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Zusammenfassung

Hauptverantwortlich flir die steigende Inzidenz metabolischer und kardiovaskuldrer
Erkrankungen ist die gesteigerte Zufuhr von Lipiden mit der Nahrung. Den Enterozyten des
Duodenums und Jejunums, den proximalen Teilen des Diinndarms, wird eine essentielle Rolle in
der Absorption alimentarer Lipide und der anschlieBenden Produktion Triglyzerid (TG)-reicher
Lipoproteine beigemessen. Nach luminaler Spaltung der TGs in freie Fettduren (FS) und
Monoacylglyzerin (MG) werden diese Hydrolyseprodukte tber die apikale Seite der Enterozyten
aufgenommen, ehe sie im Endoplasmatischen Retikulum (ER) zu neuen TGs resynthetisiert und
als zytosolische Lipid-Droplets (LDs) gespeichert oder als Chylomikronen (CMs) in die Blutbahn
abgegeben werden. CMs stellen neben den very low density lipoproteins (VLDL) die wichtigste
TG-Quelle fiir periphere Zellen und Gewebe dar und gelten als Charakteristika der
postprandialen Hypertriglyzeridamie.

Die Aktivitat der Adipose Triglyceride Lipase (ATGL), die sowohl im Fettgewebe, als auch in
anderen Geweben durch Initiierung der neutralen Lipolyse essentiell fliir den TG-Katabolismus
ist, wird durch das Protein Comparative Gene Identification 58 (CGI-58) um das 20-fache
verstarkt. Eine Mutation des humanen CGI-58 fiihrt zur Entstehung des Chanarin-Dorfman
Syndroms (CDS), charakterisiert durch ektopischen Lipidakkumulationen besonders in Leber,
Muskel, intestinaler Mukosa, Leukozyten und der Haut. Die Rolle von CGI-58 im Diinndarm, ins
Besondere in der intestinalen Lipidabsorption und im intestinalen Lipidmetabolismus ist
weitestgehend unbekannt.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit den Konsequenzen einer darmspezifischen CGI-58 Defizienz
(CGI-58 iKO) hinsichtlich des intestinalen Lipidmetabolismus. Nach gezieltem Ausschalten dieses
Gens spezifisch im Darm mithilfe des Cre/LoxP-Systems, wurden die Auswirkungen beziiglich
ektopischer Lipidakumulationen, Lipidabsorption und Lipidmetabolismus, sowie auf
Plasmalipide und Plasmalipoproteine analysiert. Dazu wurden von WT- und CGI-58 iKO Mausen
Protein- sowie Lipidgehalte der drei Darmabschnitte (Duodenum, Jejunum, lleum) bestimmt,
diese Beobachtungen via histologischer Spezialfirbungen (Olrot) verifiziert, ein
Genexpressionsprofil den Lipidmetabolismus betreffend (Lipogenese, Lipolyse, B-Oxidation) via
gRT-PCR erstellt und anhand einer radioaktiven Absorptionsstudie die Resorption alimentarer

Lipide untersucht.



Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine intestinale CGI-58 Defizienz zu
intestinalen Lipidakkumulationen fiihrt, was eine essentielle Rolle des ATGL-Coaktivators in der
Hydrolyse der TG-Speicher indiziert. Des Weiteren konnte auch eine gesteigerte intestinale
Lipidabsorption bei intestinaler CGI-58 Defizienz beobachtet werden, wahrend die
Plasmaparameter unbeeinflusst blieben. Den Cholesterinmetabolismus betreffend zeigten sich
keinerlei Effekte bei intestinaler CGI-58 Defizienz.

Da sich auch weitestgehend kein Einfluss von CGI-58 iKO auf die Gen- und Proteinexpression der
ATGL zeigte, wird ein direkter Effekt von CGI-58 iKO auf die ATGL-Regulation im Darm
ausgeschlossen. Die beobachteten Lipidakkumulationen werden daher eher auf eine gesteigerte
Lipidabsorption als eine verminderte Lipolyse zurlickgefihrt. Um diese Hypothese zu bestatigen,

sollte ein ATGL-Aktivitatsassay durchgefiihrt werden.

Da Lipidmetabolismus und die Entstehung bzw. Konsequenzen von ER-Stress in engem
Zusammenhang stehen, liegt ein weiterer Fokus dieser Arbeit in der Untersuchung des
Einflusses von ER-Stress auf den intestinalen Lipidstoffwechsel.
Wahrend die Aktivierung ER-Stress-assoziierter Pathways zu Veranderungen der
Lipidhomoostase bzw. zu gesteigerter Lipogenese fiihren kann, so induzieren freie FS bzw.
Anomalien im Fettstoffwechsel ER-Stress. So speichert das Fettgewebe freie FS in Form von TGs
in LDs, wahrend andere Zelltypen, wie beispielsweise Hepatozyten oder Enterozyten, einen
limitierten Lipidspeicher aufweisen. Wenn die FS-Pufferkapazitat einer Zelle Gberschritten wird,
konnen die daraus resultierenden erhéhten FS-Konzentrationen cytotoxisch wirken. Dies nennt
man Lipotoxizitat, die wiederum mit endoplasmatischem Retikulum (ER) Stress assoziiert ist.
Hier konnten wir zeigen, dass eine kiinstliche Induktion von akutem ER-Stress via
Tunicamycin (TM) zu gesteigerten hepatischen TG-Akkumulationen fiihrt, wahrend intestinal
verminderte Cholesterinkonzentrationen beobachtet werden kdnnen. Insgesamt findet sich ein
deutlicher Zusammenhang zwischen TM-Behandlung und Cholesterinmetabolismus. So fiihrt ein
pharmakologisch induzierter ER-Stress auch zu verminderten Plasma-
Cholesterinkonzentrationen und deutlich reduzierter intestinaler und hepatischer

Cholesterinabsorption.



Abstract

The main reason for the increased incidence of metabolic disorders and cardiovascular diseases
is the raise in dietary fat intake. Enterocytes of the duodenum and jejunum, the two proximal
parts of the small intestine, play a major role in the absorption of dietary lipids and in further
triglyceride (TG)-rich lipoprotein production. After lumenal hydrolysis of TGs into free fatty acids
(FFA) and monoacylglycerol (MG), these hydrolysis products are taken up by the apical side of
the enterocytes, resynthesized to TGs in the endoplasmic reticulum (ER) and either used for
chylomicron (CM)-synthesis or serve as a transient lipid storage in form of cytosolic lipid
droplets (LDs). CMs and very low density lipoproteins (VLDL) represent the two main TG-sources
for peripheral cells and tissues and are characteristics of the postprandial hypertriglyceridemia.

The activity of the adipose triglyceride lipase (ATGL), which mediates the initial step in

neutral lipolysis in adipose and non-adipose tissues, is stimulated by its coactivator comparative
gene identification 58 (CGI-58) up to 20-fold. Mutations in human CGI-58 gene lead to
development of the Chanarin-Dorfman Syndrom (CDS), characterized by ectopic lipid
accumulations in liver, mucle, intestinal mucose, leukocytes and skin. As the role of CGI-58 in
the small intestine has not been addressed so far, we created intestine-specific CGI-58 KO mice
(CGI-58 iKO) to analyze the consequences of intestinal CGI-58 deficiency on intestinal lipid
metabolism.
After knockout of CGI-58 exclusively in the small intestine we checked the influences on ectopic
lipid accumulations, lipid absorption, as well as on plasmalipids and plasmalipoproteins.
Therefore we analyzed protein- as well as lipidlevels in all three parts of the small intestine,
verified these observations with special histological dyes, created an expression profile of genes
involved in the lipid metabolism (lipogenesis, lipolysis, B-oxidation) using qRT-PCR, and finally
investigated the resorption of dietary lipids by performing an radioactive absorption study.

Our results evidence a role of CGI-58 in hydrolysis of the TG storage pool because of
huge accumulations of neutral LDs in the small intestine. Further we demonstrate that intestinal
lipid absorption is increased when CGI-58 is missing, while plasmaparameters aren’t affected.
There’s no influence of intestinal CGI-58 deficiency on cholesterol metabolism.

Since CGI-58 iKO reveals no alterations neither in the mRNA- nor in the proteinexpression of

ATGL, we suggest that CGI-58 iKO has no direct effect on the regulation of ATGL in the small



intestine. Therefore, the observed accumulations of TGs in the small intestine maybe are due to
the increased intestinal TG-absorption, rather than to a decreased lipolysis. To further confirm

this hypothesis we should perform an ATGL-activity assay.

Because lipid metabolism and the induction as well as the consequences of ER-Stress are closely
linked with each other, this work is also focusing on the impact of pharmacological induced ER-
Stress on intestinal lipid metabolism.

Since activation of ER-stress associated pathways results in alterations of lipid homeostasis as
well as increased lipogenesis, free fatty acids (FFAs) or anomalies in the lipid metabolism in turn
can induce ER-stress. Cells of the white adipose tissue can store FFAs as TGs in cytosolic LDs,
non-adipocytes like hepatocytes and enterocytes have a limited lipid-storage. If the FA-puffer
capacity of a cell is exceeded, this subsequent increase in FA-concentrations can act cytotoxic,
which is termed lipotoxicity — again associated with ER-stress.

Our data demonstrates, that pharmacological induction of acute ER-stress via
Tunicamycin (TM) leads to increased hepatic TG-accumulations, as well as decreased intestinal
cholesterol-accumulations. There’s a clear link between TM-treatment and cholesterol
metabolism, confirmed by decreased plasma cholesterol concentrations, decreased cholesterol
absorption as well as significantly reduced intestinal and hepatic resorption of dietary

cholesterol.
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1 Einleitung

1.1 Lipidmetabolismus

Der Lipidmetabolismus besteht aus anabolen (Lipogenese) und katabolen (Lipolyse)
Mechanismen, die fiir die Balancierung des Energiegleichgewichts im Organismus essentiell sind
(Abb.1). Diese Arbeit fokussiert sich auf die Absorption Uber die Nahrung aufgenommener
Lipide, sowie den darauffolgenden Katabolismus neutraler Lipide (neutrale Lipolyse), ins

Besondere von Triglyzeriden (TGs).

Abb. 1: Anabole und katabole Pathways des Lipidmetabolismus.

Lipolyse (katabolisch): Resorbierte Triglyzeride (TGs) aus der Nahrung

AN
Ccorst Pas)

Katabolismus Anabolismus

werden durch die Adipose Triglyceride Lipase (ATGL) initial zu

ArcY E L < Diacylglyzeriden (DGs) hydrolysiert, die weiters durch die hormonsensitive

DGs i ‘,3; Lipase (HSL) in Monoacylglyzeride (MGs) gespalten werden. Im letzten

_HsL L g Schritt erfolgt die Hydrolyse der MGs in Glyzerin, katalysiert durch die

" MGs " Eﬁ Monoacylglycerol-Lipase (MGL). In jedem Schritt wird jeweils eine

ML g Fettsdure (FS) - Kette abgespalten. Lipogenese (anabolisch): tGber den MG-
FFS ®

. Pathway werden aus MG und freien FS (FFS) schlussendlich mithilfe
Glyzerin

FFS

verschiedener Enzyme (monoacylglycerol:acylCoA transferase, MGAT;
diacylglycerol:acylCoA transferase, DGAT) wieder TGs synthetisiert. [1]

Verdndert iibernommen.

1.1.1 intestinale Lipidabsorption

Lipide aus der Nahrung wie Cholesterinester (CE), TGs und Phospholipide (PL) werden bereits
durch orale Enzyme, gefolgt von Enzymen im Magen verdaut. AnschlieRend werden die Lipide
im Darm (Duodenum) mit Gallensaft emulgiert, hydrolysiert und als Mizellen verpackt.

(reviewed in [2])

1.1.1.1 Triglyzeridabsorption

Die Enterozyten in Duodenum und proximalem Jejunum spielen die wichtigste Rolle in der
Lipidabsorption. Nach der Spaltung der Nahrungslipide durch die gastrische Lipase werden TGs
anschliefend im intestinalen Lumen durch die pankreatische TG-Lipase gespalten. (reviewed in
[3]) Durch die bevorzugte Hydrolyse der Fettsdure (FS)-Reste an den sn-1 und sn-3 Positionen
des Glyzerins werden vorwiegend 2-Monoacylglyzeride (MGs) und freie FS (FFS) tiber die apikale

Seite der Enterozyten mithilfe verschiedener Transportproteine aufgenommen. Eine

1|Seite
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Isomerisierung des 2-MGs in 1-MGs in einem wassrigen Milieu kann vorkommen, braucht
allerdings langer als die intestinale Resorption von 2-MG. [4] Sowohl 1-MG als auch 2-MG
konnen in einer enzymatischen Reaktion, mediiert durch die pankreatische Lipase oder die
Cholesterinesterase, zu FFS und Glyzerin gespalten und diese Hydrolyseprodukte ebenfalls
mithilfe verschiedener Transportproteine aufgenommen werden (Abb.2). (reviewed in [5])
Diese Transportproteine lassen sich in drei Hauptklassen einteilen: periphere Plasmamembran-
FS-Bindeproteine (FABPpm), FS-Transportproteine (FATP) und FS-Translokasen/ Cluster
Determinant 36 (FAT/CD36). (reviewed in [6]) Durch Nahrungslipide, sowie bei genetisch
bedingter Fettleibigkeit und Diabetes mellitus wird die Expression von FAT/CD36

hinaufreguliert. [7]
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Abb. 2: Modell des Transports und der Verteilung von Neutrallipiden mit Fokus
auf LD- und CM-Synthese.

TGs werden im Jejunum luminal in FS und 2-MG hydrolysiert, die anschlieRend von den
Enterozyten aufgenommen und an der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER)
wieder in neue TGs umgewandelt werden. Neusynthetisierte TGs akkumulieren
anschlieBend in der Phospholipid (PL)-Membran des ERs. Das ApolipoproteinB-48 (apoB-
48)/PL-reiche Partikel fusioniert mit einem Lipid-Trépfchen (lipid droplet, LD) des ER-
Lumens, um — unter Beteiligung des mikrosomalen TG-Transportproteins (MTP) — ein
Chylomikron (CM) zu bilden. So entstandene CMs werden Uber den Golgi-Apparat zur
basalen Seite der Enterozyten transportiert und in die Zirkulation abgegeben, um den
Organismus mit Lipiden zu versorgen. Nach einer akuten Lipidzufuhr durch die Nahrung
bilden sich auch zytosolische LDs aus dem ER, die als voriibergehende Lipidspeicher
agieren. Diese zytosolischen LDs werden fir die CM-Synthese via Hydrolyse/Re-

Esterfizierung und/oder Autophagie mobilisiert. [3] Unverdndert libernommen.
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1.1.1.2 Cholesterinabsorption

Die Cholesterin-Absorption wird durch verschiedene Proteine, wie Niemann-Pick C-1-like 1
(NPC1L1), ATP-binding cassette proteins (Abca) oder CD36 vermittelt. Freies Cholesterin wird in
den Enterozyten entweder sekretiert oder via acyl-CoA:cholesterol-acyltransferase 2 (Acat2) zu
Cholesterinester konvertiert. (reviewed in [8]) Prinzipiell werden aus der Nahrung etwa 50% des

Cholesterins intestinal resorbiert, wahrend der Rest ausgeschieden wird. (reviewed in [9, 10])

1.1.1.3 Phospholipidabsorption

Das dominanteste PL im intestinalen Lumen ist Phosphatidylcholin (PC), das in Form von
gemischten Mizellen zusammen mit Cholesterin und Gallensalzen transportiert wird. (reviewed
in [5]) PL aus der Nahrung und der Galle, werden primar durch die pankreatische Phospholipase
A2 (PLA2) in Lysophosphatidylcholin und FFS gespalten, die anschlieBend durch passive
Diffusion und/oder spezifische Transporter von den Enterozyten aufgenommen werden. An der

ER-Membran werden dann neben TGs auch wieder Phospholipide synthetisiert. [11, 12]

1.1.2 Chylomikronen- und Lipoproteinsynthese

1.1.2.1 Intestinale Chylomikronsynthese

Die Hydrolyseprodukte werden intrazelluldr via zytosolischer FS-Bindeproteine (FABPc) zum
endoplasmatischen Retikulum (ER) transportiert und daraus Uber zwei verschiedene Wege
(Glyzerinphosphat- und Monoacylglyzerin-Weg) wieder TGs synthetisiert. (reviewed in [13]) Die
TG-Synthese (iber den Monacylglyzerin-Weg erfolgt durch initale Konvertierung von MG und FS
Uber die monoacylglycerol:acylCoA tansferase (MGAT) in DGs, die anschlieRend lber die
diacylglycerol:acylCoA tansferase (DGAT) in TGs umgewandelt werden. [11, 12] Bei exzessiver
Fettzufuhr kénnen die neusynthetisierten TGs auch in der PL-Doppelschicht der ER-Membran
akkumulieren, und translozieren anschlielend als Lipid Tropfchen (lipid droplet, LD) in das
Zytosol. [14] Der Aufbau und die Funktion dieser transienten Lipidspeicher werden in Kapitel
1.1.4 genauer erldutert.

Die Synthese von Chylomikronen (CMs) erfolgt Uber zwei Schritte: Zuerst werden
neusynthetisierte TGs/PLs mithilfe des mikrosomalen TG-Transportproteins (MTP) mit
ApolipoproteinB-48 (ApoB-48) assoziiert und bilden anschlieRend durch Fusionierung mit LDs

des ER-Lumens prechylomicron transport vesicles (PCTVs), die mit dem cis-Golgi fusionieren.
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CMs bestehen hauptsachlich aus TGs, aber auch aus Cholesterinestern und Phospholipiden.
AnschlieBend werden diese Partikel vom trans-Golgi an die Plasmamembran transportiert und
dort in die Lymphe sekretiert, bis sie zum Schluss lGber den Ductus thoracius in die Blutbahn
abgegeben werden. (reviewed in [6, 13])

Die in der Blutbahn zirkulierenden naszierenden CMs reifen durch Kontakt mit ApolipoproteinE
(ApoE)- und ApolipoproteinC-Il (ApoC-ll)- Proteinen des high-density Lipoproteins (HDL). Die
Lipoprotein-Lipase (LPL) wird durch ihren Cofaktor ApoC-Il aktiviert und stellt durch Hydrolyse
der TGs den peripheren Geweben des Organismus freie FS und Glyzerin zur Verfliigung. Das
Ubrig gebliebene Partikel wird als CM-Remnant bezeichnet. (reviewed in [15, 16]) CE-reiche CM-
Remnants, die neben CEs auch fettlosliche Vitamine, ApoB-48 und ApoE beinhalten, werden
durch spezifische Bindung an ApoE-Rezeptoren der Lebermembran und anschlielende
Endozytose via low-density lipoprotein (LDL) receptor-like protein abgebaut und somit aus der
Zirkulation entfernt. Die Lipide werden im Anschluss fiir die Synthese von very low-density

Lipoproteinen (VLDLs) oder HDLs herangezogen. (reviewed in [16])

1.1.2.2 Hepatische Lipoproteinsynthese

TGs und Cholesterin werden in der Leber durch MTP mit ApolipoproteinB-100 (ApoB-100)
zusammengefiigt und bilden so naszierende VLDL-Partikel, die erneut in die Blutzirkulation
abgegeben werden. Neben CM stellt VLDL die wichtigste TG-Quelle fiir periphere Zellen und
Gewebe dar. Durch die LPL wird eine Umwandlung der VLDL-Partikel in intermediate-density
Lipoproteine (IDL) katalysiert, die wiederum durch die hepatische Lipase in LDL umgewandelt
werden. (reviewed in [17]) AbschlieBend werden sowohl LDL als auch IDL via hepatischer LDL-
Rezeptoren gebunden. Nach Bindung von LDL an den LDL-Rezeptor wird der Komplex
internalisiert und zum Endosom transportiert. Wahrend der Rezeptor anschlieBend wieder an
die Zelloberflache zurlicktransportiert wird, wird der Inhalt der Endosomen den Lysosomen
zugefiihrt, in denen die LDL-Partikel durch die lysosomal acid lipase (LAL) hydrolysiert werden.

