem Labor beschrieben [92].
Die Genexpression von CYP3A4 und 3A7 zeigte sich als Studienobjekt fur die
Transkription von sehr nahe beieinanderliegenden Genen [175], [176]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit legen die Vermutung nahe, dass beide Enzyme nicht
der gleichen epigenetischen Modifikation unterliegen: HLE und Huh7 Zellen
zeigten fur beide Enzyme ein sehr ahnliches Verteilungsmuster der

Genexpression nach den verschiedenen Stimulationen, wohingegen in den

89



Zelllinien HepG2 und AKN1 dies eher nicht zu erkennen war (cave keine
statistisch relevanten Expressionsunterschiede). Bei der Analyse der
Genexpression ist zu bedenken, dass durch das technisch nétige
Probenpooling die Probenanzahl um den Faktor 3 verkleinert wurde und daher
unter Umstanden bei einer grof3eren Stichprobe doch eine statistische
Signifikanz erreicht werden kénnte. Sicher ist jedoch, dass die Expression von
CYP3AY in allen getesteten Zelllinien besser erhalten blieb als die von CYP3A4
(11- 26 % versus 0- 6 % von pHHSs). Ein Grund dafur konnte sein, dass CYP3A7
vor allem in der Fetalperiode (undifferenzierte Gewebe) eine Rolle spielt und
nach der Geburt quantitativ weniger wird [177]. Die Expression von CYP3A4
und 3A7 wird Uber intrazellulare Rezeptoren reguliert [182]. Krusekopf et al.
konnten bereits zeigen, dass verschiedene Induktoren ebenfalls abweichende
Auswirkungen auf beide Enzyme haben [183].

4.2. Kritik an Methodik

4.2.1. Harnstoffzyklus und Normierung mittels SRB

Nicht oder kaum vorhandene Genexpression von NAGS, ARG1 und OTC trotz
messbarer Harnstoffproduktion wurde sowohl in der Zelllinie AKN1 als auch in
HLE und HepG2 Zellen beobachtet. In allen Zelllinien wirkte die Behandlung mit
Azacytidin produktionsférdernd und eine deutlich erhéhte Harnstoffproduktion
pro Zelle konnte nachgewiesen werden. In AKN1 und HepG2 Zellen stiegen
nach Stimulation sowohl CPS1- und NAGS- als auch ARG1-Expression. In HLE
Zellen sank erstere und die letzteren beiden stiegen ebenfalls an. Da CPS1 als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt des Harnzyklus gilt und durch das
Produkt von NAGS allosterisch aktiviert wird, kdnnte dies vermutlich die erhdhte
Harnstoffkonzentration unter Azacytidinbehandlung erklaren [4]. Die
allosterische Aktivierung von CPS1 zeigte eine groRere Bedeutung fur die
Harnstoffproduktion als das alleinige Vorhandensein des Enzyms, da CPS1
ohne Aktivator nahezu inaktiv vorliegt und erst durch N-Acetylglutamat nach
dem ,Alles- oder Nichts“-Prinzip aktiv wird [4]. Eine Produktionssteigerung
durch allosterische Aktivierung der CPS1 durch N-Acetylglutamat lag also in
den Zelllinien HepG2, HLE und AKN1 nach Azacytidinstimulation nahe.

Allerdings scheint die Hohe der Steigerung in Anbetracht der sehr geringen
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Mengen an mRNA fur NAGS, ARG1 und OTC aufert fragwtrdig. Des Weiteren
konnte in Huh7 Zellen durch Azacytidin eine erhohte Harnstoffproduktion trotz
Verminderung der CPS1-Transkription bei ahnlicher Menge an vorhandener
NAGS-mRNA gemessen werden. Dies fuhrte zu einer genaueren Betrachtung
der verwendeten Methoden: Aufgrund des sehr niedrigen und nicht zuverlassig
nachweisbaren Proteingehalts aller Zelllinien (Messung nach Lowry) wurde statt
der haufig praktizierten Normierung auf mg Protein eine Normierung mittels
SRB-Messung auf die Zellzahl gewahlt. Fur diesen Zweck wurde fur jede
Zelllinie eine Standardkurve etabliert (siehe Methoden), mit deren Hilfe die
Zellzahl in den Wells der Lochplatten ermittelt werden konnte. Dabei wurde
nicht beachtet, dass unter Stimulation sich die Zellmorphologie

und -zusammensetzung verandern kann [56], [76], [83]. Es ist somit fragwurdig
inwiefern die Standardkurven fir behandelte Zellen gelten und daher ist eine
Verfalschung der Ergebnisse nicht auszuschlieen. Als Erfinder der SRB-
Messung postulierten Skehan et al. aulierdem, dass die Fixierung der Zellen
mittels Ethanol oder Methanol zu Fixationsartefakten fuhren konnte [167].