(reviewed in [18])
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1.1.2.3 TRL-Assemblierung: Unterschiede Darm/Leber

Zu Triglyzerid-reichen Lipoproteinen (TRLs) zdhlen neben den CMs, die von den Enterozyten
synthetisiert werden, auch VLDLs der Hepatozyten. Diese Partikel werden entweder direkt
(Leber) oder tber das lymphatische System (Darm) in die Blutzirkulation abgegeben. Beide
Formen beinhalten eine Vielzahl an austauschbaren Apolipoproteinen, wobei ApoB das
dominanteste nicht-austauschbare Apolipoprotein der CM- und VLDL-Partikel darstellt. Dabei
sind die intestinal sekretierten CMs mit ApoB-48, die hepatischen VLDLs mit ApoB-100 assoziiert
(Abb.3). In der Maus sind diese zwei Organe jedoch nicht anhand ihrer ApoB-Variante zu
unterscheiden, da hier auch intestinal ApoB-100 sekretiert wird. Ein weiterer Unterschied dieser
zwei Lipoproteine liegt darin, dass CMs ausschlieflich postprandial, und VLDLs sowohl im
gefasteten, als auch postprandialen Zustand sekretiert werden. [19, 20] Diese postprandiale
Lipdmie ist in der Forschung besonders aufgrund ihres Risikofaktors fir kardiovaskulare
Erkrankungen von Interesse. Vorangegangene Studien zeigten, dass nicht wie anfanglich

geglaubt, CMs und CM-Remnants (ApoB-48) [21], sondern VLDL-Remnants (ApoB-100) die

charakterisitschen Lipoproteine in der postprandialen Hyperlipidamie darstellen. [19]

Abb. 3: Lipoproteinmetabolismus.

L B
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Die intestinal produzierten CMs enthalten ApoB-48, ApoA-I,
ApoC-l, ApoC-Il und ApoC-Ill. Die durch die LPL gespaltenen
CMs (CM-Remnants) werden von Hepatozyten aufgenommen.

In der Leber wird ApoB-100-reiches VLDL und unreifes HDL

Chylomicron P t t . . . . .
apoB43 deB m DL iDL gebildet. VLDL wird in der Blutzirkulation zu IDL und LDL
apoA-I apoE . apoA-LII  apoA-LII
apoC-LILIII D = . «=) @ apoE apoE hydrolysiert, wahrend das naszierende HDL reift und als reifes
VLDL IDL LDL . _— . .
apoB100 apoB100 apoB100 HDL eine wichtige Rolle im reversen Cholesterintransport
apoC-III apoE
apoE spielt. [22] Unverandert iibernommen.

1.1.2.4 Lipoproteine: klinische Bedeutung

Eine Storung des Lipoproteinmetabolismus ist mit zahlreichen Erkrankungen, wie beispielsweise
Diabetes mellitus, Hypothyroidismus und Nierenerkrankungen, assoziiert. So resultiert Diabetes
mellitus in einer Defizienz der Insulin-regulierten LPL mit folglicher Typl-Hyperlipoproteinamie,
wahrend Diabetes mellitus und Hypothyreoidismus zu einem erhdhten Risiko fir
Hypercholesterindmie und Atherosklerose fiihren. Dies ist auf den positiven Effekt von Insulin
und Schilddriisenhormonen auf hepatische LDL-Rezeptor Interaktionen zurlickzufiihren, der bei

Diabetes mellitus und Hypothyreose fehlt und zu einer verminderten hepatischen LDL-

5|Seite



Masterarbeit

Kor

belius Melanie, 1130701

Aufnahme und -Metabolismus filihrt. Tabelle 1 zeigt einige der bisher bekannten Formen der

familidaren Hyperlipoproteindmie und deren Ursache bzw. Folgen. (reviewed in [23])

Tabelle 1: Formen der Hyperlipoproteinamie.

Typ |
familidre LPL-Defizienz /
Hyperchylomicrondmie

e |PL-Defizienz

e Produktion von abnormalem LDL

e ApoC-ll Defizienz

Behandlung: Ernahrungsumstellung
(wenig Fett, komplexe Kohlenhydrate).
Kein erhohtes Risiko fiir Erkrankung der
Koronararterien.

Typ IIA
familiare
Hypercholesterindamie

LDL-Rezeptor Defekt (4 Klassen)

Flhrt zu Atherosklerose und Erkrankung
der Koronararterien.

Typ I
familiare
Dysbetalipoproteindmie

Beeintrachtigung der hepatischen
Remnant-Clearance durch ApoE-
Abnormalitat. Patienten exprimieren
nur ApoE,-Isoform

Resultiert in Entstehung von
Xanthomen, Hypercholesterindmie und
Atherosklerose in peripheren und
koronaren Arterien durch erhohte CM
und VLDL-Level.

Typ IV
familiare
Hypertriglyzeridamie

Erhohte VLDL-Produktion, assoziiert
mit Glukoseintoleranz und
Hyperinsulindmie

Assoziiert mit Typ-Il Diabetes mellitus
und Fettleibigkeit

Typ V

Erhohte CM- und VLDL-Gehalte
durch unbekannte Ursache

Hypertriglyzeridamie und
Hypercholesterindmie mit verminderten
LDLs und HDLs

Familidres Liganden-
defektes ApoB

2 verschiedene Mutationen, die zu
verminderter Affinitdt des LDLs zum
LDL-Rezeptor fiihren

Drastische Erhéhung der LDL-Level, kein
Effekt auf HDL, VLDL und TG. Ursache
far Hypercholesterinamie und
Erkrankungen der Koronararterien

familidre LCAT-
Defizienz
Norum-Krankheit;
Fischaugen-Krankheit

HDL kann durch LCAT-Defizienz kein
Cholesterin aufnehmen (reverser
Choelsterintransport)

Verminderte CE-Plasmaspiegel,
abnormale LDLs und VLDLs, diffuse
Hornhauttriibung, hamolytische
Andmie, Proteinurie mit
Niereninsuffizienz

Wolman’s Erkrankung
Cholesterinester-
Speicherkrankheit

Defekt in lysosomaler CE-Hydrolase;
LDL-Metabolismus beeinflusst

Flhrt zu Hypercholesterinamie,
Atherosklerose und Erkrankung der
Koronararterien

Heparin-lésbare
hepatische TG-Lipase
Defizienz

Defizienz der TG-Lipase fuhrt zu
Akkumulation TG-reicher HDLs und

Resultiert in Bildung von Xanthomen
und Erkrankung der Koronararterien

VLDL-Remnants (IDLs)
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Besonders das Lipoprotein(a) (Lp(a)) spielt eine essentielle Rolle in der Pathogenese der
Atherosklerose und kardiovaskularen Erkrankungen, wahrend die physiologische Rolle bis dato
ungeklart ist. (reviewed in [24]) Es besteht aus einem LDL-Kern, der mit Apolipoprotein(a) durch
Disulfidbriicken verbunden ist und wird in der Leber synthetisiert. Einige Studien konnten in den
letzten Jahren zeigen, dass erhohte Lp(a)-Plasmaspiegel einen Risikofaktor fir die Entstehung
atherosklerotischer Erkrankungen darstellen. [25] Innerhalb der Zirkulation kénnen Lp(a)-
Molekile oxidativ modifiziert werden. Diese oxidierten Lp(a)s, sowie auch Lp(a) selbst
interagieren Uber Scavenger-Rezeptor Aufnahme mit Makrophagen, was in einer
Cholesterinakkumulierung und Schaumzellenbildung resultiert. Oxidiertes Lp(a) wird schneller
phagozytiert als andere Lipoproteinpartikel und akkumuliet daher stark im Subendothel. Dies
fihrt zur Atherogenese und stellt somit den direkten Zusammenhang zwischen den Lp(a)-
Plasmaspiegeln und der Erkrankung der Koronararterien dar. Eine andere Modifizierung von
Lp(a) durch Glykierung tragt ebenfalls zur Atherogenese bei und korreliert stark mit dem
Schweregrad der bei Typll Diabetes beobachteten Hyperglykdmie. Des Weiteren konnte auch
eine antifibrinolytische Wirkung von Lp(a) nachgewiesen werden, indem es die Bindung von
Plasminogen an die Endothelzellen, sowie auch dessen Bindung an Fibrinogen und Fibrin
inhibiert, infolgedessen die Aktivierung des Plasminogens zu Plasmin vermindert und der durch
z.B. GefaRverletzung hervorgerufene Thrombus durch Plasmin nicht abgebaut werden kann.
(reviewed in [23])

Bei Personen, die nicht an einer familidren Hyperlipoproteindmie leiden, findet die
Atherogenese in der postprandialen Periode statt. [21] Postprandial werden die absorbierten
Lipide in Form von CMs in die Peripherie transportiert, wahrend die nach der Spaltung durch die
LPL entstandenen CM-Remnants von glatten Muskelzellen der Arterien aufgenommen werden
und somit zur Entstehung von Atherosklerose beitragen kénnen. Die Rolle von Nahrungslipiden
konnte u.a. durch Zusammenhange zwischen Atherosklerose und einem verzégerten Abbau
postprandialer TRLs, dem Vorhandensein von ApoB-48 in atherosklerotischen Plaques, sowie
der Aufnahme von CM-Remnants in die Arterienwand gezeigt werden. Igbal et al. konnten
anhand von IrelB’/'/ApoE'/'Méusen zeigen, dass eine IrelB-Defizienz unabhadngig vom
genetischen Hintergrund zu einer Hyperlipidamie fihrt. Das Ausschalten von IrelB, einem

Enzym das nur intestinal exprimiert wird und durch Regulation des MTPs — das verantwortliche
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Chaperon fiir die Assemblierung und Sekretion von ApoB-Lipoproteinen — die intestinale
Lipidabsorption supprimiert, resultiert in einer erhdhten intestinalen Lipidabsorption ohne
Veranderung der hepatischen Lipoprotein-Produktion. Bei IrelB'/' kommt es zu einer Erhohung
der intestinalen MTP-Expression, die in einer verstarkten CM-Assemblierung und
Lipidabsorption resultiert und in Abwesenheit von ApoE (ApoE'/') zu einer anhaltenden
Hyperlipidamie fuhrt. Weitere Beobachtungen zeigten, dass eine IrelB-Defizienz in ApoE-KO
Mausen zu verstarkten Atherosklerose fihrt — verglichen zu ApoE'/'-Méusen mit

funktionsfahiger Ire1p. [26]

1.1.2.5 Pharmakologische Intervention

Die postprandialen, aber auch die familiar bedingten Hyperlipoproteinamien sind aufgrund ihres
Risikofaktors fiir kardiovaskulare Erkrankungen in der Forschung von groBem Interesse. Eine
medikamentdose Behandlung, um Plasmalipoproteine und/ oder Plasmacholesterin zu
vermindern, zielt in erster Linie auf die Reduktion des Risikos flir Atherosklerose und koronaren
Herzkrankheiten ab. Vor pharmakologischer Behandlung sollten jedoch Alternativmethoden wie
Erndahrungsumstellung und korperliche Betdtigung vorrangig in Betracht gezogen werden.

Unterscheiden lassen sich hier die Ezetimibe, Statine, Fibrate, Nikotinsdure und Resine.

Ezetimibe

Ezetimibe ist ein Inhibitor der intestinalen Cholesterinabsorption durch Blockierung des
Cholesterintransporters NPC1L1, wird zur Verringerung des zirkulierenden LDL-Cholesterins
herangezogen und beeinflusst als Monotherapie oder in Kombination mit Statinen auch die TG-
und HDL-Plasmaspiegel. Quellen des LDL-Cholesterins sind hepatisches und extrahepatisches

(peripheres) Cholesterin. (reviewed in [9])

Statine

Diese Medikamente wirken als Inhibitor der 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzymeA (HMG-CoA)
Reduktase, dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Cholesterinbiosynthese. Sie fiihren
zu einer erhohten zellularen LDL-Aufnahme durch Hinaufregulierung der LDL-Rezeptoren, da die
intrazellulare hepatische Cholesterinsynthese inhibiert wird und die Zellen somit von
extrazelluldren Cholesterinquellen abhangig sind — wodurch die Plasmacholesterinspiegel

gesenkt werden. Die Nebenwirkungen sind nicht auBer Acht zu lassen, da Mevalonat (das
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Produkt der HMG-CoA Reduktase Reaktion) auch fiir die Synthese anderer wichtiger Isoprenoid-
Stoffe neben Cholesterin bendtigt wird. Statin-Behandlungen werden vorwiegend bei Diabetes
mellitus eingesetzt und gegebenenfalls mit Ezetimibe kombiniert. Neben der
cholesterinsenkenden Wirkung haben Statine auch einige pleiotrope Effekte, wie beispielsweise

eine anti-inflammatorische Wirkung. (reviewed in [23, 27])

Fibrate

Fibrate wie Fenofibrat sind Derivate der Fibrinsdure und gelten als Aktivatoren der peroxisome
proliferator-activated receptor a (PPARa) Proteinklasse. Natiirliche Liganden von PPARa sind
Leukotrien B4, ungesattigte FS und oxidierte Bestandteile von VLDLs und LDLs. Durch
Dimerisierung der PPARs mit retinoid X rezeptors (RXRs), deren Ligand die 9-cis-Retinolsadure
darstellt, werden diese aktiv und regulieren die Expression von Genen, die vorwiegend im
Lipidmetabolismus involviert sind. Durch Fibrat-Behandlung kommt es zu einer Aktivierung von
PPARa in Leber und Muskel: In der Leber resultiert dies in einer gesteigerten B-Oxidation von FS,
gefolgt von einer verminderten hepatischen Sekretion TG- und cholesterinreicher VLDLs, sowie
einer gesteigerten Clearance von CM-Remnants, erhohten HDL-Konzentrationen und einer

gesteigerten LPL-Aktivitat, die fir den Abbau der VLDLs verantwortlich ist. (reviewed in [23])

Nikotinsdure

Niacin bzw. Nikotinsdure wird hauptsachlich fir die Verringerung erhoéhter Lp(a)-Spiegel
eingesetzt. [25] Eine Behandlung mit Niacin fiihrt zu einer drastischen Erhéhung des HDL-
Cholesterins, sowie einer deutlichen Reduktion der VLDL- und LDL-Plasmaspiegel durch
Inhibierung der hepatischen VLDL-Sekretion. Weiters wird durch Nikotinsdaure auch die
Freisetzung von FFS aus dem Fettgewebe supprimiert, indem die Lipolyse inhibiert wird. Als
unangenehmer Nebeneffekt tritt sehr haufig eine Rotung des Gesichts durch starke kutane

Vasodilatation auf. (reviewed in [28])

Resine

Cholestyramine und Colestipol sind nicht-absorbierbare Resine, die Gallensdauren binden, die
anschlieRend nicht von der Leber reabsorbiert, sondern ausgeschieden werden. Der Riickgang
dieser hepatischen Resorption von Gallensdauren [6st einen inhibierenden Feedback-

Mechanismus aus, der die Gallensduresynthese inhibiert. Als Ergebnis wird eine groRere Menge
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Cholesterin zu Gallensduren umgewandelt, um ein konstantes Niveau in Umlauf zu halten.

Zusatzlich wird die Synthese von LDL-Rezeptoren erhoht, um zur Gallensdaureproduktion

vermehrt Cholesterin aufnehmen zu kénnen — die Gesamtwirkung ist damit eine Verringerung

des Plasmacholesterins. Diese Behandlung ist bei Patienten mit homozygoter familidrer

Hypercholesterindmie unwirksam, da diese einen Defekt in den LDL-Rezeptoren aufweisen.

(reviewed in [23])

1.1.3 Lipid-Tropfchen (LDs)

1.1.3.1 Aufbau

LDs dahneln im Aufbau stark den CMs, unterschieden sich von diesen allerdings durch ihre GrolRe,

Lokalisation sowie spezifische Proteine (Tabelle 2). Die LDs bestehen aus einem Kern neutraler

Lipide wie TGs, Cholesterinestern und Sterolestern, umgeben von einem Monolayer aus

amphiphatischen Lipiden wie PL und Cholesterin, sowie von an der LD-Oberflache lokalisierten

Proteinen. Das Proteom der LDs inkludiert neben strukturellen Proteinen der Perilipin-Familie

(Perilipin 1-5) auch Proteine des Lipidmetabolismus, Membrantransports, Zytoskeletts, der

Signaltransduktion, sowie Chaperone (Abb.4).

Murine Enterozyten des Jejunums exprimieren in
vivo einzig Perilipin2 und Perilipin3 an der
Oberflache zytosolischer LDs. [30, 31] Die LDs gelten
als dynamische Organellen der Zelle und werden
durch  Akkumulation  neusynthetisierter  TGs
innerhalb der PL-Doppelschicht der ER-Membran
initial als primordiale Trépfchen gebildet und
wandern als naszierende LDs ins Zytosol. [32] In
Hepatozyten und Enterozyten konnen diese LDs
auch in das ER-Lumen

anstelle des Zytosols

Lipid Droplet
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Abb. 4: Aufbau von Lipid Droplets.

Die im Inneren des LD gespeicherten neutralen Lipide
(TGs, CEs, Sterolester) sind umgeben von einem
Phospholipid-Monolayer. An der Oberflache der LDs
sind viele Proteine lokalisiert. [29] Unverdndert

tibernommen.

abgegeben werden, dem eine TRL-Synthese und anschlieRende Lipidsekretion folgt (siehe CM-

Synthese). Die Lipidverteilung zwischen Zytosol und ER-Lumen ist weitestgehend unklar. Zu TRLs

gehoren ApoB-48 beinhaltende CMs (Enterozyten), sowie ApoB-100 beinhaltende VLDLs

(Hepatozyten). (reviewed in [3])
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Tabelle 2: Unterschied zwischen zytosolischen Lipid Tropfchen und Chylomikronen. [3]

Grolle Bis 6 um 75-1200 nm
L Lumen des sekretorischen Pathways (ER, Golgi)
Lokalisation Zytosol .
und extrazellular
Funktion Intrazellularer Lipidspeicher Lipidverteilung im Organismus
ApoB Nein Ja
Perilipin Ja Nein
1.1.4 Lipolyse
Aus der Nahrung werden neben TGs, die mengenmalig

den grofBten Anteil ausmachen, auch PLs, Sphingolipide
und Cholesterin resorbiert. Durch Lipolyse werden die
Esterbindungen zwischen den Hydroxylgruppen des
Glyzerins und den Carboxylgruppen der FS
aufgespalten, sodass freie FS und freies Glyzerin
entstehen. Fir den Abbau von TGs in FS und Glyzerin
werden drei Enzyme benotigt: Die adipose tissue
triglyceride lipase (ATGL) stellt den initialen Schritt dar,
in dem TGs in Diacylglyzeride (DG) und FS konvertiert
werden. Die hormonsensitive Lipase (HSL) hydrolysiert
DGs in Monoacylglyzeride (MG) und FS, gefolgt von der
Spaltung von MGs durch die MG-Lipase (MGL) (Abb.5).
Glyzerin als Endprodukt der Lipolyse wird haupt-
sachlich in der Leber verwertet und nach Phos-

phorylierung zu a-Glycerophosphat bzw. Oxidation zu

Triacylglycerid

HC-0

H20

Diacylglycerid

Glycerin
He-oH

HC-OH

NNNNNN

H20

Monoacylglycerid

oH

\
|
Abb. 5: Lipolyse.

Resorbierte TGs aus der Nahrung werden durch
die ATGL initial zu DGs hydrolysiert, die weiters
durch die HSL in MGs gespalten werden. Im
letzten Schritt erfolgt die Hydrolyse der MGs in
Glyzerin, katalysiert durch die MGL. In jedem
Fettsdurekette

Schritt  wird jeweils eine

abgespalten. [33] Verdndert lbernommen.