Des Weiteren werden der Harnstoffmessung von Jung et al. Ungenauigkeiten
fur niedrige Harnstoffkonzentrationen und Phenolrot enthaltendes Medium bei
einer Absorptionsmessung bei 505 nm nachgesagt [184]. Die hier
durchgefuhrten Protokolle sind trotz ihrer vorhandenen Fehlerquellen in der
Forschung etabliert [33], [185]. Es sollten daher auch alternative
Transkriptionsvarianten und Isotypen von den getesteten Enzymen, welche in
dieser Arbeit nicht erfasst wurden, in Betracht gezogen werden. Zum Beispiel
zeigte ARG1 in den Zelllinien HepG2, HLE und AKN1 vereinfacht keine
Expression (stets unter 2,5 % der Expression von pHHs) und doch konnte eine
Harnstoffproduktion gemessen werden. ARG1 ist leberspezifisch und ist Teil
des Harnstoffzyklus, wohingegen Arginase 2 (ARG2) ein extrahepatisch
exprimiertes Enzym ist, aber die gleiche Reaktion katalysieren kann [186].
Spector et al. entdeckten 1981 Arginase 2 in Nierengewebe, womit sie die
Frage, warum ARG1-defiziente Patienten weiterhin gewisse Mengen an
Harnstoff synthetisierten, beantworten konnten [187]. Eine Uberexpression von

Arginase 2 konnte erst kurzlich in bestimmten Pankreastumoren festgestellt
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werden [188]. Mdglicherweise werden auch in hepatischen Tumorzellen
alternative Stoffwechselwege zur Harnstoffproduktion begangen. So gibt es
ebenfalls zwischen 4 von 5 Enzymen des Harnstoffzyklus und der
Nukleinbiosynthese eine evolutionare Verwandtschaft (Ausnahme Arginase) [9].
Zum Beispiel kann CPS2 ebenfalls Carbamoylphosphat herstellen, wobei im
Gegensatz zu CPS1 Glutamin als Stickstoffdonor bendtigt wird [9]. Diese
Alternativen sind allerdings hier nur Spekulationen und konnten Ansatz weiterer
Untersuchungen sein. Ebenso wie die Frage, ob Veranderungen auf Ebene der
Translation und damit des Proteingehalts die Diskrepanz zwischen

Harnstoffproduktion und Genexpression erklaren kdnnten.

4.2.2. Phase I- und ll-Aktivitatsmessung

Die Ergebnisse der Cytochromaktivitaten zeigten zusammengefasst nicht viele
statistisch signifikante Unterschiede. In allen getesteten Zelllinien wirkten sich
Aza20 und Aza10+VitCO0,5 positiv auf CYP2C9-Aktivitat aus. Dazu zeigten
AKN1 Zellen noch eine Steigerung der GST-Aktivitat und Huh7 Zellen der GST-
sowie der CYP1A1/2-Aktivitat unter Aza20-Inkubation. HLE Zellen prasentierten
zusatzlich ebenfalls CYP1A1/2-Aktivitatssteigerung, aber auch UGT-Aktivitats-
verminderung unter Aza20. Die einzige signifikante Anderung durch VitC1 war
eine Verminderung der CYP2E1-Aktivitat in der Zelllinie HLE. Wenn man die
angewandte Methode genauer betrachtet, gibt es durchaus Diskussionspunkte:
Zur Charakterisierung der Biotransformation mussten in der fluorometrischen
Aktivitatsmessung DMSO und Acetonitril zum Losen der Indikatorstoffe
verwendet werden. Letztendlich waren Konzentrationen von 2,6 % DMSO fur
CYP1A1, 2,4 % DMSO und 0,19 % Acetonitril fur CYP2E1 bzw. 3A4, 0,3 %
DMSO fir CYP2C9, 0,2 % DMSO fur UGT und 0,25 % DMSO fir GST nétig
(siehe Tabelle 4). Seit mehreren Jahren sind organische Losungsmittel
bekannt, Phase I- und I[I-Enzyme zu beeinflussen: DMSO kann bereits ab einer
Konzentration von 0,1- 1% die Aktivitat verschiedener Cytochrome reduzieren
(u.a. CYP2C9, CYP2E1 und CYP3A4), aber auch andere Losungsmittel zeigen
Einfluss auf die Aktivitaten z.B. CYP1A1- Aktivitatsreduktion um 26 % unter
0,3 % Acetonitril und bei hoheren Konzentrationen auch Supprimierung von u.a.
CYP3A4 und 2C9 [189]-[194]. Unerwarteterweise konnte allerdings in der
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Literatur auch ein Nachweis fur die Erhdhung der Cytochromaktivitat nach
mehrwochiger Inkubation mit 1 % DMSO in Huh7 Zellen erbracht werden [93].
Eine Enzyminhibition durch organische Losungsmittel kann in dieser Arbeit
somit nicht ausgeschlossen werden. Ein alternatives Protokoll zur
Verminderung der organischen Reagenzien in der Enzymaktivitatsmessung ist
durchaus erstrebenswert, damit Stérfaktoren minimiert werden kdnnen. Des
Weiteren sind die verschiedenen Indikatorstoffe zur fluorometrischen Detektion
der Cytochromaktivitat nicht spezifisch fur die einzelnen Enzyme. 7-EC wird von
mehreren Subtyen der CYP1, 2 und 3-Familie umgesetzt [162], [195], [196].
DBF wird von verschiedenen Autoren fur mehrere Subtypen der CYP2 und 3-
Familie benutzt [162], [197], [198]. Gleiches wird fur MFC durch mehrere CYP2-
Subtypen in der Literatur postuliert [162], [197], [198]. BFC wird sehr haufig als
Substrat fur CYP3A4 eingesetzt, ist allerdings auch durch andere Subtypen
abhangig von Konzentration und Derivat umsetzbar [199], [200]. 4-MU wird von
sehr vielen Isoformen der UGT umgesetzt und ist damit keinesfalls spezifisch
fur einen einzelnen Subtyp [192]. Da die Substrate der Aktivitatsmessung
unspezifisch sind, zeigten sich haufig Diskrepanzen zwischen Ergebnissen der
Aktivitat und Genexpression der Cytochrome. Die Aktivitatsmessung ist daher
besser als Screeningtest fir enzymatische Aktivitat von Biotransformations-
enzymen anzusehen. Aul3erdem sind auch andere Subtypen der GST-Familie
zu bedenken. GSTA1 wurde hier willkurlich fur die Analyse der Genexpression
festgelegt, da die GSTA-Familie eine der haufig vorkommenden GST-Subtypen
ist (GSTM und GSTP kommen in etwa gleich haufig vor) [16]. Diese
Kritikpunkte erschweren die Interpretation der Ergebnisse fur Phase |- und Il-
Enzyme und in weiteren Untersuchungen sollten zur Bestatigung der
Ergebnisse spezifische Reaktionen mittels sensitiverer Verfahren getestet
werden (z.B. 1B3-Hydroxylierung von Testosteron durch CYP3A4 mittels
Chromatographie [201]) und/oder Western Blot-Analysen zur Objektivierung der