Dihydroxyacetonphosphat in die Glykolyse oder Gluconeogenese eingeschleust. [33]

Vor bereits 40 Jahren entdeckte man die MGL als wichtige Lipase in der TG-Hydrolyse, wahrend

nach der Entdeckung der HSL diese als das hauptverantwortliche Enzym fiir die Spaltung von

TGs gehalten wurde. Als jedoch Haemmerle et al. im Jahr 2002 zeigen konnten, dass durch HSL-

Defizienz keine TG-, sondern DG-Akkumulationen in den Geweben zu hervorgerufen werden,

wurde der HSL eine essentielle Rolle in der Spaltung von DGs in MGs, jedoch nicht in der TG-
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Hydrolyse zugewiesen. [34] Erst im Jahr 2004 wurde dann jenes Enzym entdeckt, das den
initialen Schritt der neutralen Lipolyse mediiert: die ATGL. Dieses Enzym wird der Familie der
Calcium-unabhéangigen Phospholipase A2/Nutrin/Patatin-like phospholipase domain-containing
Proteine zugeordnet und ist daher auch als PNPLA2 oder Desnutrin bekannt. [35, 36] Diese drei
fur den TG-Katabolismus verantwortlichen Enzyme inklusive ihrer komplexen Regulation durch
verschiedene, teilweise noch unentdeckte Effektoren u.a. Hormonen, Zytokinen und
Adipokinen, bilden das sogenannte , Lipolysom®. (reviewed in [37])

Die Regulation des TG-Katabolismus wird in Kapitel 1.1.5.2 anhand der LD-assoziierten Lipolyse

detaillierter behandelt.

1.1.4.1 Bedeutung von freien Fettsduren

Die aus der Lipolyse gewonnenen FS spielen eine wichtige Rolle als Energielieferanten, sowie fir
die Lipidsynthese von u.a. Membranlipiden und Signalstoffen. Sie agieren entweder direkt oder
indirekt als Signalmolekiile und verankern Proteine in biologischen Membranen. (reviewed in
[37]) Vorwiegend werden FS in Form von TGs in LDs des weillen Fettgewebes gespeichert,
wobei TGs auch ektopisch in LDs der Leber, der Skelett- oder Herzmuskulatur oder anderer
Gewebe gespeichert werden kénnen. Trotz ihrer physiologischen Bedeutung ist ein Uberschuss
an FS schadlich fir den Organismus. Erhéhte Konzentrationen an nicht-veresterten FS stéren die
Stabilitat biologischer Membranen, verdndern die Saure-Basen-Homoostase und l6sen die
Produktion schadlicher bioaktiver Lipide aus. All diese Effekte beeintrachtigen die
Membranfunktion und fiihren zu Lipotoxizitit, einem Uberbegriff fiir den resultierenden Stress
im ER, mitochondrialer Dysfunktion, Entziindung und Zelltod. Als Gegenmalinahme kodnnen
einige Zellen nicht-veresterte FS detoxifizieren, indem diese mit Glyzerin zu TGs oder mit

Cholesterin zu CEs verestert werden. (reviewed in [38, 39])

1.1.4.2 Regulation der LD-assoziierten Lipolyse

Wie bereits erwdhnt, werden fiir den Abbau von LD-assoziierten TGs zu freien FS und Glyzerin
drei Enzyme benétigt: ATGL, HSL und MGL. Perilipin kontrolliert sowohl die ATGL- als auch die
HSL-Aktivitat durch Bindung des ATGL-Coaktivators comparative gene identification 58 (CGI-58)
bzw. durch die Regulation der Zuganglichkeit des LDs fiir die HSL. Im basalen Zustand ist CGI-58

mit Perilipin an der Oberflache des LDs assoziiert und befindet sich in raumlicher Nahe zur ATGL.
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Die HSL wiederum ist im Zytosol lokalisiert. In diesem Zustand mediiert die ATGL nur eine basale
Hydrolyse der TGs und erlaubt durch Abwesenheit der HSL — und somit fehlender
DG-Hydrolyse — eine Reesterfizierung der DGs in TGs (Abb.6). [40, 41]

Regulation durch Hormone

basal aktiviert
GPCR
:AMP

Durch eine lipolytische Stimulation, die
bei Nahrungskarenz durch vermehrtes [Hst]
Vorkommen von Katecholaminen und
deren Bindung  an B-adrenerge

Rezeptoren, wie z.B. B3 an der

Zelloberflache von Adipozyten, erfolgt,

wird infolgedessen durch die Bindung

. . . Abb. 6: Lipid Droplet-assoziierte Lipolyse.
stimulatorischer G-Proteine (Gas) an
Im basalen Zustand sind CGI-58 und Perilipin miteinander assoziiert

den G-Protein gekoppelten Rezeptor an die Oberflache des LDs gebunden. Wahrend die HSL vorwiegend

(GPCR) die Adenylatcyclase aktiviert. im Zytosol lokalisiert ist, findet sich die ATGL groRteils an

. . intrazelluldare LDs gebunden, jedoch zu einem geringen Teil auch im
Dadurch  steigen die Level von

Zytosol. Durch Stimulation kommt es zur phosphorylierungs-

cycllschem Adenosmmonophosphat abhdngigen  Dissoziation des CGI-58 von Perilipin und dessen

(cAMP) an und es kommt zur Aktivierung  Assoziation mit ATGL. Unterdessen transloziert die HSL durch

. L. Phosphorylierung via PKA an die Oberflache des LDs, interagiert dort
der cAMP-abhangigen Proteinkinase A phory g &

unabhdngig von der Perilipin-Phosphorylierung mit Perilipin und

(PKA). [1] (reviewed in [42]) Diese seiicht nun eine volistindige Lipolyse. [40] Verandert
phosphoryliert abschlieBRend sowohl HSL  iibernommen.

und Perilipin, wodurch es zur Translokation der HSL vom Zytosol an die LD-Oberflache kommt,
wahrend CGI-58 von Perilipin abdissoziiert und an ATGL binden kann. Dabei wird Perilipin an
Serin 492 oder Serin 517 phosphoryliert, was die hochaffine Bindung zu CGI-58 |6st und eine
Translokation des Cofaktors zur ATGL ermoglicht. Im aktivierten Zustand findet somit die
vollstandige Hydrolyse statt (Abb.6). [40, 41, 43]

Dieser Zustand ist reversibel und kann durch Senkung der zellularen cAMP-Konzentrationen
wieder auf den basalen Wert zuriickkehren. Andere Hormone, die neben den Katecholaminen

zu einer Aktivierung der PKA via GPCR-Stimulation filihren, sind beispielsweise Glucagon,

parathyreoidare  Hormone, Thyrotropin, a-Melanozyten  stimulierendes  Hormon
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(a-MSH) und Adrenocorticotropin. Indes gelten Insulin und der Insulin-like growth factor als

inhibierende Hormone der Lipolyse.

Regulation durch Proteine

Auch Proteine tragen durch direkte oder indirekte Beeinflussung der ATGL entscheidend zur
Regulation des TG-Katabolismus bei: Neben CGI-58, der als Cofaktor die ATGL-Aktivitdt um das
bis zu 20-fache steigern kann, spielen auch Perilipin (s.0.), sowie der pigment epithelium-
derived factor (PEDF) und bestimmte Transportproteine eine essentielle Rolle in der Regulation
der Lipolyse. (reviewed in [37]) So konnten Notari et al. zeigen, dass ATGL, die auch im
Pigment-Epithelium hoch exprimiert wird und an der Plasmamembran lokalisiert an PEDF
bindet, dort als PLA2 agiert. [44] Eine PEDF-Defizienz in Hepatozyten zeigte schliefllich, dass die
Interaktion von ATGL und PEDF auch in Zellen mit intrazelluldr lokalisierter ATGL eine Rolle
spielt, da diese PEDF-Defizienz in einer Anhdufung neutraler LDs resultierte, die durch
Reexpression des PEDF wieder riickgangig gemacht werden konnte. Dies wiederum indiziert
einen aktivierenden Effekt des PEDF auf eine LD-assoziierte, ATGL-mediierte Lipolyse. [45]

Weitere Studien identifizierten den vesikularen Transport der ATGL als essentiellen
Mechanismus fir deren Bindung an die LD-Oberflache. Soni et al. beobachteten bei einer
Defizienz essentieller Komponenten der ER-Golgi Transport-Maschinerie, wie ADP-ribosylation
factor 1 (ARF1), dessen guanidin-nucleotide exchange factor (GEF) GBF1 und dessen Effektor
coatomer protein coat-complex | (COPI), eine Inhibierung der Translokation von ATGL an die
LD-Oberflache. ATGL bleibt unter diesen Umstdnden mit dem ER assoziiert. Auch andere
Proteine dieser Transportmaschinerie wie small GTP-binding protein 1 (SAR1), und dessen
Effektor COPII sind in diesen regulatorischen Prozess involviert. Somit mediieren COPI, COPII
und deren Regulatorproteine die Absonderung der ATGL vom ER an die Oberflache naszierender

LDs. [46]
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1.1.5 CGI-58/ABHD5

Der Katabolismus gespeicherter TGs stellt eine wichtige Energiequelle, sowie auch die Basis fir
Membranlipide und Signalstoffe dar. Zwei Gene, denen eine entscheidende Rolle in der Lipolyse
bzw. Hydrolyse von TGs zugewiesen wird, sind ATGL/PNPLA-2 und CGI-58/ABHD5.
(reviewed in [47])

1.1.5.1 Chemische und strukturelle Eigenschaften

Das CGI-58 Gen besteht aus 7 Exons und besitzt eine Lange von 5030 Basenpaaren. Die mRNA,
bestehend aus 1050 Nukleotiden, wird in ein 39kDa groRes Polypeptid, bestehend aus 349
Aminosauren (AS), translatiert. Das Synonym ABHD5 weist auf die Zugehorigkeit zu einer
Eserase/Thioesterase/Lipase-Familie, der a/B-Hydrolasedoméane-beinhaltenden Proteinfamilie,
die 15 Mitglieder zahlt, hin. In CGI-58 findet sich das a/B-Motiv zwischen den AS 104 und 345.
Weiters besitzt das CGI-58 Protein eine pseudokatalytische Triade an den Positionen
153(Asn)/327(His)/301(Asp). Da das nukleophile Serin des typischen Esterase/Lipase-Motivs
GXDXG in CGI-58 durch ein Asparagin ersetzt ist, weist CGI-58 keine Hydrolaseaktivitat auf.
(reviewed in [47, 48]) Allerdings besitzt das Protein eine intrinsische CoA-abhangige
Lysophosphatidsdure-Acyltransferase (LPAAT)-Aktivitdt, die zur Bildung von Phosphatidylsaure
(PA) fuhrt. Diese LPAAT-Aktivitat findet sich nur bei Lysophosphatidsdure, jedoch nicht bei
anderen Lysophospholipideen oder neutralen Glycerolipiden. Arachidonoyl-CoA und Oleoyl-CoA
gelten als praferierte Substrate des Enzyms. [49, 50] Im Jahr 2012 zeigte McMahon jedoch, dass
diese beobachtete LPAAT-Aktivitdat nicht auf CGI-58 selbst, sondern auf eine

Proteinkontamination durch E.coli (plsC) zurlickzufiihren ist. [51]

1.1.5.2 Physiologische Funktion

In vitro Studien zeigten, dass CGI-58 als Coaktivator der ATGL, jedoch nicht der HSL, agiert.
Durch Interaktion des CGI-58 Proteins mit ATGL wird die TG-Hydrolaseaktivitat des Enzyms um
das bis zu 20-fache gesteigert. [52] Somit spielt CGI-58 durch ATGL-mediierte TG-Hydrolyse eine
wichtige physiologische Rolle in der Generierung von Signallipiden und nachfolgender
Signaltransduktion. (reviewed in [47]) Mutationen im CGI-58 Gen, die zu einer fiir das Chanarin-
Dorfman Syndrom (CDS) typischen AS-Substitution flihren, resultieren in mutierten CGI-58

Proteinen, die nicht in der Lage sind, die ATGL zu aktivieren. [52]
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1.1.5.3 Aktivierung der ATGL

Wie genau CGI-58 mit ATGL interagiert und diese aktiviert, ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht
ausreichend erforscht. Gruber et al. konnten jedoch zeigen, dass die N-terminale Region von
CGI-58 eine entscheidende Rolle in der LD-Bindung und ATGL-Aktivierung spielt. Wahrend die
Proteinstruktur von CGI-58 dicht gepackt ist, so bildet der N-Terminus eine Art Auslaufer,
bestehend aus den AS 1-30, die die Lokalisation von CGI-58 an der LD-Oberflache beeinflussen.
Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich CGI-58 Fragmente, denen
das N-terminale Ende fehlte, im Zytoplasma verteilten. Weiters konnte dieses CGI-58 ohne
N-Terminus keine ATGL-Aktivierung mediieren. Dies lasst darauf zurilickschliefen, dass die
korrekte Lokalisation von CGI-58 an der LD-Oberfliche einen immensen Einfluss auf die

Fahigkeit der ATGL-Stimulierung hat. [53]

1.1.5.4 Einfluss von CGI-58 auf den Lipidmetabolismus
Anhand verschiedener Studien wurde bereits die Rolle des CGI-58 Gens im Lipidstoffwechsel

ausreichend untersucht.

CGI-58 Uberexpression in WAT

Da CGI-58 bekannterweise die Aktivitat der ATGL um das bis zu 20-fache steigern kann, liegt der
Schluss nahe, dass eine Uberexpression des ATGL-Aktivators zu einer Steigerung der Lipolyse in
vivo fliihrt. Caviglia et al. nutzen dazu transgene Mause, die CGI-58 im weillen Fettgewebe
(white adipose tissue, WAT) 6-mal hoher exprimierten. Weder die basale noch eine via
Lipopolysacchariden oder Agonisten des B-adrenergen Rezeptors stimulierte Lipolyse zeigte
Unterschiede zwischen Wildtyp (WT) und transgenen CGI-58 Mausen. Dies weist darauf hin,
dass die endogene Expression von CGI-58 keinen limitierenden Faktor im WAT darstellt — weder

der basalen noch der stimulierten Lipolyse. [54]

CGI-58 Defizienz und Hepatosteatose

Durch eine Antisense-Oligonucletide (ASO) Behandlung von Mausen wurde die CGI-58
Expression in Leber und WAT ausgeschaltet. Sowohl bei normaler als auch bei hochkalorischer
Erndhrung fihrte die CGI-58 Defizienz zu einer hepatischen Akkumulation der neutralen Lipide.
Diese hepatischen Veranderungen resultierten weiters in einer verminderten TG-

Hydrolaseaktivitat der Leber, einer verminderten Sekretion TG-reicher Lipoproteine, sowie
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reduzierten Plasmakonzentrationen an Ketonkérpern, FFS und Insulin. Trotz des Anstiegs der
TG-, DG- und Ceramidgehalte in der Leber blieben die CGI-58 KO Mause nach high-fat/high-
cholesterol Ernahrung (HF/HCD) Glukosetoleranter und insulinsensitiver als ihre WT-
Artgenossen, was einen protektiven Effekt der CGI-58 Defizienz auf ernahrungsbedingte

Fettleibigkeit und Insulinresistenz indiziert. [55]

Einfluss von CGI-58 auf Lipoprotein-Sekretion

Anhand eines in vitro Versuchs mit Ratten Hepatoma-Zellen konnte gezeigt werden, dass ein
Gen-Silencing von CGI-58 (CGI-58si) zu einer verminderten Sekretion von ApoB-VLDL, TGs und
CEs fuhrt. Durch LC-MS Analyse wurde bestatigt, dass die sekretierten TGs bei stillgelegtem
CGI-58 hauptsachlich gesattigte FS, sowie kaum Oleat — auch nach Zugabe von Oleat ins
Zellmedium — enthielten. Durch radioaktive Markierung des Oleats wurde dessen Metabolismus
verfolgt und zeigte eine verminderte Lipolyse zelluldrer TGs bei CGI-58si, wahrend
Zwischenprodukte von gespeicherten Lipiden in sekretierte TGs und CEs verpackt wurden. Die
Inkorporation von exogenem Oleat in sekretierte TGs und CEs hingegen wurde durch
CGI-58si nicht beeinflusst. Dies weist darauf hin, dass CGI-58 die Verwendung von Lipid-
Zwischenprodukten, entstanden aus der Lipolyse gespeicherter TGS, fir die Assemblierung von
ApoB-Lipoproteinen erleichtert. [56]

Eine andere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls anhand von in vitro Studien mit Hepatoma-
Zellen zeigen, dass CGI-58 die Inkorporation von zytoplasmatischen TGs in Lipoproteinpartikel
begiinstigt. Durch gain-of-function und loss-of-function Experimente konnte gezeigt werden,
dass CGI-58 die ,Entleerung” der zellularen TG-Speicher fordert, ohne dass die zelluldren
Cholesterin- oder PL-Akkumulationen beeinflusst werden. Brown et al. fuhren diesen Effekt auf
die Stimulation der Lipolyse durch CGI-58 zuriick, da die TG-Synthese unbeeinflusst blieb. Dies
lasst daher auf eine Verbindung von lipolytischem LD-Abbau mit der Produktion TG-reicher

Lipoproteine schlieBen, in der CGI-58 eine wichtige Rolle spielt. [57]
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1.1.5.5 Chanarin-Dorfman Syndrom
Mutationen im CGI-58 Gen resultieren in der Ausbildung des CDS, einer nicht-lysosomalen,
multisystemischen, autosomal rezessiv vererbbaren Erkrankung, die besonders durch

angeborene Ichtyose und ektopische Lipidakkumulationen in zytosolischen LDs verschiedener

Organe, wie u.a. Haut, Muskel, Leber,

wild-type Cgi-58-/- Atgl-/-

Zentralnervensystem (ZNS), intestinaler Mukosa
und Leukozyten im Blut (Jordan’s Anomalie),
gekennzeichnet ist. CDS wird auch als

Neutrallipidspeicherkrankheit (Neutral Lipid Storage

Disease, NLSD) mit Ichtyose (NLSDI) bezeichnet, die

. Abb. 7: Storung der epidermalen Permeabilitats-
von der durch ATGL-Mutationen verursachten NLSD

schranke bei CGI-58 KO Miusen.
mit einhergehender Myopathie (NLSDM) zU e eine WT, eine CGI-58 KO und eine whole-body
unterscheiden ist. (reviewed in [47, 48]) Die bei CDS  ATGL-KO Maus wurden fiir 4 h in eine Férbelosung
W e e, e [ S S
Permeabilitdtsstorung der Hautbarriere, wird als 5 tpermeabilitit. [60] Unverandert iibernommen.
nicht-vesikulare angeborene ichthyosiforme
Erythrodermie (non-bullous congenital ichthyosiform erythroderma, NCIE) typisiert. Aufgrund
dieser Symptomatik sterben CGI-58 KO Mause bereits wenige Stunden nach der Geburt (Abb.7).
[58] (reviewed in [59]) Der Defekt der Hautbarriere ist ein ATGL-unabhangiger Effekt von CGI-58
und steht in Verbindung mit einer beeintrachtigten Hydrolyse epidermaler TGs. Infolgedessen
wird durch verhinderte Absonderung von FS in TGs die Acylceramid-Synthese verhindert.
Acylceramide dienen als essentielle Lipidvorstufen, die fiir die Ausbildung einer funktionellen
Hautbarriere nétig sind. [60]
Andere Symptome des CDS sind beispielsweise Hepatosteatose, Hepatomegalie, Myopathie,
Ataxie, neurosensorologischer Hoérverlust, Nystagmus, sowie neurologische Anomalitdten

(mentale Retardierung, psychische Stérungen, Mikrozephalus) durch TG-Akkumulationen im

ZNS. (reviewed in [59, 61])
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1.2 ER-Stress

ER-Stress und die folgende Aktivierung der unfolded protein response (UPR) spielen eine
entscheidende Rolle im Lipidmetabolismus bzw. der Lipidhomdostase. Umgekehrt kénnen auch
Verdnderungen im Lipidmetabolismus, insbesondere ein Uberschuss an freien FS, zur Induktion

von ER-Stress fuhren.