Proteinmenge durchgefuhrt werden.

4.2.3. LDH-Messung
Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung von LDH mittels Fluitest LDH-L
Kit sind eher als Tendenz zu betrachten, da die Herstellerfirma dieses
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Testsystem nur fur Blutserum und -plasma entwickelt hat [160]. Eine Interferenz
durch Bestandteile des Kulturmediums oder Zellfragmente im Uberstand kann
daher nicht ausgeschlossen werden und liegt sogar nahe, denn selbst
unbehandelte Zellen zeigten schon etwa 20 % der maximalen
LDH-Ausschittung. Ein Protokoll mit einer alternativen Methodik zur Messung
der Freisetzung von LDH oder der Aminotransferasen (AST und ALT) sollte zur
Toxizitatsbestimmung etabliert werden, ist aber bei geringen sezernierten
Mengen haufig nicht anwendbar. In dieser Arbeit wurde die

LDH-Messung in Zusammenschau mit Mikroskopie und Resazurinkonversion
bewertet und liefert daher trotz nicht ausschlieBbarer Fehlerquellen deutliche

Hinweise in Bezug auf Toxizitat und Zellviabilitat.

4.2.4. Multiple Nebenbanden in der mRNA-Analyse

Das Auftreten von unspezifischen Nebenprodukten in der Gelelektrophorese
konnte in den Zelllinien fur fast alle Zielgene beobachtet werden, allerdings
konnte bei den meisten Fallen das gewunschte Produkt der PCR festgestellt

werden (Beispiel siehe Abbildung 39).

p5> p9 p12

VitC1  Aza20 Azal0+ = Vitc1  Aza20 Azal0+ - VitC1  Aza20 Azal0+ pHHs NK
VitCo,5 VitCo,5 Vitco,5
-+ + -+ -+ + <+ -+ <+ =4 + &=

e T T . &

PCR- Amplifikat bei
224 bp

Abbildung 39 Beispiel fiir Nebenbanden in der Gelelektrophorese anhand der semiquantitativen
PCR fiir die N-Acetylglutamat-Synthase (NAGS) in HepG2 Zellen.

Man kann je nach Stimulation und Zellpassage mehr oder weniger deutliche Nebenbanden in allen
Proben von HepG2 Zellen feststellen. Keine Nebenbanden in der Probe der primaren humanen
Hepatozyten (pHHS).

p= Zellpassage, -= unstimuliert, NK= Negativkontrolle, +-= Markierung der Nebenbanden

Es ist bekannt, dass bei sehr geringen Mengen an cDNA in der Probe
unspezifische Primerbindung gehauft stattfinden kann [202]. Dieses Phanomen
konnte fur die Gene (CYP1A1/2, CYP2C9, CYP2E1, CYP3A4/7, UGT1AG,
GSTA1, CPS1, ASS1, ARG1, NAGS, OTC, Albumin und DNMT1/3A/3B) in
variabler Auspragung je Zelllinie, Stimulation und Zellpassage beobachtet
werden. Aufgrund der hohen Probenanzahl wurde auf eine aufwendige

Optimierung fur jede Probe einzeln verzichtet und fur alle Versuche
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ausschlieflich die durch pHHs ermittelten, optimalen PCR-Charakteristika

verwendet.

4.3. Referenzwert der primaren humanen Hepatozyten

Als weiteren Diskussionspunkt muss die Bemessung der Normalwerte fur
primare Hepatozyten angesehen werden. Betrachtet man zum Beispiel die
CYP3A4-Aktivitat in der Zelllinie Huh7 so wird eines deutlich: Der
Vergleichswert von pHHs scheint geringer zu sein als in der bisherigen Literatur
beschrieben (z.B. [93], [203]), denn selbst unbehandelte Huh7 Zellen zeigten in
dieser Arbeit trotz Streuung der Messwerte eine fast normwertige HFC-
Produktion. Fur die Enzyme der Biotransformation wurden 9 Leberspenden mit
jeweils 3-6 Replikaten und fur die Harnstoffproduktion wurden 6 verschiedene
Spenden mit jeweils 3-6 Replikaten als hepatozytarer Vergleichswert
bemessen. Fur die PCR wurden insgesamt 15 Proben von primaren humanen
Hepatozyten gepoolt. Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der
Funktionalitat von Hepatozyten, welche von der Variabilitat der Spender aber
auch von der sorgfaltigen Isolation abhangig waren [12], [13], [91], [102]. Daher
ist ein allgemeingultiger Hepatozytenreferenzwert schwer definierbar. In der
Folge ist es durchaus moglich, dass die gemessenen Normalwerte fur
Hepatozyten von bereits in der Literatur festgehaltenen Werten abweichen, weil
alle Hepatozytenspenden gleich bertcksichtigt wurden und somit auch Spender

mit einer geringen Aktivitat eingeschlossen wurden.

4.4. Epigenetisch modifizierte Zelllinien in praklinischen Studien
Betrachtet man die Ergebnisse fur die Enzymaktivitaten und Genexpressionen
der Phase |- und lI-Enzyme, wird deutlich, dass mit der hier eingesetzten
epigenetischen Modifikation keine optimale Alternative fur primare humane
Hepatozyten in praklinischen Tests geschaffen wurde. Es zeigten sich nur
vereinzelt signifikante Unterschiede in der Enzymaktivitat, welche sowohl
Steigerungen als auch Verminderungen durch Stimulation aufzeigten. Am
aussichtsreichsten zeigte sich die Zelllinie HepG2, da sich alle Aktivitaten und
Expression der getesteten Enzyme (einzige Ausnahme CYP3A7) unter Aza20

steigern liel3en. HepG2 Zellen konnten nach Aza20-Stimulation (genauso wie
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Huh7 Zellen) in 4 von 6 untersuchten Stoffumwandlungsprozessen Werte
erreichen, welche vergleichbar mit basalen pHHs waren. Trotzdem ist zu
beachten, dass CYP3A4, CYP2C9 und CYP1A2 mit weniger als 4 % von pHHs
in HepG2 Zellen exprimiert wurden. Die hochsten Genexpressionen ohne
Stimulation zeigte hingegen die Zelllinie Huh7, wobei die wichtigen Enzyme der
CYP3-Familie etwas mehr in der Zelllinie HLE exprimiert wurden (CYP3A4
3,7 % und CYP3A7 0,9 % mehr in HLE Zellen). Durch Stimulation mit Azacytidin
wurden geringere Expressionen beider Enzyme in HLE und Huh7 Zellen
gemessen und daher scheinen HepG2 oder auch AKN1 Zellen, welche beide
nur eine Suppression fur CYP3A7 zeigten, geeigneter fur Arzneimitteltests.
AKN1 Zellen wiederum zeigten auch fur CYP1A2, GSTA1 und UGT1AG eine
unerwunschte Expressionsverminderung nach Aza20-Stimulation. Au3erdem
zeigte die Zelllinie HepG2 im Vergleich zu AKN1 Zellen quantitativ betrachtet
meist héhere oder aber mindestens nahezu gleiche Expressionen unter Aza20
und wirkt daher am geeignetsten in Zukunft ihren Metabolismus noch weiter
steigern zu lassen.

Es ist anzunehmen, dass zukulnftig weitere Regulationsmechanismen und damit
Wege zur Beeinflussung von Stoffwechselwegen entdeckt werden.

So konnte bereits auch ein Einfluss von Histondeacytylasen auf die
CPS1-Aktivitat und eine posttranskriptionale wie posttranslationale Regulation
von CYP3A4 durch miRNA nachgewiesen werden [11], [204], [205]. Dies
bekraftigt die noch weitgehend unterforschten Maoglichkeiten im Feld der
Epigenetik, funktionelle Zellen aus Zelllinien herzustellen.

Eine andere Moglichkeit zur Erhdhung der Genexpression und damit
letztendlich auch der Enzymaktivitat konnte die bekannte Induzierbarkeit der
Cytochrom P450-Enzyme wie zum Beispiel fur CYP3A4 durch Rifampicin,
Phenobarbital und Dexamethason (die ersten beiden Substanzen induzieren
auch CYP2C9 und UGT) oder fur CYP2E1 durch Ethanol und fur CYP1A2
durch Omeprazol liefern [12], [206]-[208]. Viele Phase I- und II-Enzyme sind
auch bereits in Zelllinien bekannt (insbesondere viele in HepG2 Zellen

erforscht) durch Aktivierung von intrazellularen Rezeptoren wie unter anderem
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dem Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor, Pregnan-X-Rezeptor und konstitutiven
Androstan-Rezeptor hochreguliert zu werden [145], [147], [209]-[211].