1.2.1 Unfolded Protein Response (UPR)

Da im ER die Translation sekretorischer Proteine stattfindet, hat sich im Laufe der Evolution ein
sehr empfindlicher Mechanismus entwickelt, der Zellen erlaubt, sich an die verschiedenen
Gegebenheiten der Protein-Translation anzupassen. Dieser Mechanismus nennt sich UPR.
ER-Stress, der durch falsch- oder nicht gefaltete Proteine hervorgerufen wird, 16st die UPR aus,
die durch drei proximale Effektoren reguliert wird: Die proximalen "Sensoren" fiir ER-Stress sind
das Chaperon Immunglobulin-bindendes Protein/ Glukose-reguliertes Protein (BiP/Grp78)
zusammen mit PKR-like elF2a kinase (PERK), activating transcription factor 6 (ATF6) und inositol
requiring enzyme 1 (IRE1) und ihren jeweiligen stromabwarts lokalisierten transkriptionellen
Effektoren ATF4, ATF6c und X-box binding protein 1 spliced (XBP1s). Die Aktivierung dieser drei
Wege flihrt zu einer Expansion der ER-Kapazitat fir die Proteinfaltung, um das ER-Gleichgewicht
aufrecht zu erhalten. Die Aktivierung der UPR fiihrt zu einem temporaren Stillstand der
Translation (via eukaryotic translation initiation factor 2 a, elF2a), sowie der RNA-Degradierung
(via IRE1) und der Transaktivierung von Genen, die an der Protein-Qualitdtskontrolle, -Faltung
und -Sekretion beteiligt sind. Wenn all diese Mechanismen fehlen, fiihrt ein nicht beseitigter ER-

Stress zu Apoptose der betroffenen Zellen. [62] (reviewed in [63])

1.2.2 ER-Stress Marker

1.2.2.1 BiP/Grp78

BiP/GRP78 zdhlt zur hsp70-Familie und ist ein luminales Stress-Protein des ERs, das mit
Zwischenprodukten der Proteinfaltung interagiert. BiP spielt dabei eine wichtige Rolle in der
Faltung und Qualitatskontrolle entstehender Proteine, wobei die Interaktion mit Co-Faktoren,
wie ER-Dnal-like Proteinen (ERdj), ausschlaggebend ist. ERdj-Proteine stimulieren die ATPase-

Aktivitat von BiP/Grp78 und stabilisieren dessen Bindung an Substrate. [62]
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Golgi

PERK bzw. IRE1 ein luminales Signal

durch die ER-Membran zur

’ 1 CHOP H 1ER chaperones |

zytosolischen Kinase-Domane leiten

1 GADD34

(Abb.8). PERK reagiert nicht auf einen  Abb. 8: Detailliertes Schema der UPR-Aktivierung.

. Drei proximale Sensoren regulieren die UPR unter ER-Stress Bedingungen.
Anstieg falsch- oder ungefalteter P & gung

Durch Homodimerisierung und Autophosphorylierung aktivieren PERK und

Proteine innerhalb des ERs, sondern IRE1 ihre stromabwarts gelegenen Zielgene, die schlieflich in einer

auf Veranderungen des Verhdltnisses Aktivierung der UPR resultieren. ATF6 wird im Golgi durch Proteasen

. espalten und bindet als N-terminales Fragment ATF6c (ATF6cleaved) an
zwischen falsch- bzw. ungefalteten 8 & ( )

ER-stress response elements im Nukleus. [64] Unverindert iibernommen.
Proteinen und ER-Chaperonen. Unter
normalen Bedingungen ist BiP/Grp78 an die monomeren, inaktiven Formen der drei
Mediatorproteine (PERK, ATF6 und IRE1) gebunden und wird unter Stressbedingungen ins ER-
Lumen rekrutiert. Es folgt die Ausbildung hochmolekularer Komplexe aktivierter PERK bzw. IRE1
sowie die Aktivierung derer zytosolischer Kinase-Domanen durch Autophosphorylierung. Eine

Uberexpression von BiP mindert deren Aktivierung und unterdriickt indes die UPR. [65, 66]

(reviewed in [67])

1.2.2.2 PERK/ATF4-Signalweg

Ein wichtiges Zielgen dieses Wegs ist der proapoptotische Transkriptionsfaktor C/EBP
homologes Protein (CHOP), sowie die Phosphorylierung von PERK und elF2a als Indikator fiir die
UPR-Aktivierung. Eine durch ER-Stress ausgeloéste Homodimerisierung von PERK mit
anschlielender Autophosphorylierung fiihrt in weiterer Folge auch zu einer Phosphorylierung
von elF2a. Dadurch kommt es zur Aktivierung und Translokation von ATF4 in den Nukleus, wo
ATF4 an die UPR response elements (UPRE) bindet und dadurch Zielgene wie beispielsweise

CHOP und GADD34 aktiviert. GADD34 gilt als negativer Regulator des PERK-Pathways, indem er
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elF2a dephosphoryliert. Das Gen, das fiir das CHOP codiert, auch bekannt als
Wachstumsstillstand- und DNA-Schaden induzierendes Gen 153 (growth arrest and DNA-
damage inducible gene, GADD153), |6st bei persistierendem ER-Stress Apoptose aus. [68, 69]
(reviewed in [67])

1.2.2.3 IRE1/XBP1-Signalweg

Die Aktivierung von IRE1 erfolgt ahnlich der von PERK durch Homodimerisierung und
Autophosphorylierung. Eine Interaktion von un- oder falsch gefalteten Proteinen mit der
luminalen Domane von IRE1 kann die IRE1-Expression zusatzlich fordern. [70-72]

In diesem Signalweg besonders von Interesse sind ERdj4 und Xbpl1. Das ERdj4 Protein ist ein
|6sliches luminales ER-Protein, das von der UPR bei ER-Stress durch den IRE1/XBP1-Signalweg
rekrutiert wird. Wie bereits erwdhnt stellt ERdj4 einen wichtigen Cofaktor fiir das ER-Chaperon
BiP/Grp78 dar. ERdj4 assistiert BiP/Grp78 bei der Vernichtung falsch gefalteter sekretorischer
Proteine, wobei die Mechanismen, wie falsch- bzw. ungefaltete Proteine durch ERdj4 erkannt
werden, unbekannt sind. Die Expression von ERdj4 ist wahrend des ER-Stresses hochreguliert,
da das Protein eine wichtige Rolle in der ER-assoziierten Degradierung (ERAD) ungefaltener
sekretorischer Proteine spielt. [62]

Xbpl gilt als wichtiges Substrat von IRE1l. Aus der Xbpl mRNA wird durch die
Endoribonukleaseaktivitat von IRE1 ein 26 Nukleotid langes Fragment ausgeschnitten, was zu
einer Verschiebung des Leserahmens des translatierten Proteins zu XBP1s fiihrt. Nur diese
Proteinform tragt nun an ihrem C-Terminus die Transaktivierungsdomane, um weitere Gene der
UPR zu aktivieren. Dieser Splicingvorgang kann via PCR und nachfolgender

Agarosegelelektrophorese untersucht werden. (reviewed in [63])

1.2.2.4 ATF6/ATF6c-Signalweg

Als Reaktion auf ER-Stress wird ATF6 aktiviert und transloziert in den Golgi-Apparat. Dort wird
das Protein durch Proteasen sequenziell geschnitten, wodurch das N-terminale ATF6-Fragment
(ATF6c) freigesetzt wird und in den Nukleus transloziert. Dort bindet ATF6c an ER-stress

response elements (ERSE) und aktiviert dadurch Zielgene der UPR. [73]
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1.2.3 Pharmakologische Induktoren fiir ER-Stress

1.2.3.1 Tunicamycin

Tunicamycin (TM) ist eine Mischung von homologen Antibiotika, die aus Uracil,
N-Acetylglucosamin (GIcNAc), einer C-terminalen Aminodialdose (Tunicamin) und einer FS,
gebunden an die Aminogruppe, besteht. TM inhibiert die durch GlcNAc-Phosphotransferase
(GPT) katalysierte N-Glykosylierung in Eukaryoten durch Blockierung des Transfers von
GlcNAc-1-Phosphat von UDP-GIcNAc auf Dolichyl-monophosphat. Dadurch wird die Synthese
aller N-Glykane verhindert und es kommt zu einer Aktivierung der UPR durch ER-Stress. Andere
Reaktionen, an denen die GPT beteiligt ist, werden nicht inhibiert, einige von ihnen sind
allerdings sensitiv fir TM. Die bendtigte TM-Dosis, die zur Inhibierung der Glykosylierung notig
ist, variiert in den verschiedenen Zelltypen von 0,1 — 10 pug/ml, was auf eine unterschiedliche

Aufnahme bzw. unterschiedliche Expressionslevel der GPT zuriickzufihren ist. [74]

1.2.3.2 Thapsigargin

Eines der zentralen Themen der Signalweiterleitung in Zellen ist eine durch spezielle Agonisten
mediierte Ca**-Freisetzung aus dem ER. Die Signaltranduktion bedarf hier einer aktiven Ca®*-
Absonderung, die durch die sogenannten sarkoendoplasmatischen Retikulum Ca®"-ATPasen
(SERCA) erreicht wird. Thapsigargin gehort zur Familie der natirlich vorkommenden
6,12-Guaianolide, kann aufgrund seiner hohen Lipidloslichkeit biologische Membranen gut
durchdringen und wirkt in der Zelle als SERCA-Inhibitor. Die daraus resultierende
Ca’*-freisetzende Wirkung von Thapsigargin fihrt zu einer Stérung der Ca**-Homdostase im ER,
die einer Akkumulation nicht- oder falsch gefalteter Proteine im ER-Lumen nach sich zieht und

die UPR auslost. [75, 76] (reviewed in [77])

1.2.4 Physiologischer Induktor fiir ER-Stress: hohe Fett- und Cholesterin-
konzentrationen in der Nahrung (HF /HC-Diat)

Neben TM und Thapsigargin gilt auch eine hochkalorische Erndhrung als Induktor fiir ER-Stress.
Fettleibigkeit geht mit einer leichten chronischen Entziindungsreaktion einher, wobei diese
inflammatorischen Signale mit der Wirkung von Insulin interferieren und somit das

metabolische Gleichgewicht stéren. Dieser negative Einfluss der Entziindungssignale auf die
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Insulinwirkung entsteht durch posttranslationelle Modifikation (Serin-Phosphorylierung) von

Substratmolekiilen des Insulinrezeptors. Eine Stoérung des metabolischen Gleichgewichts fihrt

zu ER-Stress v.a. in insulinsensitiven Geweben wie WAT und Leber, der schlieflich in einer

Aktivierung der c-Jun NH,-terminale Kinase (JNK) resultiert. JNK stellt einen zentralen Mediator

der Insulinresistenz dar, dessen Aktivierung zu Insulinresistenz und Typ-2 Diabetes fihrt. Somit

tragt ein durch Fettleibigkeit induzierter ER-Stress zu den oben genannten Folgeerkrankungen

der Adipositas bei. (reviewed in [78, 79]) Dieser Effekt konnte sowohl bei genetischer (ob/ob-

Mause) als auch erndhrungsbedingter (HF/HCD) Fettleibigkeit beobachtet werden. [80]

1.2.5 ER-Stress und Lipidmetabolismus
ER-Stress und die folgliche Aktivierung der UPR

spielen eine entscheidende Rolle im

Lipidmetabolismus bzw. der Lipidhomdostase (Abb.9).
Die meisten Studien Uber deren Zusammenhang

fokussieren sich auf den hepatischen

Lipidmetabolismus. So konnte bisher u.a. gezeigt
werden, dass der IRE1/Xbp1-Signalweg der UPR durch
Kohlenhydrate in der Nahrung aktiviert wird und die

Expression von Genen, die in der FS- und

Cholesterinbiosynthese involviert sind, kontrolliert.

Fir die  Expression lipogener Gene und

darauffolgender Pathogenese einer Hepatosteatose
sind die PERK-mediierte Phos-phorylierung von elF2a
und die dadurch ausgeloste Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (insbesondere von C/EBP und

PPARy) von Bedeutung. (reviewed in [82])

ER-SJress

elF2a

}

ATF4

C/EBPa—> PPARg

Abb. 9: Méglicher Zusammenhang von ER-Stress
und Lipidmetabolismus.

Wie genau die drei UPR-Sensoren IRE1, PERK und
ATF6 die Homoostase des Lipidmetabolismus
beeinflussen, ist zum jetzigen Stand noch nicht
ausreichend erforscht. Das dargestellte Schema ist
daher nur ein Modell der Interaktionen zwischen
ER-assoziierten Signalwegen und der Ausbildung

von LDs im WAT. [81] Verdndert iibernommen.

23 |Seite



Masterarbeit Korbelius Melanie, 1130701

1.2.5.1 ER-Stress im intestinalen Lipidmetabolismus

Das intestinale Epithel, das als sekretorisches Organ gilt, besteht aus vier epithelialen Zelltypen,
die sich alle aus einer gemeinsamen intestinalen epithelialen Stammzelle differenzieren:
Paneth-Zellen, Becherzellen, Enterozyten und enteroendokrine Zellen. Besonders die Paneth-
Zellen, die sich am Grund der Krypten befinden, sekretieren reichliche Mengen an
antimikrobiellen Peptiden und spielen somit eine wichtige Rolle in der Regulation der
mikrobiellen Darmflora, sowie der Widerstandsfahigkeit gegen intestinale Pathogene.
Becherzellen hingegen produzieren grole Mengen an Mucinen, die die Basis der intestinalen
Schleimhaut (Mukosa) bilden. Auch das resorbierende Epithel selbst besitzt eine
Sekretionsfunktion. Da das intestinale Epithel eine sekretorische Funktion besitzt, ist es sehr
empfindlich fiir Stérungen in der UPR, wie genetische Studien belegen konnten.
(reviewed in [63])

Ungeloster ER-Stress, hervorgerufen zB. durch genetische Deletionen von UPR-assoziierten
Faktoren wie Xbp1, die in der Auflésung von ER-Stress involviert sind, resultieren in spontaner
intestinaler Entziindung — adhnlich der humanen chronisch-entziindlichen Darmerkrankung
(CED). AulRerdem gelten einige UPR-assoziierte Gene wie Xbpl, anterior gradient 2 (Agr2) und
ORM1-like 3 (ORMDL3) als genetische Risikofaktoren flir humane CEDs wie Morbus Crohn oder
Colitis ulcerosa. (reviewed in [83]) Ungeloster ER-Stress flihrt zu einer mehrschichtigen
regenerativen Reaktion im intestinalen Epithelium, einhergehend mit einer Expansion der
intestinalen Stammzellen, die durch IRE1a mediiert wird. Dies ist mit einer IRE1la abhangigen
Entstehung von Tumoren des intestinalen Epithels assoziiert, wobei Xbpl eine Rolle in der
Unterdriickung dieser Tumorbildung spielt, indem es die regenerative Reaktion des intestinalen
Epithels auf ER-Stress unterdriickt. Daher spielt Xbpl nicht nur eine Rolle in der lokalen
Entziindungsregulation, sondern bestimmt gleichzeitig auch die Wahrscheinlichkeit, epitheliale
Tumore auszubilden. [84]

Neben der Rolle der UPR in der CED fanden Lu et al. auch einen Zusammenhang von ER-Stress
mit der nekrotisierenden Enterocolitis (NEC), einer hadufigen gastrointestinalen Komplikation bei
Frihgeburten, charakterisiert durch Entziindung und Nekrose besonders im Illeum des

Diinndarms. [85]
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1.2.5.2 ER-Stress im hepatischen Lipidmetabolismus

Lee et al. konnten anhand von humanen Hepatozyten zeigen, dass eine kiinstliche Induktion von
ER-Stress mittels den pharmakologischen Induktoren TM und Thapsigargin zu einer gesteigerten
hepatischen Lipogenese und LD-Bildung fihrt. Den Zusammenhang zwischen ER-Stress und
hepatischem Lipidmetabolismus bilden die fiir lipogene Transaktivatorproteine codierenden
Gene C/EBPa, PPARy2, PPARYy coactivator 1a (PGCla) und liver X receptor a (LXRa). Alle diese
untersuchten Marker gelten als ER-Stress induzierbare Zielgene in der trans-Aktivierung der de
novo Lipogenese und zeigten nach TM bzw. Thapsigargin-Behandlung in verschiedenen Dosen
eine signifikant erhéhte Expression. [75]

Fuchs et al. konnten einen weiteren Zusammenhang zwischen Lipidmetabolismus und
pharmakologisch induziertem ER-Stress in ATGL-KO Mausen zeigen. TM-Behandlung induzierte
interessanterweise ER-Stress nur in den WT Mausen, wahrend bei ATGL-Defizienz keine
Erhohung der ER-Stress Marker BiP, CHOP, ERdj4 und Xbpl auf mRNA-Ebene beobachtet
werden konnte. Dies indiziert einen protektiven Effekt von ATGL-Defizienz auf kinstlich
induzierten ER-Stress. Fuchs et al. fihren diesen schiitzenden Einfluss auf eine Verdanderung im
FS-Muster zurick: Wahrend gesattigte FS wie Palmitate (palmitic acid, PA) und Stearate als ER-
Stress Induktoren bekannt sind [86, 87], so gelten einfach-ungesattigte FS wie Oleate
(oleic acid, OA) als Protektoren vor ER-Stress. WT Mause zeigten eine hohere PA/OA-Ratio als
die ATGL-KO Tiere, was auf eine bevorzugte Inkorporation von OA in TGs der ATGL-KO Mause

hinweist, wahrend in den WT Tieren hauptsachlich PAs in TGs eingebaut werden. [86]
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2 Hypothese und Ziele

Die Enterozyten des Duodenums und proximalen Jejunums spielen eine essentielle Rolle in der
Resorption von Nahrungslipiden. Intrazellular finden sich in den Enterozyten zwei
unterschiedliche, voneinander unabhangige TG-Pools: Zu Beginn werden die Hydrolyseprodukte
aus der Nahrung am ER wieder zu TGs resynthetisiert, die entweder in CMs verpackt werden
oder in Form von LDs als transiente Lipidspeicher im Zytosol fungieren. Die Hypothese hinter
dieser Arbeit ist, dass CGI-58 als Coaktivator der ATGL und somit Mediator des initialen Schritts
der neutralen Lipolyse durch Aktivierung der an der LD Oberflache lokalisierten ATGL die Grof3e
der zytosolischen LDs kontrolliert, sowie Lipidabsorption und Lipidmetabolismus beeinflusst. Flr
die vorliegende Arbeit wurden daher darmspezifische CGI-58 KO Mause generiert, um den
Einfluss von intestinalem CGI-58 auf Lipidabsorption, Plasmalipidkonzentrationen und

Plasmalipoproteine, sowie Lipidakkumulationen zu untersuchen.

Da das ER durch seine Rolle in der Aufrechterhaltung der Lipidhomd&ostase in bidirektionaler
Beziehung mit dem Fettstoffwechsel steht, liegt ein weiterer Fokus dieser Arbeit in der
Untersuchung der Auswirkungen von kinstlich induziertem ER-Stress auf den intestinalen
Lipidmetabolismus. Wir vermuten, dass wahrend freie FS bzw. Anomalien im Fettstoffwechsel
ER-Stress induzieren konnen, auch die Aktivierung ER-Stress-assoziierter Signalwege durch
pharmakologische Induktoren wie TM zu Veranderungen der Lipidhomd&ostase bzw. zu
gesteigerter Lipogenese flihren kdnnte.