Ebenso bietet die Art der Kultivierung eine weitere Strategie
Enzymexpressionen und -aktivitaten zu beeinflussen. So konnten

Doostdar et al. bereits 1988 zeigen, dass die Wahl des Kulturmediums die
Enzymaktivitaten von Cytochromen deutlich beeinflussen kann, denn HepG2
Zellen kultiviert in DMEM zeigten eine deutlich niedrigere Substratumwandlung
als HepG2 Zellen kultiviert in Williams E-Medium oder Earle‘s Medium (zum
Beispiel Ethoxyresorufin-O-Dealkylation 47mal héher in Earle‘s Medium als in
DMEM) [212]. Des Weiteren bewiesen Terashima et al. 2015, dass
Unterschiede in der Genexpression von CYP1A1/2 und deren Regulation
zwischen 2D und 3D Kulturen von verschiedenen Zelllinien bestehen (unter
anderem HepG2 und Huh7 Zellen), wobei eine hdhere Expression in 3D Kultur
erreicht wurde [213].

Es wird deutlich, dass der Zellstoffwechsel und dessen komplexe Regulation
viele weitere, bisher noch nicht ausgeschopfte Moglichkeiten zur Optimierung
des Metabolismus bieten. Es ist weiterhin zu hoffen, dass durch zukinftige
Forschungen ein Protokoll zur Herstellung eines metabolischen adaquaten

Ersatzes flr pHHs aus Zelllinien erstellt werden kann.

4.5. Zelllinien als Leberunterstiitzungssysteme

Insbesondere die Zelllinien AKN1 und Huh7 zeigten durch
Azacytidinbehandlung eine hohe Harnstoffsynthese, welche auf mit pHHs
vergleichbare Werte bzw. hdhere Werte gesteigert werden konnten. Daher
zeigten diese beiden Zelllinien ein hohes Potential zur Neutralisierung von
Ammoniak im Korper. Erhohte Ammoniakkonzentrationen treten bei Patienten
mit Storungen des Harnstoffzyklus (am haufigsten OTC-Mangel) und des
Aminosauretransports, aber auch bei Patienten mit akutem und chronischem
Leberversagen unterschiedlichster Atiologie auf [4], [6], [214].

Ammoniak wirkt neurotoxisch, wobei der genaue Schadigungsmechanismus
noch nicht vollstandig geklart ist [4]. Die sogenannte hepatische
Enzephalopathie bei Patienten mit Leberversagen hat ihren Ausldser neben der

Uberlastung des Organismus mit Ammoniak auch dem Anstieg anderer ZNS-
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toxischer Substanzen im Blut zu verdanken, da die Hepatozyten aufgrund ihrer
Schadigung nicht mehr ausreichend den Harnstoffzyklus und andere
Exkretionsfunktionen betreiben konnen [6], [215]. Die Behandlung der
hepatischen Enzephalopathie beinhaltet unter anderem die Beseitigung von
auslésenden Faktoren wie die Vermeidung bzw. Behandlung von
gastrointestinale Blutungen und Infektionen (Proteinabbau als Hauptquelle von
Ammoniakanfall) [6]. Die Ammoniakbildung bzw. -resorption von
Darmflorabakterien kann mithilfe von Rifaximin (nicht resorbierbares
Antibiotikum), Neomycin (Antibiotikum) oder Laktulose/Laktitol (Disaccharid),
welche zur Unterdrickung der ammoniakbildenden Flora und pH-Absenkung im
Darm fuhrt (vermehrte Bildung von schlecht resorbierbarem NH4), gesenkt
werden [6]. Die intravendse Gabe von L-Ornithin-Aspartat sowie der Einsatz
von Arginin oder Citrullin, welche beide in der Therapie der Hyperammonamie
bei Harnstoffzyklusdefekten eingesetzt werden, sollen den Harnstoffzyklus
anregen und wie Natriumbenzoat, Natriumphenylbutyrat, Phenylacetat (Bindung
von stickstoffhaltigen Verbindungen) zur Senkung des Ammoniakspiegels
beitragen [6], [9], [214]. Eiweildarme Ernahrung wird in der Therapie von
Harnstoffzyklusdefekten und Leberversagen empfohlen [6], [9], [214]. Forcierte
Diurese oder Dialyse zeigen ebenfalls eine Mdglichkeit zur
Ammoniakentfernung [214]. Ultima Ratio bei akutem oder chronischem
Leberversagen ist die Lebertransplantation [6]. Ziel aller dieser therapeutischen
Malnahmen ist es den Ammoniakspiegel im Kdérper zu senken. Eine dauerhafte
Alternative kdnnten hier modifizierte hepatozellulare Zelllinien mit hohen
Metabolisierungsraten des Harnstoffzyklus liefern. Forschung tber
Leberersatzverfahren wird bereits seit mehreren Jahrzehnten durchgefuhrt und
noch hat sich kein System so etablieren kdnnen wie die Lebertransplantation.
Trotzdem wird weiter geforscht, da Spenderorgane rar sind und eine
Transplantation an sich ein hoch invasiver Eingriff und die Komplikationen nicht
zu unterschatzen sind [216]. Die zwei grofdten Probleme, die durch
Ersatzverfahren zu bewerkstelligen sind, sind zum einen die Integration von
Zellen in den Empfanger und zum anderen eine Quelle zu finden, die Zellen mit

hohem Metabolismus reproduzierbar und zuverlassig liefert [216].
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Leberunterstitzungssysteme kdnnen entweder komplett kiinstlich oder
biologisch-kinstlich sein; sie sollten idealerweise in der Lage sein die
Detoxifikations- , Synthese- und Regulationsaufgaben der Leber zu
ubernehmen [216]. Das erprobteste Verfahren ist die extrakorporale
Detoxifikation (nur teilweiser Ersatz der Leberfunktion) und basiert auf der
Annahme, dass durch das Leberversagen toxische Stoffe im Blut akkumulieren,
wobei viele davon an Albumin gebunden zu sein scheinen [217]. Seit den 90er
Jahren sind einige Systeme bis zur klinischen Phase der Entwicklung
gekommen. Die bekanntesten kunstlichen Leberunterstitzungssysteme
scheinen MARS (Molecular Adsorbent Recirculation System), SPAD (Single-
Pass Albumin Dialyse) und Prometheus zu sein [6], [215].

Sinn und Zweck solcher Systeme ist es, Patienten mit Leberversagen am
Leben zu erhalten bis entweder die Leber sich selbst regeneriert hat oder ein
passendes Spenderorgan gefunden werden kann, sogenanntes ,bridging*
(Uberbriickung) [216]. In der Forschung gibt es viele verschiedene innovative
Ideen zum kompletten Ersatz der Leberfunktionen, unter anderem entwickelten
Sussman et al. bereits 1992 ein extrakorporales System aus einer humanen
Leberkrebszelllinie [216], [218]. Der Einsatz von epigenetisch modifizierten
Zellen liefert hier eine neue Option zur Erhéhung der Metabolisierungsraten.
Welche weiteren Leberfunktionen wie beispielsweise Glukose- und
Gerinnungsfaktorensynthese neben Ammoniakexkretion durch stimulierte AKN1
oder Huh7 Zellen noch tbernommen werden kénnten, bleibt hier ungeklart. Im
Anbetracht der Tatsache, dass Huh7 Zellen im Gegensatz zu AKN1 Zellen auch
eine Albuminsynthese zeigten, scheint diese Zelllinie fur einen Ersatz mehrerer
Leberfunktionen das grofte Potential zu zeigen. Allerdings zeigten Huh7 Zellen
eine Tendenz zur Expressionsverminderung von einigen Enzymen des
Harnstoffzyklus und der Biotransformation nach Azacytidinstimulation, was Uber
langere Zeit vermutlich wiederum zu Funktionseinbufen fuhren warde. Dies
und mehr bleibt Gegenstand zukunftiger Forschungen mit einer interessanten
Perspektive fur Leberunterstitzungssysteme bei unterschiedlichen

Lebererkrankungen.
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4.6. Azacytidin und Vitamin C als Therapie fiir hepatozellulare Karzinome
Azacytidin wird bereits in der Chemotherapie von Erkrankungen des
hamatopoetischen Systems eingesetzt (siehe Einleitung 1.2.2.2.) [73].

In Zukunft konnten Azacytidin oder dessen Derivate als epigenetische
Modifikatoren und der damit verbundenen Wirkung auf den Zellzyklus und den
Zellmetabolismus eine eventuelle Alternative in der Therapie des HCC,