Um die Auswirkungen eines kinstlich induzierten ER-Stresses auf den intestinalen
Lipidstoffwechsel zu untersuchen, wurde WT Mausen intraperitoneal eine TM-Suspension
injiziert und Einfliisse auf die intestinale Lipidabsorption, hepatische und intestinale TG-, sowie

Cholesterinakkumulation und Plasmalipidgehalten untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien

3.1.1 Lysis-Puffer

0,1 M KH,PO4 pH 7.0 (Roth, Deutschland)

0,25 M Sucrose (Roth, Deutschland)

1 mM EDTA (UltraPure™ Life Technologies, USA)
Auf 200 ml mit dH,0 auffillen

3.1.2 SDS-Gel

Trenngel-Puffer:

4 ml 10 % SDS (Serva Electrophoresis, Deutschland)
18,2 g Tris (Roth, Deutschland)

80 ml dH,0

pH 8,8 mit HCI

auf 100 ml mit dH,0 auffillen

Sammelgel-Puffer:

6 g Tris (Roth, Deutschland)
90 ml dH20

- pH 6,8 mit HCI

auf 100 ml mit dH,0 auffillen

Acrylamid:Bisacrylamid:

30 g Acrylamid (Applichem, USA)
0,8 g Bisacrylamid (Applichem, USA)
auf 100 ml mit dH,0 auffillen

Korbelius Melanie,

1130701
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Trenngel (15%):

4,3 ml Acrylamid:Bisacrylamid (Applichem, USA)
2,17 ml Trenngel-Puffer

2,13 ml dH,0

4,4 ul Temed (Sigma-Aldrich, USA)

76 ul APS (10%) (Sigma-Aldrich, USA)

Sammelgel:

250 ul Acrylamid:Bisacrylamid (Applichem, USA)
385 ul Sammelgel-Puffer

885 ul Glyzerin (50%) (Merck, Deutschland)

3,8 ul Temed (Sigma-Aldrich, USA)

38 ul APS (10%) (Sigma-Aldrich, USA)

2x SDS-Probenpuffer:

0,76 g Tris (Roth, Deutschland)

2,15 g SDS (Serva Electrophoresis, Deutschland)
auf 45ml mit dH,0 auffiillen

+ 10 ml Glyzerin (Merck, Deutschland)

- pH 6,8 HCI

+ 3 mg Bromphenolblau (Merck, Deutschland)

3.1.3 Western-Blot

10x Laufpuffer:

75,75 g Tris (Roth, Deutschland)

375 g Glyzin (Amresco, USA)

25 g SDS (Serva Electrophoresis, Deutschland)
auf 2500 ml mit dH,0 auffillen

Korbelius Melanie,

1130701
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10x Blotting-Puffer:

31,5 g Tris (Roth, Deutschland)
75 g Glyzin (Amresco, USA)
auf 2500 ml mit dH,0 auffillen

10x Waschpuffer:

12,5 g Tris (Roth, Deutschland)
225g NaCl (Roth, Deutschland)
250 ml 1 M Tris/HCl pH 7,4

auf 2500 ml mit dH,0 auffiillen

Stripping-Puffer fir Stripping bei 60°C:

6 mM Tris/HCl pH 6,8
2% SDS (Serva Electrophoresis, Deutschland)

100 pl B-Mercaptoethanol zu 15 ml-Aliquot zugeben (

Stripping-Puffer fur Stripping bei Raumtemperatur:

58,4 g NaCl (Roth, Deutschland)
7,5 g Glyzin (Amresco, USA)
Auf 1000 ml mit dH,0 auffiullen
- pH 2,15 HCI

3.1.4 PCR

3%-iges Agarosegel

6 g Universal-Agarose (peqGOLD, ?)

2,5 ml| 40xTAE

200 ml H20

+ 20ul Ethidiumbromid (Merck, Deutschland)

3.1.5 Oil Red O Farbstoff
2,8 g Oil Red O (Sigma Aldrich,USA) in 400ml Propylenglykol 16sen

Auf 100°C erwarmen und abfiltrieren

1130701
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3.1.6 Absorptionsstudie

Substrat / 200 pl / Maus:

0,5 uCi **C-Cholesterin [0,1 pCi/pl] (Perkin Elmer, USA)

2 uCi *H-Trioleat [5 pCi/10 ul] (Perkin Elmer, USA)

- unter N, abdampfen

+ 4 ml Maiskeimol (inkl. 10 mg/10 ml freies Cholesterin entspricht 200 pg / Maus)
—> 15 Min. im Ultraschallbad l6sen

3.1.7 weitere Chemikalien

Chlorophorm (Sigma-Aldrich, USA)

DEPC (Roth, Deutschland)

0,5 mM EDTA (UItraPureTM, Life Technologies, USA)
Ethanol (Roth, Deutschland)

Isopropanol (Roth, Deutschland)

Methanol (Roth, Deutschland)

4%-iges Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)
Triton-X100 (Merck, Deutschland)

Tunicamycin (Enzo Life Sciences, USA)

Tyloxapol (Sigma-Aldrich, USA)

Skim-Milk Powder (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, USA)

1130701
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3.2 Methoden

3.2.1 Mausexperimente

Via Rekombinations- und Klonierungs-Techniken erfolgte eine
Insertion von LoxP und somit eine Flankierung des Cgi-58
Gens, die erfolgreiche Insertion wurde mithilfe einer PCR
identifiziert. Um einen darmspezifischen KO von CGI-58 zu
erreichen, wurden C(gi-58-flox Mause (erhalten von
G.Haemmerle, Universitat Graz) mit transgenen Mdausen mit
Cre-Gen (cyclization recombination) und vorgeschaltetem
darmspezifischen epithelialen Villin-Promotor gezlichtet,
wodurch die Cre-Rekombinase nur im Darm exprimiert wird.
Durch nachfolgende Cre-mediierte Rekombination des
Cgi-58-flox Allels wurden die entsprechenden Exons deletiert
und somit die Expression eines funktionstlichtigen CGI-58-

Proteins verhindert (Abb.10). CGI-58™"1/villin-Cre Mzuse

Korbelius

Melanie, 1130701
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Abb. 10: Zucht einer Cre/lox Maus.

Mause mit Cre-Protein und vorgeschaltetem
gewebsspezifischen Promotor werden mit
einer Mauslinie, die ein von loxP flankiertes
Zielgen tragt, gekreuzt. In den Nachkommen
ist in jenen Zellen, in denen die Cre-
Rekombinase exprimiert wird, das Zielgen
ausgeschaltet. [88] unverandert
libernommen.

wurden dazu mit CGI-58"/

Mausen gekreuzt, um die zwei Versuchsgruppen fiir die nachfolgenden Experimente zu

erhalten: CGI-58™"1*villin-Cre (CGI-58 iKO) und CGI-58"/ " (Kontrollen/WT). Genetischer

Hintergrund der M&use war C57BL/6.

Die Tierversuche wurden gemaR den Standards des Bundesministeriums fiir Wissenschaft und

Forschung, Abteilung fir Gentechnik und Tierexperimente (Wien, Austria) durchgefiihrt. WT

und CGI-58 iKO Mause hatten freien Zugang zu Futter (regular chow diet, RCD; Ssniff®,

Deutschland bzw. high-fat/high-cholesterol diet, HF/HCD; Ssniff®, Deutschland [34% Rohfett +

1% Cholesterin]) und Wasser in einem temperaturkontrollierten Umfeld mit regularem 12h-

Tag/Nacht-Zyklus.
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3.2.1.2 Blutabnahme

Die Blutabnahme erfolgte am retrobulbadren Plexus der Versuchsmause. Die Eppendorf-Gefalie
wurden dafir mit 3 ul 0,5 mM EDTA als Antikoagulans vorbereitet. Nach einem
Zentrifugationsschritt (7 Min., 7.000 rpm) wurde das Plasma fiir die Bestimmung von TGs,
freiem Glyzerin (FG), totalem Cholesterin (TC), freiem Cholesterin (FC) und FFS in frische

Eppendorf-Gefalle Gberfihrt.

3.2.1.3 Gewebsentnahme

Die Versuchstiere wurden via zervikaler Dislokation getotet. Fir dieses Projekt von Interesse
waren der Dinndarm (Duodenum, Jejunum, lleum), die Leber, sowie evt. Niere, Herz und WAT
als Kontrollorgane. Aus diesen Geweben erfolgte eine Proteinbestimmung und Lipidextraktion,
sowie RNA-Extraktion mit peqGOLD TriFast™ (Peqlab, Deutschland). Die Darmabschnitte
wurden dazu aufgeschnitten, in PBS (+ Proteaseinhibitorcocktail 1:2000, PIC) gewaschen und fir
die Proteinbestimmung die intestinale Mukosa abgeschabt, wahrend von der Leber immer der
groRe Leberlappen verwendet wurde. Fir die RNA-Extraktion wurde aufgrund verminderter
RNase-Vorkommen immer der vordere Teil von Duodenum und Jejunum (keine Scrapings!)
gewahlt, wahrend der hintere Teil zur Protein- und Lipidextraktion herangezogen wurde. Fiir die
RNA-Extraktion des lleums wurde der distale Teil herangezogen, da somit — nach Bedarf — auch
Gallensauretransporter untersucht werden kdnnen. Das proximale Jejunum wurde fir die
Protein- und Lipidbestimmung verwendet. Zur histologischen Untersuchung des Intestinums
wurden jeweils zwei Stiicke am Ubergang von Duodenum zu Jejunum entnommen und in

4%-igem Formalin bis zur Weiterverarbeitung fixiert.
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3.2.2 Plasmaparameter

3.2.2.1 Triglyzeride

Korbelius

Melanie, 1130701

Zur Analyse der TGs im Plasma wurde der

Triglycerides
Testkit Triglycerides FS (DiaSys, Diagnostic

Systems, Deutschland) verwendet. Jeweils 5 pl

der Proben und des Triglyzerid-Standards

LPL

GK

Glycerol + ATP

>  Glyceral + fatty acid

> Glycerol-3-phosphate + ADP

GPO

Glycerol-3-phosphate  + 0, —==—> Dihydroxyaceton phosphate + H;0;

2 H;0; + Aminoantipyrine + 4-Chlorophenal

POD

> Quinoneimine + HCl + 4 H,0

wurden als Duplicate in eine 96-Well Platte

Abb. 11: Enzymatische Triglyzerid-Bestimmung aus Plasma.

TGs werden durch die Lipoproteinlipase (LPL) in Glyzerin und

vorgelegt, mit 250 pl Reagenz vermischt und

Fettsduren gespalten. Das durch die Glyzerinkinase (GK)

nach 15-mintiger Inkubation am Schiittler bei

492nm vermessen. Die Standardkonzentration

entstandene Glyzerin-3-phosphat wird mithilfe der Glyzerin-

3-phosphatoxidase (GPO) in Dihydroxyacetonphosphat und

Wasserstoffperoxid oxidiert. In der abschlieRenden Trinder-

betragt 200mg/dl. Das zugrundeliegende

Reaktion entsteht der bei 492 nm detektierbare Farbstoff

Prinzip beruht auf einem colorimetrischen

Quinoneimine [89].

enzymatischen Test mit Glyzerin-3-Phosphatoxidase (GPO). Als Farbstoff dient Quinoneimine,

der bei 492nm vermessen wird (Abb.11). [89]

3.2.2.2 Freies Glyzerin

Um die Konzentration an freiem Glyzerin im Plasma zu
bestimmen, wurde das Free Glycerol Reagent (Sigma Aldrich,
USA) verwendet. Dazu wurden je 5 ul der Proben bzw. des
Triglyzerid-Standards (Glyzerin-Konzentration = 20,7 mg/dl)
als Doppelbestimmung mit 200 ul des Reagenzes vermischt
und nach einer 15-minitigen Inkubation bei 544 nm
vermessen. Die meisten TG-Reagenzien unterscheiden nicht
zwischen endogenem Glyzerin und durch hydrolytische
Spaltung aus TG entstandenem Glyzerin. Durch die
verwendete Methode wird unter Verwendung der gleichen
gekoppelten Enzymreaktionen wie bei TG-Bestimmung,
allerdings ohne der initialen Lipase-Hydrolyse, nur freies

endogenes Glyzerin vermessen (Abb.12). [90] Zur Ermittlung

GK
Glycerol+ ATP—— . G-1-P + ADP

GPO
G-1-P+0, — P DAP + H,0,

PCD
H,0; + 4-AAP + ESPA— Quinoneimine Dye
+HO

Abb. 12: Bestimmung von freiem Glyzerin
im Plasma.

Glyzerin wird mit ATP via GK zu Glyzerin-1-
Phosphat phosphoryliert und anschlieend
durch die GPO zu Dihydroxyaceton-
phosphat + H,0, oxidiert. Abschliefend
bildet sich durch Kopplung von H,0, mit 4-
Aminoantipyrin (4-AAP) und Natrium-N-
ethyl-N-(3-Sulfopropyl)-m-anisidine (ESPA)
der Quinoneimine Farbstoff, dessen
Absorption bei 544 nm vermessen wird.

[90]

des tatsachlichen TG-Gehalts werden anschliefBend die FG-Gehalte von den vermessenen TG-
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Gehalten subtrahiert. Zu beachten ist jedoch, dass durch die verwendete Methode der TG-

Bestimmung auch DGs und MGs mitvermessen werden!

3.2.2.3 Totales Cholesterin

Zur Analyse des Gesamt-Cholesterins im Plasma
wurde der Testkit Cholesterol FS (DiaSys,
Diagnostic Systems, Deutschland) verwendet.
Die Durchfihrung erfolgte analog der TG-
Bestimmung. Das Prinzip ist ein enzymatischer
photometrischer Test basierend auf der CHOD-
PAP Methode. Dabei dient Quinoneimine als
Farbindikator, der in der Trinder-Reaktion aus
und H,0, durch

4-aminoantipyrin, Phenol

CHE

Cholesterol ester + H,0 > Cholesterol + Fatty acid

Cholesterol + O CHO . Cholesterol-3-one + HaOy

2 H,0; + 4-Aminoantipyrine + Phenol POD

> Quinoneimine + 4 H,0

Abb. 13: Enzymatische Reaktion zur Bestimmung von
Cholesterin im Plasma.

Cholesterin-Esterase (CHE) hydrolysiert Cholesterinester in
Cholesterin und Fettsduren. Das entstandene Cholesterin
wird durch die Cholesterin-Oxidase (CHO) zu Cholesterin-3-
one und H,0, oxidiert. In der abschlieRenden Trinder-
Reaktion entsteht der Farbstoff Quinoneimine, der bei

492 nm photometrisch vermessen wird [91]

katalytisches Einwirken der Peroxidase entsteht (Abb.13). [91]

3.2.2.4 Freies Cholesterin

Zur Analyse des freien Cholesterins im Plasma
wurde der Testkit Free Cholesterol FS (DiaSys,
Diagnostic Systems, Deutschland) verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgte analog der TG- bzw.
Total-Cholesterin-Bestimmung. Das zugrunde-
liegende photometrische Prinzip ist ident zu
Reaktion  fur die

der  enzymatischen

Bestimmung von TC (Abb.14). [92]

Cholesterol + ©: —CHO - cholesterol-2-one + H20:

2 H:O: + 4-Aminoantipyrine + Phenol _POD .,
Quinoneimine + 4 H.O

Abb. 14: Enzymatische Reaktion zur Bestimmung von
freiem Cholesterin im Plasma.

Cholesterin wird durch die Cholesterin-Oxidase (CHO) zu
Cholesterin-3-one  und H,0, oxidiert und in der
abschlieBenden Trinder-Reaktion entsteht der Farbstoff
Quinoneimine, der bei 492 nm photometrisch vermessen

wird [92].

Um den Gehalt an Cholesterinestern im Plasma zu erhalten, werden die vermessenen FC-

Gehalte von den vermessenen TC-Gehalten subtrahiert.
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3.2.2.5 Freie Fettsduren

Zur Analyse der FFS im Plasma wurde der

Testkit NEFA-HR(2) (Wako Chemicals,
Deutschland) verwendet. Dazu wurden je 5 pl
der Proben und des Standards (Konzentration =
1 mM/I1) als Duplicate mit 180 ul R1a vermischt
und 15 Min. unter Schitteln inkubiert. Nach der
Zugabe von 90 pl R2a wurde wiederholt 15 Min.
inkubiert und der entstandene blauviolette
anschlieBend bei 544

Farbkomplex nm

vermessen (Abb.15). [93]

3.2.2.6 Auswertung

Die Auswertung erfolgte in allen drei Versuchen
Uber einen mitgefiihrten Standard mithilfe der
unten angegebenen Formeln.

Freie Fettsduren werden in mM/| angegeben,
der Umrechnungsfaktor fiir NEFA betragt
mg/dl = mM/I x 28,2 bezogen auf Oleinsaure

(Molekulargewicht 282 g/mol). TGs, TC und FC

Korbelius Melanie, 1130701

AGS
RCOOH + ATP + CoA ———== Acyl-GoA + AMP + PPi

ACOD
Acyl-CoA + O ———= 2 3-trans-Enoyl-CoA + H:0:

H,C NH, a
3 “?—?’ 2 /C:Hs
210, + H C + o
22 Hl 2Cal ~
H,C f o CHOH

4A-Aminoantipirin

. cg,
- CoHg
H O, M= y=n
cC—C ~
POD _\! CI C_H,0H
—_— Wy -

n,e M =, CH- + 3HO

\ violetier Farbkomplex

Abb. 15: Testprinzip zur Bestimmung freier FS aus Plasma.
Unveresterte Fettsduren (NEFA) werden durch Acyl-CoA
Synthetase (ACS) zu Acyl-CoA, AMP und Phoshorsaure (PPi)
umgestzt unter Mitwirkung von Coenzym A (CoA) und ATP.
Es entsteht Acyl-CoA, das unter Einwirkung von Acyl-CoA-
Oxidase (ACOD) zu 2,3-trans-Enoyl-CoA und H,0,
umgewandelt wird. In Anwesenheit von Peroxidase (POD)
wird unter Einwirkung von 3-Methyl-N-Ethyl-N-(B-
Hydroxyethyl)-Anilin (MEHA) und 4-Aminoantipyrin (4-AA)
durch oxidative Kupplung ein blau-violetter Farbkomplex
gebildet. Durch die Messung der Absorbtion der blau-
violetten Farbe kann die NEFA-Konzentration bei 544 nm

bestimmt werden. [93]

werden in mg/dl angegeben, wobei der Umrechnungsfaktor fiir TGs mM/l = mg/dl x 0,01126

betragt, jener fir TC mM/l = mg/dl x 0,02586 und der fir FC mM/l = mg/dl x 0.02586. [89-93]

AA Sample

Cholesterol bzw . Triglyceride [mg /dL] = T —

A4 Sample

Freie Fettsauren [mmel /L] = i Seomanra
andaar

x Conc.Standard [mg/dL]

x Conc. Standard [mmol /L]
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3.2.3 RNA Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte mittels der optimierten Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode
von Peqlab via peqGOLD TriFast™ (Peqlab, Deutschland) aus den entnommenen Gewebsproben.
Fir die Analyse wurden entsprechend viele RNA-R6hrchen (Mause x Gewebe), bestlickt mit
Homogenisierungs-Kiigelchen und je 1 ml TriFast™-Reagenz, gerichtet. Die jeweiligen
Gewebsproben wurden mit dem TriFast™-Reagenz vermischt und in fliissigem Stickstoff bzw.
auf -80°C bis zur RNA-Isolierung aufbewabhrt.

Zur RNA-Extraktion wurden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut, 2x20 Sec. im Precellys
Homogenisator lysiert, 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert und nach Zugabe von je 200 ul
Chloroform durch Zentrifugation (8.500 rpm, 15 Min., 4°C) die Phasentrennung erreicht: eine
obere wassrige Phase (enthalt RNA), eine Interphase (enthalt DNA), und eine untere organische
Phenol-Chloroform-Phase (enthalt DNA & Proteine). Mittels 500 ul Isopropanol wurde die RNA
aus der wassrigen Phase nach 10-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur und einem
weiteren Zentrifugationsschritt (8.500 rpm, 10 Min., 4°C) prazipitiert. Der Uberstand wurde
verworfen, dem Pellet 1 ml 75%-iger Ethanol zugegeben und erneut zentrifugiert (8.500 rpm, 5
Min., 4°C). AnschlieBend wurde der Uberstand erneut verworfen, das Pellet fiir etwa 10-30 Min.
luftgetrocknet und aufgrund der PelletgréBe mit 1 ml DEPC-Wasser resuspendiert. Die
Behandlung des Wassers mit Diethylpyrocarbonat (0,1% DEPC) verhindert eine Kontamination
mit RNasen. [94]

Die Vermessung der RNA-Konzentrationen erfolgte am NanoDrop. Eine 260/280-Ratio von
1,6 — 2,0 ist fiir die RNA-Isolation erstrebenswert. Ist der Wert niedriger, so weist dies auf
Verunreinigungen durch Proteine, Phenol oder anderer Substanzen hin, die bei ca. 280 nm
absorbieren. Eine erniedrigte 260/230-Ratio (Richtwert 2,0 — 2,2) weist auf Verunreinigungen
durch Substanzen, die bei 230 nm absorbieren, hin. [95] Vermessen und nachfolgend fiir die
reverse Transkription eingesetzt wurde immer die 1:1 verdiinnte RNA mit Ausnahme einiger

Proben, da hier die Verdiinnung teilweise Konzentrationen <200 ng/ul aufwies.