wie bereits in der Literatur vorgeschlagen wurde, darstellen [23], [24], [56], [82],
[219], [220]. Da Azacytidin ein unspezifischer Modifikator der Methylierung ist,
kommt es durch Behandlung damit vermutlich zu einer generellen
Hypomethylierung in der Zelle; dies wiederum hat eine Reaktivierung von
Genen (dies kann neben erwunschten auch unerwunschte Aktivierungen wie
beispielsweise Onkogene beinhalten) aber auch eine erhohte Instabilitat der
DNA zur Folge [23], [24], [221]. Daher muss der therapeutische Einsatz von
Azacytidin zunachst genauestens auf Nutzen und Risiko/unerwiinschte
Wirkungen gepruft werden. Eventuell konnen Kombinationstherapien zu mehr
Sicherheit und Wirksamkeit beitragen. So konnten Jiang et al. zeigen, dass
Gadd45p (ein Protein fur die Regulation von Zellwachstum und -tod) nach
Behandlung mit einem Histonmodifikator und darauffolgend mit Azacytidin in
HepG2 Zellen reaktiviert wird; dieses Phanomen konnte nicht beobachtet
werden, wenn zuerst Azacytidin und dann der Histonmodifikator oder beide
gleichzeitig administriert wurden [219]. llyas et al. zeigten eine
konzentrationsabhangige Zytotoxizitat von Azacytidin in Huh7 Zellen, welche
durch Alendronat (Bisphosphonat) verstarkt werden konnte; durch die
Kombination war es moglich, trotz Dosisreduktion beider Substanzen gleiche
Effekte zu erreichen [220]. In dieser Arbeit zeigte die Kombination beider
Modifikatoren in niedrigerer Dosierung ebenfalls oftmals ahnliche Auswirkungen
im Vergleich zu alleiniger Azacytidin-Stimulation in hdherer Konzentration: In
Bezug auf die Zellviabilitat und Toxizitat zeigten sich keine statistisch relevanten
Unterschiede zwischen beiden Stimulationsansatzen (minimal erhohte
Resazurinkonversion und niedrigere Toxizitat unter Aza10+VitCO0,5). Eine
Expressionsverminderung der DNMT1 konnte in AKN1 und HepG2 Zellen,
ebenso wie eine Verminderung der DNMT3A in AKN1 Zellen und der DNMT3B
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in HLE Zellen nach Stimulation durch Aza20 sowie Aza10+VitC0,5
herbeigefluhrt werden. Unter Aza20 zeigte sich zusatzlich eine
Expressionsverminderung von DNMT3B in Huh7 Zellen (cave hoher
Standardfehler) und unter Aza10+VitCO0,5 eine Suppression der DNMT3B in
HepG2 Zellen. Die Kombination der Modifikatoren zeigte in Bezug auf die
CYP-Aktivitat teilweise verschiedene Auswirkungen, jedoch zeigten sich fur die
Harnstoffproduktion und Genexpression von Enzymen der Biotransformation
und des Harnstoffzyklus sowie Albumin zumeist eine vergleichbare Auswirkung.
Betrachtet man den Einfluss von Vitamin C auf Tumorwachstum, scheinen
Forschungsergebnisse bisher nicht eindeutig zu sein und in dieser Arbeit
konnte der bereits kontrovers diskutierte Einfluss von Vitamin C nachvollzogen
werden [52], [69], [70], [82], [222]. Vitamin C zeigte hier keinen eindeutigen
Einfluss auf die Zellproliferation in mit 1 mM Vitamin C-2-Phosphat behandelten
Zellen bei gleichzeitig erhohter (Zelllinien HLE, AKN1, Huh7) oder erniedrigter
(Zelllinie HepG2) LDH-Freisetzung. Einen Einfluss auf die Transkription der
DNA-Methyltransferasen zeigte sich nur in einer diskreten Zunahme fur alle drei
DNMT in AKN1 Zellen, sonst waren deren Expressionsspiegel wie in
unbehandelten Zellen (keine statistische Relevanz). Inwiefern der
Methylierungsstatus der Zelle durch die Aktivierung von eisen- und
ketoglutaratabhangen Dioxygenasen wie TET-Enzymen beeinflusst wurde,
bleibt in dieser Arbeit unbeantwortet. Allerdings konnen beide hier verwendeten
epigenetischen Modifikatoren synergistisch wirken: Sajadian et al. zeigten 2016,
dass Vitamin C durch Azacytidin herbeigeflihrte epigenetischen Veranderungen
sowie antiproliferative, apoptotische und zytotoxische Effekte verstarken

kann [82]. Neuere Forschungen beschaftigen sich ebenfalls mit dem Einfluss
von Vitamin C als Verstarker anderer Krebstherapien [82], [222]. Es ist zu
hoffen, dass in Zukunft Patienten mit hepatozellularen Tumoren aus weiteren

Untersuchungen zur epigenetischen Modifikation profitieren kdnnen.

4.7. Schlussfolgerung
Nach Evaluation und Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit komme ich zur
Schlussfolgerung, dass mit der hier eingesetzten epigenetischen Modifikation

mittels Azacytidin und Vitamin C mit Sicherheit noch keine optimale Alternative
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fur primare humane Hepatozyten in praklinischen Tests geschaffen wurde.
Allerdings zeigten sich durchaus Veranderungen des Zellmetabolismus, welche
insbesondere fur die Entgiftung von Ammoniak interessante Perspektiven
aufzeigen. Hierfur scheinen die Zelllinien Huh7 oder AKN1 am geeignetsten zu
sein, wobei erstere als einzige untersuchte Zelllinie zusatzlich noch relevante
Mengen an Albumin herstellte. Im Hinblick auf die Biotransformation konnten
hingegen nur signifikante Veranderungen fur einzelne Enzyme der Cytochrom
P450-Familie gezeigt werden, wobei die Zelllinie HepG2 am meisten Potential
als Alternative zu pHHs nach 48-stiindiger Modifikation durch

20 uM 5-Azacytidin zeigte. Durch die relativ neu entdeckte Rolle der Epigenetik
in Tumorgenese und Zelldifferenzierung und damit auch im Zellmetabolismus
steht in Zukunft ein breites Feld zur Forschung offen. Es ist nicht
auszuschliefen, dass durch einen anderen Ansatz zur epigenetischen
Modifikation oder eine Kombination von verschiedenen Behandlungen
hepatozellulare Zelllinien wieder zu normalem Zellmetabolismus konvertieren
und somit dauerhaft verfugbare Zellen fur In-vitro-Tests oder aber auch
Therapiealternativen fur Krebspatienten und Leberersatztherapien geschaffen

werden konnten.
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5. Zusammenfassung