36 |Seite



Masterarbeit Korbelius Melanie, 1130701

3.2.4 RNA-Gel

Zur Uberpriifung der RNA-Qualitat und zum Ausschluss méglicher
gDNA
contamination

28S rRNA
18S rRNA

degradierter RNA wurden stichprobenartig Proben auf RNA-Gele
aufgetragen. Dazu wurden die fertigen RNA-Gele von Lonza (Flash
Gel Cassette: 1.2% 12+1 Single Tier RNA; USA) verwendet, auf die,

nach Vorladen von 10 ul DEPC-H,0, je 2 ug RNA vermischt mit 5 pl degraded

RNA

Probenpuffer (2x RNA Loading Dye; NewEngland BioLabs Inc.; USA)
Abb. 16: RNA-Gel.

aufgetragen wurden. Das Gel wurde anschlieBend fiir 5 Min. bei Als Qualititskriterium gelten die

275 Volt gelaufen und via Lonza Flash Gel Dock die aufgetrennten  285- und 18S-RNA Bande. [96]

. .. e .. . . Unverandert iibernommen.
Banden visualisiert. Als Qualitdtsmerkmal fir intakte, nicht

degradierte RNA gelten die 28S- und 18S-RNA Banden (Abb.16).

3.2.5 Reverse Transkription

Fur die reverse Transkription der isolierten RNA in ¢cDNA . . Standard-Zusammensetzung

wurden 2 pg RNA fir einen 10 pl-Ansatz eingesetzt, dem 10 pl  des Mastermix fiir cDNA-Synthese. [97]

des Mastermix zugegeben wurden. Dazu wurde aus der Komponente ‘

2 ul | 10x RT-Buffer

0,8 ul | dTNP Mix
errechnet. Fiir die RT-PCR wurde die cDNA anschliefend noch 10x Random
2ul )
1:50 mit ddH,0 verdinnt. Tabelle 3 zeigt die Primer

1 ul | Rev. Transciptase
0,7 pl | Rnase Inhibitor

veranschaulicht das Temperaturprofil der cDNA-Synthese. 3,5 ul | ddH20

vermessenen RNA-Konzentration das passende Volumen

Zusammensetzung des Mastermixes, Abbildung 17

Verwendet wurde der High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit von Applied Biosystems.

Abb. 17: Temperaturprofil cDNA-Synthese.

Nach 10 Min. bei 25°C (Anlagerung) erfolgt die eigentliche cDNA-
37°C

m’ Synthese bei 37°C fiir 120 Min.. Das Erhitzen auf 85°C fuhrt zur

Denaturierung.
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3.2.6 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Durch Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green, der spezifisch in dsDNA interkaliert,
kann die Amplifikation wahrend der RT-PCR in Echtzeit quantifiziert werden (LightCycler 480,
Roche Diagnostics, Schweiz).

Je 3 pl 1:50 verdiinnte cDNA der zu untersuchenden Proben wurden in eine 96-Well
Mikrotiterplatte vorgelegt und mit 7 pul des Mastermixes vermischt. Zur Analyse der
Genexpression verschiedener Gene, die eine Rolle in der Lipogenese, Lipolyse, B-Oxidation,
oxidativem Stress und ER-Stress spielen, sowie CyclophilinA als Referenzgen, wurden dem
Mastermix neben dem fertigen SYBR-Green Mix (GoTaq® qPCR Mastermix, Promega, USA) die
jeweiligen Primer zugegeben. Tabelle 4 zeigt die Komponenten und Volumina des Mastermixes
[98], in Tabelle 5 wird das Temperaturprofil der RT-PCR visualisiert. Auf der folgenden Seite
finden sich die Sequenzen der verwendeten Primer (Tabelle 6).

Die Auswertung erfolgte mittels Relative Expression Software Tool (REST©O) unter

Normalisierung der Daten auf das Referenzgen CyclophilinA. [99]

Tabelle 4: Standard-Zusammensetzung des Mastermix fiir Real-Time PCR.

Volumen ‘ Komponente

5 ul | GoTaq® gPCR Mastermix
1l | Forward-Primer

1l | Reverse-Primer

Tabelle 5: Temperaturprofil der qRT-PCR.

m Zieltemperatur [°C] Dauer

Denaturierung 95°C 5 Min.
Two-Step (40x) 95°C 10 Sek.
60°C 30 Sek.

Schmelzkurve 95°C 10 Sek.
60°C 20 Sek.

95°C 20 Sek.

Cooldown 4°C 20 Sek.
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Tabelle 6: Sequenzen verwendeter Primer.

PRIMERSEQUENZEN

Korbelius

Forward CTCTTCATGACTCTAGCCTGGA
Abeal Reverse ACACAGACAGGAAGACGAACAC
Acc Forward GGACTTGGAGCAGAGAACCTTCG
Reverse CAAGCTGGTTGTTGGAGGTGTA
Forward GGCTGGGAATGGAGTTTCAT
Acotl Reverse GCTATCCAAGAAAAGTGCCAGG
Forward GCACGAGCGTCACTTCTTGG
Acot 2 Reverse CCAGATACTCCAGAAGGCCAC
Forward TCCAGACTTCCAACATGAGGA
Acoxd Reverse CTGGGCGTAGGTGCCAATTA
Forward AGCTGAACCTGAATCTCCTG
ApoAl Reverse CACTTCCTCTAGGTCCTTGT
Forward GCCACTCACATCTACGGAGC
Atel Reverse GACAGCCACGGATGGTGTTC
e Forward ACTTGGGGACCACCTATTCCT
Reverse ATCGCCAATCAGACGCTCC
Forward GCAGGTCTATCTACGCTGTG
cds6 Reverse GGTTGTCTGGATTCTGGAGG
. Forward GGTTAAGTCTAGTGCAGC
Cgi-38 Reverse AAGCTGTCTCACCACTTG
Forward CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT
Chop Reverse CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT
Forward CTCCGCCTGAGCCATGAAG
Cptia Reverse CACCAGTGATGATGCCATTCT
Cyclophilin A Forward CCATCCAGCCATTCAGTCTT
Reverse TTCCAGGATTCATGTGCCAG
Forward AGTGGCAATGCTATCATCATCGT
Dgat2 Reverse TCTTCTGGACCCATCGGCCCCAGGA
. Forward CCCCAGTGTCAAACTGTACCAG
ERdj4 Reverse AGCGTTTCCAATTTTCCATAAATT
- Forward AGAGGCCAGAAACACAGACTG
Reverse AGTAGGAAGTGCTACAAGTTGGA
Forward GTGAAGCTATACGTGCTGGG
6052 Reverse CCGTCTCAACTAGGCCGAG
Forward AAGCAGTTCTTCCAGGTTCC
Gstkl Reverse CCAGAATGCTCTGATACTCC

Melanie,

1130701
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Forward ATGCCATCCTGCGCTACCTT
Gstm3 Reverse CCAGGAACTCAGAGTAGAGC
Forward GTCAACAGAGAGGCGAGAAG
itz Reverse CTAGCCAAGCCTCTCTTGAG
Forward GCAAGGTGATCAGGAGGTTGA
Npcllt Reverse ATCCTCATCCTGGGCTTTGC
Forward AGGGAGGTCGAGCTGTTCTC
k4 Reverse GGAGTGTTCACTAAGCGGTCA
Forward TTCACAAGTGCCTGTCTGTC
I Reverse GGCCTTGACCTTGTTCATGT
Forward CCGGAGACCCCTTAGATCGA
scd-1 Reverse TAGCCTGTAAAAGATTTCTGCAAACC

3.2.7 Histologie

Von den in 4% Paraformaldehyd in PBS fixierten Jejunum-Proben wurden 8 um-dicke
Kryoschnitte angefertigt (HM 560 Cryo-Star; Microm International GmbH, Deutschland), die
anschlieBend mit Olrot und Mayer’s Himatoxylin angefirbt wurden. Dazu wurden die Schnitte
anfanglich 30 Sek. in 10%-igem Formalin fixiert und anschlieBend fiir 10 Min. mit Leitungswasser
gewdssert. Nach kurzem Eintauchen in ddH,0 folgte eine 5-miniitige Inkubation in 100%
Propylenglykol, sowie anschlieRend die Farbung mit Olrot fiir 30 Min. unter leichtem Schiitteln.
Nachfolgend wurden die Schnitte fir 1 Min. in 85% Propylenglykol inkubiert, kurz mit ddH,0
gespllt und die Nuclei mit Mayer’s Hamatoxylin fir 10 Min. blau angefarbt. Die Proben wurden
anschlieflend unter flieRendem Leitungswasser geblaut, kurz in ddH,0 gesplilt und eingedeckelt.
Durch den fettloslichen, rot-fairbenden Azofarbstoff Qil Red O kénnen hydrophobe Lipide,
insbesondere neutrale TGs im Gewebe dargestellt werden. Mithilfe dieser Farbetechnik werden
die Nuclei blau angefarbt (Mayer’s Hamatoxylin), wahrend ungesattigte hydrophobe Lipide rot
eingefarbt werden. Eine Differenzierung zwischen den neutralen Lipiden wie TGs und CEs ist
anhand dieser Farbung nicht moglich. [100]

Mikroskopische Bilder wurden via Nikon Eclipse E600, ausgestattet mit einer Nikon Digital Sight

DS-U1 Einheit (Spach Optics Inc., New York), aufgenommen.
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3.2.8 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford basiert auf dem Coomassie Brilliant Blue G-250 Farbstoff,
dessen Absorptionsmaximum sich durch Bindung an Proteine von 465 nm auf 595 nm
verschiebt. Der Farbstoff bindet bevorzugt basische und aromatische Aminosaurereste, v.a.
Arginin. [101]

Zur Proteinbestimmung wurde dem Gewebe 700ul eines Lysis-Puffers pH 7.0 zugegeben und
anschlieend fir 2x10 Sek. via Ultraschall (LabsonicU, B.Braun Melsungen AG, Deutschland)
aufgeschlossen. Die photometrische Proteinbestimmung nach Bradford (BioRad, USA) erfolgte
mit 1 ul Probe in 650 pl Bradford-Reagenz (150 pl Reagenz + 500 ul H,0) bei 595 nm. Zur
Auswertung wurde eine Standardkurve mit je 2 ul, 4 ul, 8 ul und 16 pul Standard
(Konzentration = 1 mg/ml) + 650 pl Bradford-Reagenz mitgefiihrt. Vor der Vermessung am
Photometer wurden die Proben 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Auswertung erfolgte Uber eine Eichgerade, die lber die mitgeflihrten Standards erstellt
wurde. Durch Umformen der Geradengleichung konnten fir die jeweiligen Proben auf die
Proteinkonzentration riickgerechnet werden. Da die Proteinkonzentrationen teilweise stark
voneinander abwichen, wurden einige Proben weiter verdiinnt, sodass alle Proben in etwa die
gleiche Proteinkonzentration aufwiesen. Somit wurde gewahrleistet, dass bei der
nachfolgenden Folch-Extraktion in etwa das gleiche Volumen an Probe eingesetzt wurde, um

eine Proteinkonzentration von 1 mg zu erreichen.

3.2.9 Folch-Extraktion der Lipide

Die homogenisierte Gewebsprobe wird mit Chloroform:Methanol (2:1, v/v) vermischt und durch
Zugabe von PBS die Phasentrennung erreicht. In der oberen wassrigen Phase finden sich polare
Substanzen, wie Proteine, wahrend die untere organische Chloroform-Phase
die Lipide enthailt. [102]

Zur Lipidextraktion wurden 1 mg Protein pro Probe eingesetzt und mit PBS auf ein Endvolumen
von 300 ul aufgefiillt. Nach Zugabe des 20-fachen Volumens (6 ml) an Chloroform:Methanol
(2:1, v/v) wurde fur 120 Min. bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert und

wahrenddessen 1-2x kraftig gevortext.
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Der durch Zentrifugation (4000 rpm, 15 Min., 4°C) erhaltene Uberstand wurde mit 1,2 ml PBS
vermischt und zur Phasentrennung erneut zentrifugiert (2000rpm, 15 Min., 4°C). Die untere
Phase wurde mittels einer Spritze abgesaugt, unter Stickstoff abgedampft, 200 pl
Chloroform/2% Triton-X100 zugegeben und fertig abgedampft. AnschlieRend wurden je 100 pl
ddH,0 zu den Proben zugegeben, kraftig am Vortexer vermischt und fir 30 Min. im
Ultraschallbad gelassen.

Die extrahierten Lipidproben wurden mit dem Triglycerides FS und Cholesterol FS Testkit
(DiaSys, Diagnostic Systems, Deutschland) vermessen, mit welchem auch TGs und Cholesterin
im Plasma bestimmt wurden. Eingesetzt wurden hier 10 pl Probe bzw. TG-/Chol-Standard + 250
pl Reagenz. Nach 15-minitiger Inkubation unter Schiitteln wurden die Proben photometrisch
bei 492 nm vermessen.

Die erhaltenen Absorptionswerte der einzelnen Proben wurden Ulber den mitgefiihrten
Standard (200 mg/dl = 2 pg/ul) auf pg/mg Protein berechnet. Um eine exakte Berechnung auf
mg Protein zu ermoglichen, wurde unmittelbar vor der Folch-Extraktion noch einmal die

Proteinkonzentration via Bradford bestimmt.

3.2.10 Western Blotting

Durch Denaturierung der Proteine mit SDS werden diese in der Elektrophorese ausschlieBlich
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und anschlieend zum immunologischen Nachweis
auf eine Membran (PVDF oder Nitrocellulose) tGibertragen.

Untersucht wurden WT- bzw. CGI-58-iKO-Probenpools von Duodenum, Jejunum und lleum
hinsichtlich der CGI-58 (39 kDa) Expression, um den Erfolg des intestinalen CGI-58 Knockouts zu
Uberprufen. Als Positivkontrolle wurde ein Lysat des WAT mitgefiihrt, wahrend als zusatzliche
Referenz je eine WT- sowie eine CGI-58-Knockout Probe aus Makrophagen diente. Dieselbe
Membran wurde gestrippt und fir ATGL (54 kDa) und B-Actin (45 kDa) als Ladekontrolle neu
inkubiert. Weiters wurden die HF/HCD-Versuchstiere auf ER-Stress Marker elF2aq,
phosphoryliertes elF2a (beide 38 kDa) und CHOP (27 kDa) sowie ebenfalls B-Actin (45 kDa) als

Ladekontrolle hin untersucht.

42 |Seite



Masterarbeit Korbelius Melanie, 1130701

3.2.10.2 SDS-PAGE

Fir die Gelelektrophorese wurden pro Probe 80ug Protein eingesetzt, anschlieBend 1:1 mit
Probenpuffer (Endkonzentration: 5% Mercaptoethanol) vermischt, fiir 5 Min. bei 95°C inkubiert
und fur den jeweilig gewiinschten Nachweis auf ein dementsprechend hochprozentiges Gel
aufgetragen (meist 15%-ig). Von den Kontrollen wurden 10 ug Protein (WAT) bzw. 40-50 ug
Protein (Makrophagen WT & CGI-58-KO) eingesetzt und wie oben beschrieben weiter
behandelt.

Die Zusammensetzung der Gele, sowie der verwendeten Puffer sind Kapitel 3.1 zu entnehmen.

Die Proben wurden entsprechend der Porengrof3e bei 150 V flr 90 Min. (15%-iges Gel) getrennt.

3.2.10.3 Blotting & Inkubation mit Antikorpern

Fir den Western Blot wurde immer eine PVDF-Membran gewahlt, mit Ausnahme zum Nachweis
der ATGL-Expression (Nitrocellulose-Membran). Die PVDF-Membran wurde vorab fir 5 Min. in
Methanol aktiviert. AnschlieBend wurde der ,Sandwich” in folgender Reihenfolge in einer
Plastikkassette zusammengebaut: farblose Seite der Kassette — Schwamm - Filterpapier —
Membran — Gel — Filterpapier — Schwamm — schwarze Seite der Plastikkassette. Die fertige
Apparatur wurde in richtiger Orientierung (schwarze Seite (negativ) zeigt zur Kathode) in die
Blottingkammer eingesetzt, sodass der richtige Transfer der durch SDS negativ geladenen
Proteine vom Gel zur Membran gewahrleistet wurde. Bendtigt wurde dazu ein Blotting-Puffer
aus 100 ml 10x-Blotpuffer, 200 ml Methanol und 700 ml H,0. Die Proteine wurden fiir 1,5 h
(Nitrocellulose) bzw. 2 h (PVDF) bei 150 mA unter Eiskiihlung auf die Membran transferiert.
Alternativ zu dieser gangigen Methode wurden einige der durchgefiihrten Western-Blots auch
mittels Trans Blot Turbo Transfer System (BioRad, USA) geblottet. Dieser Transfer benétigt nur 7
Min. anstelle der oben beschriebenen 1,5h, funktioniert allerdings nicht fir hochprozentige
Gele (>10%) und Proteine >50 kDa.

AnschlieBend wurde durch PonceauS-Farbung der Erfolg des Transfers Uberprift, sowie die
Membran entsprechend der Banden von Interesse zugeschnitten und mit Waschpuffer wieder
entfarbt. Die Membran wurde nachfolgend mit 5%-iger Milchlésung (5 g Milchpulver in 100 ml
1x Waschpuffer) fir ca. 2 h inkubiert, um unspezifische Bindestellen zu blocken. Im
darauffolgenden Schritt wurde der in 5%-iger Milchlosung verdiinnte primére Antikdrper (AK)

(Tabelle 7) der Membran zugegeben und tber Nacht bzw. Giber das Wochenende bei 4°C unter
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Schitteln inkubiert. Nach einem Waschschritt (3x 10 Min. mit 1x Waschpuffer) wurde der
sekundare Antikorper zugegeben. die Inkubation erfolgte unter Schitteln fiir 2 h. Nach einem
erneuten Waschschritt (5x 15 Min. mit 1x Waschpuffer) wurde auf Hohe der zu untersuchenden
Banden 1 ml ECL-L6ésung wiederholt verteilt und anschlieBend durch Detektion der

Chemilumineszenz ausgewertet (s.u.).

Tabelle 7: Verwendete Antikorper fiir Western-Blotting.

27kDa CHOP (1:1000) Anti-Mouse (1:500)

38kDa elF2a (1:1000) Anti-Rabbit (1:2500)

38kDa (p) -elF2a (1:1000) Anti-Rabbit (1:2500)

39kDa CGI-58 (1:500) Anti-Mouse (1:500)

45kDa B-Actin (1:20000) Anti-Mouse (1:500)

54kDa ATGL (1:200) Anti-Rabbit (1:2500)
3.2.10.4 Stripping

Meist wurden die Gele fir die Immunodetektion von weiteren Proteinen und B-Actin als
Ladungskontrolle weiterverwendet. Dazu musste der vorangegangene AK von der Membran
entfernt werden (Stripping):

1) Stripping im Wasserbad (60°C): Nach Zugabe von 15 ml Strippingpuffer (inkl. 100 ul

B-Mercaptoethanol) wurde die Membran fir 20 Min. im Wasserbad bei 50°C unter Schitteln
inkubiert. AnschlieBend wurde fiir ca. 10 Min. gewaschen, bis kein B-Mercaptoethanol mehr zu
riechen war und wiederum mit 5%-iger Milchldsung flir eine Stunde geblockt, bevor iber Nacht
mit dem nachsten Primar-AK inkubiert wurde.

2) Stripping bei Raumtemperatur: Alternativ zu Variante 1 kann auch mit einem anderen

Strippingpuffer (pH 2,15) fir 2x15 Min. bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend mit

Milch blockiert und Giber Nacht mit dem Primar-AK inkubiert werden.