Goldstandard zur Erforschung des Arzneimittelmetabolismus ist der primare
humane Hepatozyt, wobei aufgrund von Spenderknappheit eine optimale
Alternative wanschenswert ist. In dieser Arbeit wurden vier Zelllinien (HepG2,
Huh7, HLE und AKN1) untersucht, deren Zellmetabolismus mithilfe der
epigenetischen Modifikatoren 5-Azacytidin und Vitamin C verbessert werden
sollte. Die Stimulation der Zellen erfolgte flr 48 Stunden in vier Ansatzen, d.h.
unbehandelte Zellen als Kontrolle sowie Inkubation mit 20 yM 5-Azacytidin oder
1 mM Vitamin C-2-Phosphat oder einer Kombination aus 10 uM 5-Azacytidin mit
0,5mM Vitamin C-2-Phosphat. Es wurden reprasentative Marker flr
Zellfunktionen im Sinne der Exkretion (Biotransformation und Harnstoffzyklus),
Synthese (Albumin) und Zellviabilitat in Hepatozyten ausgewahlt. Anhand
etablierter Methoden wurden Ergebnisse zum einen auf der Ebene der Aktivitat
fur die Exkretionsfunktionen (fluorometrische Substanzumwandlung fur Enzyme
der Biotransformation und Absorptionsmessung fur die Harnstoffproduktion)
bzw. durch Nachweis von vorhandenem Protein fur die Synthesefunktion
(Albumin-ELISA mit Lumineszenzdetektion) gesammelt und zum anderen auf
Ebene der Genexpression eine Analyse der mRNA (semiquantitative PCR)
durchgefuhrt. Informationen zur Zellviabilitdt wurden mittels Mikroskopie,
Resazurinkonversion und LDH-Messung erlangt. Zusatzlich zur Beurteilung der
metabolischen Veranderungen wurden Veranderungen der Genexpression fur
die DNA-Methyltransferasen nach epigenetischer Modifikation mithilfe von
semiquantitativer PCR bestimmt, da die Grundlage dieser Forschungsarbeit auf
einer Erhohung eben dieser Enzyme basierte. Hierfur wurde zunachst eine real-
time-PCR mithilfe des ,Chromatinarray fur Epigenetik-modifizierende Enzyme*
durchgefuhrt. Es zeigte sich in allen unbehandelten Zelllinien ein verandertes
Expressionsmuster der DNA-Methyltransferasen 1, 3A und 3B. In dieser Arbeit
konnten keine signifikanten Anderungen derselben auf Ebene des mRNA-
Gehalts nach 48-stundiger epigenetischer Modifikation durch Azacytidin oder
Vitamin C nachgewiesen werden.

5-Azacytidinbehandlung alleine zeigte im Hinblick auf die Zellviabilitat eine

Verminderung des Wachstums bei erhdhter Toxizitat. Die Kombination von

103



Azacytidin und Vitamin C-2-Phosphat zeigte diskret schwachere Auswirkungen
(ohne statistisch relevanten Unterschied zu alleiniger Azacytidinstimulation).
Ergebnisse der Stimulation mit Vitamin C-2-Phosphat alleine waren nicht in
allen Zelllinien einheitlich. Beide Substanzen zeigten Potential fur eine
zuklnftige Therapieoption fir Patienten mit hepatozellularen Karzinomen.

In dieser Arbeit wurden vereinzelt relevante Einfllisse von epigenetischer
Stimulation auf die Enzymaktivitat der Phase |- und II-Enzyme ohne statistisch
signifikante Unterschiede in der Genexpression fur verschiedene Zelllinien
nachgewiesen. Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte allerdings
die Zelllinie HepG2 nach 48-stiindiger Modifikation durch 20 uM 5-Azacytidin
das grofdte Potential zur weiteren Verbesserungen in Hinblick auf die Enzyme
der Biotransformation.

Die Harnstoffproduktion liel3 sich in allen getesteten Zelllinien mithilfe von
Azacytidinstimulation steigern. Wohingegen deutliche Unterschiede in der
Genexpression der Enzyme des Harnstoffzyklus in den verschiedenen Zelllinien
beschrieben werden konnten (ohne statistische Relevanz). Insbesondere fur
AKN1 und Huh7 Zellen wurden hohe Harnstoffproduktionen nach
Azacytidinstimulation nachgewiesen. Sie kdnnten daher eine interessante
Perspektive flr Leberersatzverfahren darstellen.

Albuminsekretion kann nur in Huh7 Zellen nachgewiesen werden, wohingegen
nur in HepG2 Zellen eine signifikante Steigerung der Albumingenexpression
durch Stimulation mit 20 uM 5-Azacytidin gezeigt werden konnte.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass mittels des hier durchgefuhrten
Stimulationsprotokolls keine der Zelllinien einen idealen Ersatz fur primaren
humanen Hepatozyten in praklinischen Untersuchungen liefern konnte. Die
charakteristische Zusammensetzung des Enzymhaushaltes konnte nicht
wiedererlangt werden.

Es ist zu hoffen, dass weitere Forschungen unter anderem im Bereich der
Epigenetik innovative Moglichkeiten im Hinblick auf praklinische
Arzneimitteltests sowie Therapiemaoglichkeiten flr Leberkarzinome und

Leberversagen liefern.
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