Am Tag darauf wurde nach 3x 10-miniitigem Waschen mit dem Sekundar-AK fir 2 h inkubiert

und analog der oben beschriebenen Proteine detektiert.
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3.2.10.5 Auswertung

Die Auswertung erfolgte digital mithilfe des ChemiDocMP Systems (BioRad, USA) durch
Detektion entstandener Chemilumineszenz: dazu wurde die Membran mit einer Losung aus 500
ul Peroxid-Reagenz und 500 pl Luminol-Reagenz inkubiert (Clarity™ Western ECL Substrate Kit
bzw. Immun-Star™ WesternC™ Chemiluminescent Kit; BioRad, USA). Fir die Detektion von
B-Actin als Ladungskontrolle wurde immer der Clarity™ Western ECL Substrate Kit verwendet,
da mit dem anderen Substrat keine Quantifizierung aufgrund der hohen Intensitat moglich war.
Der verwendete Sekundarantikorper, der den Primarantikérper bindet, ist an das Enzym HRP
(horseradish peroxidase) gekoppelt, das in Anwesenheit von Peroxid das Substrat (Luminol)
oxidiert und somit ein Lichtsignal erzeugt, das digital erfasst werden kann. [103, 104] Die
erhaltenen Daten wurden via Imagel lber ihre Flache quantifiziert, auf B-Actin normalisiert und

graphisch als Diagramm dargestellt.

3.2.11 TG- und Cholesterin-Absorptionsstudie

Insgesamt wurden drei verschiedene Absorptionsstudien durchgefiihrt: die erste
Absorptionsstudie (WT vs. CGI-58 iKO) umfasste sechs Mannchen, sowie acht Weibchen, denen
nach 4-stiindiger Nahrungskarenz jeweils 200 pl eines Maiskeimdél-Substrats mit darin gel6sten
200 pg freiem Cholesterin, 0.5 uCi **C-Cholesterin und 2 pCi *H-Trioleat gavagiert und nach 150
sowie 300 Min. Blut aus dem retrobulbdren Plexus gewonnen wurden. 300 Min. nach der
Gavage wurden die Maduse getotet und Magen, Duodenum, Jejunum, lleum und Leber
entnommen.

Die zweite Absorptionsstudie umfasste eine Mausgruppe von elf Weibchen (WT vs. CGI-58 iKO),
die eine intraperitoneale Injektion an 500mg/kg Korpergewicht Tyloxapol, einem LPL-Inhibitor,
erhielten. Eine Stunde nach der Injektion erfolgte das Gavagieren des Substrats analog der
ersten Absorptions-Versuchsgruppe (200 ul Maiskeimdl-Substrats mit darin gelésten 200 pg
freiem Cholesterin, 0.5 pCi **C-Cholesterin und 2 pCi 3H-Trioleat pro Maus), sowie Blutabnahme
150 und 300 Min. nach dem Gavagieren. AbschlieBend wurden die Mause getotet und Magen,

Duodenum, Jejunum, lleum und Leber entnommen.
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Um hinsichtlich kinstlich induziertem ER-Stress Veranderungen im Lipidmetabolismus zu
untersuchen, wurde fiir eine dritte TG- und Cholesterinabsorptionsstudie (Ctl. vs. TM) sechs
mannliche WT-Versuchstiere verwendet. Fiir diesen Versuch wurde drei Wildtyp-Mausen
0,75 mg/kg Korpergewicht einer 0,1 mg/ml TM-Suspension in PBS intraperitoneal (i.p.) injiziert,
eine wiederholte Injektion erfolgte nach 24 h, die zervikale Dislokation 48 h nach Startzeitpunkt.
Mit den Kontrollmdusen wurde gleich verfahren, diese erhielten jedoch eine i.p.-Injektion an
reinem PBS. Die Absorptionsstudie wurde analog der ersten Absorptions-Versuchsgruppe
durchgefiihrt, wobei hier nach 120 und 240 Min. Plasmaproben gewonnen wurden, sowie die

Organentnahme 240 Min. nach dem Startzeitpunkt erfolgte.

Je 50 pl Plasma, sowie 2x 20 ul des Substrats wurden mit 2 ml Szintillations-Cocktail (Ultima
Gold™, PerkinElmer, USA) vermischt und via FlUssigszintillationsmessung die Radioaktivitat
bestimmt. Die Magen-Proben wurden in 1 ml 1 M NaOH fiir ca. 3 h im Wasserbad bei 67°C
geldst, bei 4000 rpm fiir 10 Min. zentrifugiert und anschlieBend der gesamte Uberstand mit 8 ml
Szinti-Cocktail vermischt. Die intestinalen Proben, sowie die Leber wurden (ber Nacht
lyophilisiert (VirTis BenchTop K Manifold Gefriertrocknungsanlage, SP Scientific, USA), gewogen
und ebenfalls in 1 ml 1 M NaOH fir ca. 3 h im Wasserbad bei 67°C gelost. Das gesamte Lysat
wurde nach Zugabe von 8 ml Szintillations-Cocktail vermessen. Alle Proben wurden tber Nacht
im Szintillations-Cocktail inkubiert.

Mithilfe eines B-Counters (Tri-Carb® 3100TR, PerkinElmer, USA) konnte die Radioaktivitdt von *H
und **C parallel in den jeweiligen Proben bestimmt werden. Bei jedem Lauf wurden Blank
(Szinti-Cocktail) und Positivkontrolle (Substrat) mitgefiihrt. Zur Auswertung herangezogen
wurden die DPM-Werte, die je nach Probe auf ein einheitliches Volumen (ml Plasma) oder ein

einheitliches Gewicht (g Gewebe) normalisiert wurden.

3.2.12 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Zur Bestimmung der Lipoproteinfraktionen wurde mit jeweils ~200 pl gepooltem Plasma
(1x WT-Pool, 1x CGI-58 iKO Pool) eine FPLC, ausgestattet mit einer Superose 6 Sdule (Amersham
Biosciences, USA) durchgefiihrt. Aus den einzelnen Fraktionen wurden anschliefend TG- und

TC-Konzentrationen bestimmt.

3.2.13 Diagramme und Statistik
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Alle nachstehenden Diagramme sind nach einem einheitlichen Farbcode sortiert: schwarze
Balken stehen fiir WT-, weille fur CGI-58 iKO-Mause. Kontrollen werden ebenfalls in schwarz
dargestellt, wahrend die Daten nach TM-Behandlung in WeiR gehalten sind.

Die Ergebnisse der Real-Time PCR wurden mittels RESTO ausgewertet und auf CyclophilinA als
Referenzgen normalisiert. Alle Gbrigen Daten wurden statistisch (iber einen ungepaarten bzw.
gepaarten student’s t-test (GraphPad Prism 5.0, CA) ausgewertet und graphisch als Mittelwert +
Standardfehler (SEM) dargestellt.

Alle Western-Blots wurden Uber Image) ausgewertet und auf B-Actin als Ladungskontrolle
normalisiert.

Die Signifikanzen sind wie folgt definiert: * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001. Ergebnisse, die

mit keinem * gekennzeichnet sind, gelten als nicht signifikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Intestinale CGI-58 Defizienz (RCD)

Alle nachfolgenden Experimente wurden — sofern nicht anders angegeben — mit WT- und
CGI-58 iKO-M3usen auf Rodent Chow Diet (RCD), die in Alter (6-7 Wochen) und Geschlecht (&%)
Ubereinstimmten, durchgefihrt.

4.1.1 Uberpriifung des darmspezifischen CGI-58 KO

Effizienter Knockout von CGI-58 im Intestinum der CGI-58-iKO Méause

Um das erfolgreiche Ausschalten von CGI-58 spezifisch im Darm zu bestdtigen, wurden die
MRNA-Expressionslevel des Dinndarms (Duodenum, Jejunum, lleum), sowie der Leber und
Niere als Kontrollen untersucht. Die mRNA-Expression von CGI/-58 im Diinndarm der 4h
gefasteten Mause (Abb.18A), sowie auch der Gber Nacht-gefasteten (14h) Tiere (Abb.18B), ist in
den iKO-Versuchstieren im Vergleich zu ihren WT-Artgenossen signifikant vermindert. Im
Gegenteil dazu zeigen Genexpressionsanalysen der Niere und Leber in den 4h gefasteten Tiere
eine leicht erhéhte, aber nicht signifikante CGI-58 Expression, wahrend in den (ber Nacht-

gefasteten Mausen eine verminderte CGI-58 Expression in der Leber zu beobachten ist (Abb.18).

A) CGI-58 B) CGI-58
£ 1.5 4h gefastet (RCD) § 1.5, Ubernacht gefastet (RCD)
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Abb. 18: Uberpriifung des CGI-58 Knockouts im Intestinum auf mRNA-Ebene (RCD, &).

Der Vergleich der CGI-58 mRNA Expression zwischen Kontrollorganen (WAT, Leber, Niere, Herz, Milz) und den
jeweiligen Dinndarm-Abschnitten (Duodenum, Jejunum, lleum) zeigt v.a. in den 4h gefasteten iKO-Mausen (A) einen
effizienten darmspezifischen Knockout des Gens. Ebenfalls in den 14h-gefasteten Versuchstieren (B) findet sich eine
deutliche Reduktion der CG/-58 mRNA-Expression der Knockout-Md&use in Relation zu den WT-Mausen — zu
beobachten sowohl in Jejunum, als auch in der Leber. 4h gefastet: WT n=4, iKO n=3. Uber Nacht gefastet: WT n=3,
iKO n=3. ** p<0,01; *** p<0,001.
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Es zeigte sich auch eine signifikante Reduktion der CGI-58 Proteinexpression bei intestinaler
CGI-58  Defizienz. Als  Kontrolle  dienten  WT- und makrophagenspezifische
CGI-58 KO Proben, sowie ein Lysat des WATSs als Positivkontrolle. Als Ladungskontrolle diente B-
Actin (Abb.19).

std | Wildtyp | CGI-58 iKO | Wildtyp | CGI-S8 KO | WAT
3 | Duodenum Jejunum lleum | Duodenum Jejunum lleum | Macrophage | Macrophage |
CGI-58 (39kDa) -
35kDa ‘ - “ -
s Drsemm

B-Actin (45kDa)

Abb. 19: Uberpriifung des CGI-58 Knockouts im Intestinum auf Protein-
CGI-58 Proteinexpression

3004 RCD Ebene (RCD, J).

| W

[ ccl-58iko|  Der Vergleich von WT- und CGI-58-iKO Mausen zeigt hinsichtlich der CGI-

2004
58-Proteinexpression eine deutliche Reduktion des in den iKO-Tieren. Von

Fldache

1004 den Gewebeproben wurden 80 pg Protein aufgetragen. Als

Positivkontrolle fiir CGI-58 diente ein WAT-Lysat, von dem 10 ug Protein

auf das Gel geladen wurden. Als weitere Kontrolle wurden eine WT-,

& sowie eine CGI-58 KO-Probe aus Makrophagen mit einer aufgetragenen

Proteinkonzentration von 50 pg mitgefiihrt. WT-Pools n=3, iKO-Pools n=3.

4.1.2 Lipidakkumulationen im Gewebe

Darmspezifische CGI-58 Defizienz fiihrt zu intestinaler TG-Akkumulation (3)

Da CGI-58 einen wichtigen Cofaktor der ATGL darstellt, ist bei CGI-58 Defizienz eine Stérung der
Lipolyse sowie eine folgliche Akkumulation von Triglyzeriden in Form von LDs zu erwarten.
Wahrend die CGI-58 iKO Mause hinsichtlich des Cholesteringehalts in Duodenum, Jejunum und
lleum eine, allerdings nicht signifikante, Tendenz in Richtung vermehrter Lipidansammlung
aufweisen (Abb.20B), so finden sich bei CGI-58 Defizienz signifikante TG-Akkumulationen in
Duodenum und Jejunum nach 4-stlindiger Nahrungskarenz (Abb.20A). Im Gegensatz dazu zeigen
14 h-gefastete Mausen keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich TG- und Cholesteringehalt
(Abb.21).

49 |Seite



Masterarbeit

Korbelius

Melanie, 1130701

A) Triglyzeride
25- 4h fasted, RCD
- WT
.g 204 x 3 CGI-58 iKO
o
o 15 *
£
5 101
-
g 5- i
04 ' . T
& & &
& & &
:Po ¢
9

B) Cholesterin
151 4h fasted, RCD
c | T
3 3 CGI-58 KO
[=]
& 104
f=2]
E
2 s
[3)
o
=5
0- T T T
& & &
& ¥
)

Abb. 20: Lipidgehalt 4h gefastet (RCD, &).

Der Vergleich der TG- und Cholesterin-Konzentrationen zwischen WT und CGI-58 iKO Mausen zeigt nach

4-stiindigem Fasten eine signifikante Ansammlung von TGs in Duodenum und Jejunum. Insgesamt lasst sich in

allen Darmabschnitten sowohl eine TG- als auch Cholesterinakkumulation beobachten. WT n=6, iKO n=6.

* p<0,05**; p<0,01.
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Abb. 21: Lipidgehalt iiber Nacht-gefastet (RCD, J).

Nach 14-stiindigem Fasten zeigt der Vergleich der intestinalen TG- und Cholesterin-Konzentrationen zwischen WT

und CGI-58 iKO Mausen keinerlei signifikante Ergebnisse. WT n=6, iKO n=6.

Erhohte LD-Akkumulationen konnte durch Anfarbung der neutralen Lipide in Kryoschnitten des

Jejunums (4h gefastet) via Oil-Red-O Farbung bestatigt werden. Abb. 23 zeigt eine

Gegenliberstellung der histologischen Schnitte des Jejunums von WT- und CGI-58-iKO Méausen

in zwei verschiedenen VergrofRerungen (oben: 4.2-fach, unten: 20-fach). Beide Male findet sich

in den CGI-58 defizienten Tieren eine signifikante Anhdufung neutraler Lipide, die durch die

verwendete histologische Farbung als rote Punkte ersichtlich sind. Dies deckt sich mit den durch

Folch-Extraktion ermittelten intestinalen TG-Akkumulationen. Da auch ein Trend zu gesteigerten

Cholesterinablagerungen im Duodenum zu beobachten war, und der Olrot-Farbstoff alle

neutralen Lipide, also auch CEs, anfarbt, kénnten die ersichtlichen LDs nicht nur TGs, sondern

auch CEs darstellen (Abb.23).
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WT CGI-58 iKO

Abb. 22: LD Akkumulation im Jejunum von CGI-58-iKO-Mausen (RCD, J).

Von Kryoschnitten der Jejunum-Gewebeproben wurden mittels Oil-Red-O Farbung die neutralen Lipide visualisiert. Im Vergleich zu
den WT Madusen (links) findet sich in den CGI-58 defizienten Versuchstieren (rechts) eine Akkumulation von Triglyzeriden in Form von

LDs, die durch die verwendete histologische Farbung als rote Punkte ersichtlich sind (reprasentative Abbildung).
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4.1.3 Einfluss des CGI-58 iKO auf den Lipidmetabolismus (Genexpressionsprofil)

Um die Bedeutung von CGI-58 auf den intestinalen Lipidmetabolismus zu untersuchen, wurden
via gRT-PCR eine Reihe von PPARa-Zielgenen, die an Lipolyse (CGI-58, ATGL, GO0S2),
B-Oxidation (Acotl, Acot2, Cptla, Acoxl), oxidativem Stress (Gstkl, Gstm3),
Lipoprotein-Metabolismus und Lipidabsorption (Abcal, NPC1L1, CD36, Mttp, ApoAl), sowie der

Regulation der Lipogenese (DGAT2, SCD-1) beteiligt sind, vermessen.

Abnehmender Trend der PPARa Expression bei CGI-58 Defizienz

PPARa reguliert die peroxisomale, mikrosomale und PPARG: Expression

-
o

- WT
3 CGI-58 iKO (Duo)
3 CGI-58 KO (Jej)
B3 CGI-58 KO (lle)

mitochondriale FS-Oxidation. (reviewed in [105])

-
o

Die intestinale Expression von Ppara selbst zeigt

o
o

einen statistisch nicht signifikanten abnehmenden

relative mRNA Expression

=]
o

Trend von Duodenum nach lleum bei CGI-58 iKO

. . . Abb. 23: mRNA-Expression Ppara (RCD, &).
Tieren, verglichen mit der WT-Versuchsgruppe mRNA-Expression Ppara (RCD, )

(Abb.23).

Die Analyse der intestinalen PPARa-Genexpression
zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied

CGI-58 iKO resultiert in_erhdhter GOS2 mRNA- ~Z"'°cfenWTund CGIS8 KO- WTn=3,HOn=s.

Expression (é )

Die signifikante Verminderung der ATGL-Expression im Jejunum, sowie der leichte Trend in

Richtung Herunterregulierung im Duodenum und lleum (0,978 bzw. 0,894) der CGI-58 iKO Tiere
deutet auf eine verminderte ATGL-induzierte Lipolyse in  Abwesenheit von
CGI-58 hin. Zusatzlich zeigt die mRNA-Expression des lipolytischen ATGL-Inhibitors G0S2
(GO/G1 switch Regulatorprotein) sowohl in Duodenum, als auch Jejunum eine gesteigerte
Expression. Die Leber zeigt keinerlei Verdnderung in der Expression LD-assoziierter Proteine

zwischen WT und CGI-58 iKO Versuchsmausen (Abb.24A).

Gesteigerte Scd1 mRNA Expression in Duodenum von CGI-58 iKO Mausen (3)

Die erhohte Genexpression der Stearoyl-CoA Desaturase-1 (Scd-1), die an der Biosynthese
einfach-ungesattigter Fettsauren, ins Besondere von Palmitol und Oleat, beteiligt ist (reviewed
in [106]), indiziert eine gesteigerte Lipogenese in CGI-58-iKO Mausen gegeniiber den WT-
Versuchstieren — jedoch nur in Duodenum und Jejunum. Des Weiteren findet sich auch eine

Tendenz hin zu gesteigerter mRNA-Expression der Acetyl-CoA Carboxylase (Acc) und der
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Fettsdure-Synthase (Fas) im Duodenum der CGI-58 iKO Mause. Diese zwei Enzyme sind an der
de novo Synthese von Lipiden beteiligt und katalysieren die Umwandlung von Acetyl CoA zu
Malonyl-CoA (ACC), das in weiterer Folge zur Synthese von Palmitat (16:0) herangezogen wird
(FAS). Interessanterweise findet sich kontrar zu den mRNA-Daten von Duodenum und Jejunum
im lleum eine signifikante Verminderung der Scd-1 Genexpression. Weiters zeigt sich auch eine

verminderte Expression der Dgat2 (Abb.24B).

Unveridnderte mRNA Expression von Genen der B-Oxidation ()

Hinsichtlich der mitochondrialen B-Oxidations-Marker Acyl-CoA Thioesterase (Acot) und
Carnitine Palmitoyltransferase 1A (Cptla) lassen sich keinerlei signifikante Unterschiede bei CGI-
58 iKO beobachten, wahrend die Acyl-CoA Oxidase 1 (Acox1) als Marker der peroxisomalen B-
Oxidation eine signifikant verminderte mRNA-Expression im lleum der CGI-58 defizienten Tiere
aufweist. Insgesamt lasst sich in den CGI-58 defizienten Mausen ein Trend Richtung
abnehmender B-Oxidation von Duodenum nach lleum beobachten (Abb.24C).

Vergleicht man das Genexpressionsmuster aller drei Darmabschnitte, so zeigt sich deutlich, dass
im lleum alle vermessenen Gene, die eine Rolle in verschiedenen Zweigen des
Lipidmetabolismus  (Lipolyse, Lipogenese, B-Oxidation, Lipidabsorption)  spielen,
herunterreguliert sind (Abb.24).

Die erhohte Genexpression des Cholesterintransporters Npcl1/1 in Duodenum und Jejunum
indiziert weiters eine Steigerung der Cholesterinaufnahme, wahrend die anderen in der
Lipidabsorption involvierten Gene keine signifikanten Anderungen bei CGI-58 Defizienz zeigen

(Abb.24D).
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Abb. 24: Genexpression Lipid-
metabolismus (RCD, &).

Untersucht wurden PPARa-Zielgene, die
eine Rolle im intestinalen Lipid-
metabolismus spielen, wie Lipolyse (A),
B-Oxidation (C)

Lipogenese (B) und

Lipidabsorption (D). Alle  mRNA
Expressionen wurden auf CyclophillinA
als Referenzgen normalisiert.

WT n=3, iKO n=4.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Intestinale CGI-58 Defizienz hat keinen Einfluss auf mRNA Expression von Genen des

oxidativen Stresses (3)

Die Expressionen zweier Marker flir oxidativen Stress Glutathion-S-Transferase kappal (Gstk1)

und Glutathion-S-Transferase mu3 (Gstm3) zeigen in keinem der untersuchten Darmabschnitte

signifikante Unterschiede zwischen WT und CGI-58 iKO Versuchstieren, was einen fehlenden

Einfluss der intestinalen CGI-58 Defizienz auf die Entstehung von oxidativem Stress indiziert

oxidativer Stress
£ 1.6
2 -, WT
g 3 CGI-58 KO (Duo)
£ 1.0 [ CGI-58iKO (Jej)
g 3 CGI-58 KO (lle)
F4
4
E 0.54
o
2
'
°
< 0.0 T T

Gstki Gstm3
(Abb.25).

Abnehmende Pdk4-Expression bei CGI-58 Defizienz

von Duodenum nach lleum ()

Die beobachteten Expressionen fir PDK4 gelten
zwar statistisch als nicht signifikant, zeigen aber
einen deutlichen Trend in Richtung verminderter
Expression von Duodenum nach lleum (Abb.26).
Interessanterweise findet sich bei HF/HCD-
gefltterten Tieren ein genau gegengleiches Muster,
indem von Duodenum nach lleum eine Zunahme

der Pdk4-Expression zu finden ist (siehe Abb.46).

Abb. 25: Oxidativer Stress bei CGI-58 iKO (RCD,d).

Keiner der drei Darmabschnitte zeigt bei CGI-58 iKO signifikante
Unterschiede im Vergleich zum WT. Im Jejunum findet sich jedoch
ein Trend in Richtung verminderter Expression der mit oxidativem

Stress assoziierten Marker Gstk1l und Gstm3. WT n=3, iKO n=4.

Glukose/Glyzerin Metabolismus

[
J

| wT
O CGI-58 KO (Duo)
O CGI-58 KO (Jej)

[
h

B CGI-58 IKO (lle)
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Abb. 26: Pdk4 mRNA Expression bei CGI-58 iKO

(RCD,3).
Wahrend

relative mRNA Expression
s

o
I

Pdkd

im Duodenum PDK4 bei CGI-58 iKO

verglichen mit den WT-Mausen noch vermehr
exprimiert wird, so nimmt die mRNA-Expression zum
lleum hin deutlich ab. Die Daten gelten als statistisch

nicht signifikant. WT n=3, iKO n=4.
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4.1.4 Intestinale CGI-58 Defizienz und ATGL-Expression

CGI-58 iKO fiihrt zu Verminderung der Atgl mRNA-Expression im Jejunum (&)

Die ATGL Genexpression zeigt eine signifikante Verminderung im Jejunum bei CGI-58 iKO im
Vergleich zur WT-Versuchsgruppe, was eine reduzierte Aktivierung der ATGL in Abwesenheit

von CGI-58 indiziert (siehe Abb.24).

Keine Verianderung der ATGL-Proteinexpression bei CGI-58 iKO Mausen (3)

Auf Proteinebene kann diese reduzierte ATGL-Expression nicht beobachtet werden. Wahrend
sich im lleum bei CGI-58 Defizienz eine leicht verminderte ATGL Expression zeigt, so finden sich
in Duodenum und Jejunum, sowie auch in den Makrophagen, keine Unterschiede zwischen WT

und iKO Tieren (Abb.27).

std | wildtyp | CGI-58 iKO | widtyp | CGI-58 KO | e
’ | Duodenum Jejunum lleum | Duodenum Jejunum lleum | Macrophage | Macrophage |
ATGL (54kDa) = &>
55kDa —M - . .. ‘
'." — — ———  — ’
B-Actin (45kDa)
oy -G eup a» asd w> Gup = *
ATGL Proteinexpression Abb. 27: ATGL Proteinexpression, Western-Blot (RCD, ).
RCD
80 . . . . . L.
[ Untersucht wurde die ATGL-Proteinexpression bei CGI-58 iKO, sowie die
[ CGI-58 KO

10 B-Actin-Expression als Referenz (oben). Aufgetragen wurden 80 ug Protein

der gepoolten Darmproben, sowie je 40 ug der Makrophagen-Kontrollen und

Fliche

20+ 10 pg Protein eines WAT-Lysats. Durch Normalisierung der Daten auf das

Referenzprotein zeigt sich eine leichte Verminderung der ATGL-Expression im

@‘\o& &@& \\Bo& &\é?\\ «s\é lleum, wahrend in den anderen untersuchten Geweben kaum ein
2 5
& ¥ \@é"q Unterschied zu beobachten ist (links). WT-Pools n=3, iKO-Pools n=3.

4.1.5 Plasmaparameter und Plasmalipoproteine

Kein signifikanter Unterschied in Plasmaparametern bei CGI-58 iKO (2)

Bei RCD-Fitterung findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen WT- und CGI-58 iKO-
Mausen beziglich der Plasmakonzentrationen von TG, TC, FC, CE oder FG. Hinsichtlich der TG-
Plasmagehalte kann jedoch ein leichter Anstieg in CGI-58 iKO Mausen beobachtet werden. Die
dargestellten TG-Gehalte sind die Differenz der vermessenen TG-Konzentration abziglich der
vermessenen FG-Gehalte, wéahrend sich die CE-Level aus der Differenz von TC und

FC ergeben. (Abb.28).
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Abb. 28: Plasmaparameter, 4h gefastet (RCD, ).
Plasmaparameter
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Kaum Veranderungen der Plasmalipoproteine bei CGI-58 iKO ()

Der Vergleich gepoolter WT- und CGI-58 iKO-Plasmaproben der RCD-Mause nach FPLC
Auftrennung zeigt nur leichte Unterschiede zwischen den Genotypen. So finden sich in den
CGI-58 iKO Mausen weniger TGs in der LDL-Fraktion als bei den WT Mausen (Abb.30A), wahrend
der Hauptanteil des TCs bei beiden Genotypen dhnlich stark als HDL vorliegt (Abb.308B).

350 35,0
VLDL
HDL
30,0 — 30,0 —
25,0 25,0
200 20,0
Glyzerin
15,0 — 15,0 — \Yildtyp
— CG-58-iKO
10,0 10,0
LDL HDL LDL
— — VLDL —
5.0 50
—
0.0 T . 0.0
9 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 9 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
5,0 -5,0

Abb. 29: Lipoproteinprofil, 4h gefastet (RCD,J).
Die FPLC-Analyse der gepoolten WT- und CGI-58 iKO Proben zeigt keine deutlichen Unterschiede auf RCD. In beiden Genotypen
findet sich der Hauptanteil an Plasma-TGs in der VLDL Fraktion, sowie der Hauptanteil des Plasma-TCs in der HDL-Fraktion.

WT n=5, iKO n=10.
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4.1.6 Lipidabsorption bei intestinaler CGI-58 Defizienz

Die nachfolgenden Experimente mit radioaktiven Substraten wurden sowohl mit mannlichen,

als auch weiblichen Versuchstieren gleichen Alters (12 Wochen) auf RCD durchgefiihrt.

CGI-58 iKO in Weibchen fuhrt zu gesteigerter gastrointestinaler TG-Absorption (2)

Mithilfe radioaktiv markierter Substrate (3H—Trioleat, 14C—Cholesterin) konnten die Unterschiede
in der Lipidabsorption von TGs und Cholesterin untersucht werden. Dabei zeigte sich in nahezu
allen Organen ein geschlechterspezifischer Trend, da besonders in den weiblichen
Versuchstieren in Magen, Duodenum, Jejunum und lleum eine signifikante Erh6hung der TG-
Absorption bei intestinaler CGI-58 Defizienz nachgewiesen wurde. Im Magen konnte zusatzlich

eine signifikant erhdhte Cholesterin-Absorption beobachtet werden (Abb.30A&B).

A) TG Absorption Q B)  cCholesterin Absorption Q
250000 . 200000
| T | T
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o 200000 " ca © 1500004 O
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o & 100000
'E 100000 £
o o
© 500004 v = 50000
il (1N (I JHLLH B an
,B.Of'c (\“S S z‘}é\ ,B.Q?Q (\“\Q S z‘}é\
& ot‘e )‘z\o W & ot‘e )é\o W
o o
Q) Leber Q
400~
T
CGI-58 IKO
& 300 =
K=}
@
-
o -
E 200
g
o 100
0- T T
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Abb. 30: Triglyzerid-/Cholesterinabsorption (RCD, ?).

Mithilfe radioaktiv markierter Substrate (3H—Trio|eat, 14C—Cholesterin) konnte die unterschiedliche Absorption bei CGI-58 Defizienz
untersucht werden. Bei den Weibchen finden sich im gesamten untersuchten Gastrointestinaltrakt (Magen, Duodenum, Jejunum,
Ileum) signifikante Unterschiede zwischen WT und iKO hinsichtlich der TG-Absorption (A). Da nicht die gesamte Leber, sondern nur
der groRRe Leberlappen untersucht wurde, werden diese Daten auf mg Lebergewebe berechnet angegeben. WT n=5, iKO n=3.

* p<0,05; ** p<0,01.
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CGI-58 iKO fiihrt zu gesteigerter intestinaler TG-Absorption in Mdnnchen (3)

Die mannlichen Versuchstiere hingegen wiesen einzig im Jejunum eine signifikante Erhéhung
der TG-Absorption bei CGI-58-iKO auf, wobei sich im gesamten Intestinaltrakt ein Trend hin zu

gesteigerter TG-, sowie verminderter Cholesterinabsorption zeigt (Abb.31A&B).

Verminderte hepatische Lipidabsorption in CGI-58 iKO Mausen (3+2)

In der Leber der méannlichen, als auch der weiblichen Versuchstiere konnte hinsichtlich der TG-
und Cholesterinabsorption keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und CGI-58-iKO
Mausen beobachtet werden, jedoch zeigen beide Geschlechter eine Tendenz zu verminderter

Lipidabsorption bei CGI-58 iKO (Abb.30C & 31C).

A) i B) Cholesterin Absorption d
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50+
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Abb. 31: Triglyzerid-/Cholesterinabsorption (RCD, J).
Durch Gavagieren radioaktiv markierter Substrate (*H-Trioleat, **C-Cholesterin) konnte die unterschiedliche Lipidabsorption bei
darmspezifischem CGI-58 KO untersucht werden. In den mannlichen Versuchstieren finden sich kaum signifikante Unterschiede,

wobei hinsichtlich der Cholesterinabsorption eine abnehmende Tendenz bei CGI-58 Defizienz ersichtlich wird. WT n=3, iKO n=3.

* p<0,05.
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CGI-58 iKO bedingt verminderte Lipidsekretion in die Blutzirkulation (2+c)

Sowohl in der TG- und Cholesterinabsorption der mannlichen, als auch der weiblichen
Versuchsgruppe findet sich eine Reduktion der Lipide im Plasma. Ebenfalls zu beobachten ist
eine Zunahme der Lipidabsorption zwischen den verschiedenen Zeitpunkten bei beiden
Genotypen in beiden Geschlechtern (Abb.32). Die verminderten Lipidkonzentrationen im
Plasma bei intestinaler CGI-58 Defizienz geht mit der erhohten intestinalen TG-Absorption,

sowie der leicht verminderten hepatischen Lipidaufnahme einher.

A) TG Absorption @ B) Cholesterin Absorption @
50000+ 10000+

- WT - WT
gwoua- -= CGI-58 iKO E 8000 -= CGI-58 IKO
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L] ©
& 30000 Z 60004
gznouo- ~E 4000-

o o
= 10000 T 20004
0 = : v 0 = . ,
0 150 300 0 150 300
Min. Min.
C . D ) .
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w w
o
& 30000 & 60004
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o o
= 10000 © 20004

0 - v v 0 = . :
0 150 300 0 150 300
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Abb. 32: Triglyzerid-/Cholesterinabsorption im Plasma (RCD, 2+¢).

Sowohl bei den weiblichen (A,B), als auch den mannlichen (C,D) Versuchstieren findet sich eine Reduktion der
absorbierten Lipide (TG, A & C; Cholesterin, B & D) im Plasma 150 und 300 Min. nach Gavagieren. & WT n=3, iKO n=3, ¢
WT n=5, iKO n=3.

Erhohte TG-Plasmakonzentrationen in weiblichen Versuchstieren

In beiden Genotypen findet sich beim Vergleich der Geschlechter eine leichte Erhéhung der
Plasmagehalte an TGs in den Weibchen. Besonders in den CGI-58 iKO Mausen ist dies
ausgepragt, so finden sich 300 Min. nach Gavagieren bereits 47170 dpm/ml Plasma in den
Weibchen, wahrend die mannlichen Versuchsmause einen Wert von 34800 dpm/ml Plasma

zeigen (p=0,0882) (Abb.32A&C).

60 |Seite



Masterarbeit Korbelius Melanie, 1130701

4.1.7 Einfluss intraperitonealer Tyloxapol-Injektion auf die Lipidabsorption

Um zu untersuchen, ob der in der weiblichen Versuchsgruppe beobachtete Effekt auf die
Lipidabsorption bei CGI-58 iKO durch LPL mediiert wird, wurde einer zweiten weiblichen
Kohorte der LPL-Inhibitor Tyloxapol injiziert und die Absorptionsstudie wiederholt. Das folgende
Experiment wurde ausschlieBlich in weiblichen Versuchsmausen im Alter von durchschnittlich

15 Wochen (RCD) durchgefiihrt.

Tyloxapol-Injektion fihrt zu TG-Akkumulation im Plasma von WT und CGI-58 iKO Mé&usen via

LPL-Inhibierung (Q)

Tyloxapol als Inhibitor der peripheren Lipolyse durch Hemmung der LPL-Aktivitat flhrt
bekanntlich zu Lipidakkumulationen im Plasma, die bereits makroskopisch bei der
Probengewinnung durch starke Triibung des Plasmas ersichtlich sind. Der Vergleich zwischen
zwei verschiedenen Mausgruppen, ibereinstimmend in Geschlecht ({) und Fltterungs- (RCD)
bzw. Fastenzustand (4h) zeigt eine deutliche Steigerung der TG-Absorption im Plasma, sowohl in
WT als auch CGI-58 iKO Mausen nach Tyloxapol-Injektion (500 mg/kg Kérpergewicht). So finden
sich beispielsweise 300 Min. nach Startzeitpunkt in den unbehandelten CGI-58 iKO-
Versuchstieren 3% des gavagierten *H-Trioleats im Plasma, wahrend zum gleichen Zeitpunkt
bereits 11% des Substrats im Plasma der Tyloxapol-behandelten KO-Mause zirkulieren (Abb.33).
In Abbildung 34 findet sich eine Gegenliberstellung der TG-Aufnahme ins Plasma ohne und mit

Tyloxapol-Injektion, um diesen Einfluss einer LPL-Inhibierung zu verdeutlichen (Abb.34).

Reduzierte hepatische TG-Aufnahme nach Tyloxapol-Injektion in WT und CGI-58 iKO Tieren (2)

Eine reduzierte hepatische TG-Absorption bestédtigt den erwarteten Effekt von Tyloxapol, der
durch Inhibierung der LPL und somit verminderter peripherer Lipolyse in Lipidakkumulationen
im Plasma und verminderter Lipidabgabe an die peripheren Gewebe resultiert. Durch LPL-
Inhibierung entstehen kaum CM-Remnants, die von den Hepatozyten aufgenommen werden
konnen, was sich ebenfalls in einer leicht verminderten TG-Absorption der Leber nach
Tyloxapol-Injektion wiederspiegelt (WT: 2%; WT+Tyloxapol: 0%) (Abb.33). In beiden Genotypen
kann dies beobachtet werden, wie in Graphik 35 verdeutlicht wird. Die Ergebnisse dieser
Gegenliberstellung sollten jedoch nicht als sehr aussagekraftig angesehen werden, da zwei

unterschiedliche Kohorten mit unterschiedlichem Substrat verwendet wurden (Abb.35A).
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Abb. 33: Unterschiedliche TG-Absorption durch Tyloxapol-Injektion (RCD,?).

Durch Hemmung der LPL-Aktivitat via Tyloxapol-Injektion akkumulieren TGs der Nahrung vermehrt im Plasma der WT als

auch CGI-58 iKO-Mduse, verglichen mit unbehandelten Versuchsmausen. Ohne Tyloxapol: WT n=5, iKO n=3, mit Tyloxapol:

WT n=6, iKO n=5.
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Abb. 34: Triglyzerid-/Cholesterinabsorption im Plasma ohne und mit Tyloxapol-Injektion (RCD, ?).

Sowohl in den WT (A,B), als auch den CGI-58 iKO (C,D) Versuchstieren findet sich eine deutliche Lipidakkumulation im

Plasma nach Injektion des LPL-Inhibitors Tyloxapol, wobei der Effekt in den WT Tieren ausgepragter ist. Ohne Tyloxapol:

WT n=5, iKO n=3, mit Tyloxapol: WT n=6, iKO n=5. * p<0,05.
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Reduzierte Cholesterin-Absorption nach Tyloxapol-Injektion in WT und CGI-58 iKO Méusen (2)

Wie auch bei der TG-Absorption findet sich durch Tyloxapol eine signifikante
Cholesterinakkumulation in der Blutzirkulation beider Genotypen (Abb.34). Eine Tyloxapol-
Injektion bewirkt in beiden Genotypen — ahnlich der TG-Absorption — eine verminderte
Aufnahme von Cholesterin in die Leber (Abb.35B). Der Hauptanteil an Radioaktivitat des
gavagierten Cholesterin-Substrats findet sich sowohl bei WT als auch CGI-58 iKO Mausen im
Magen und teilt sich anschliefend weiter auf alle drei Darmabschnitte auf (Abb.36). Diese Daten
sind ebenfalls mit Vorsicht zu genieBen und nur als Hinweise fir die Auswirkungen einer LPL-
Inhibierung zu betrachten, da zwei unterschiedliche Kohorten mit verschiedenen radioaktiven

Substraten (unterschiedliche cpm) verwendet wurden.

A) TG Absorption B) Cholesterin Absorption
400~ ™ 250- . m
| T ) - T
- 3 CGI-58IKO|| _ 200 — 3 CGI-58 KO0
& 300 5
K= =]
r 5 1504
o - o
E 200 £ ool
£ £
T 100 T gl
il | ] o ]
- + - +
Tyloxapol Tyloxapol

Abb. 35: Tyloxapol-Effekt auf hepatische Lipidabsorption (RCD, ?).
Eine deutliche Reduktion der hepatischen TG- (A) und Cholesterinaufnahme (B) durch Tyloxapol-Behandlung findet sich in
beiden Genotypen, wahrend die WT Mdause eine starkere Reduktion in der Lipidabsorption aufweisen. Ohne Tyloxapol(-):

WT n=5, iKO n=3, mit Tyloxapol(+): WT n=6, iKO n=5. *** p<0,001; * p<0,05.

63 |Seite



Masterarbeit

Korbelius

Melanie, 1130701

0%

Cholesterin - Wildtyp 9 ‘

1%

E Plasma 150 [ml]
M Plasma 300 [ml]
O Magen

W Duodenum

W Jejunum
Elleum

M Leber

O ubrige Gewebe

Cholesterin - CGI-58 iKO 2 |

@ Plasma 150 [ml]
W Plasma 300 [ml]
OMagen

W Duodenum

M Jejunum
Elleum

M Leber

Dibrige Gewebe

Cholesterin-Absorption

OHNE Tyloxapol

Cholesterin - Wildtyp @ |

1%

0% 2%

2%

@ Plasma 150 [ml]
M Plasma 300 [ml]
OMagen

W Duodenum

M Jejunum
Wileum

M Leber

O librige Gewebe

Cholesterin - CGI-58 iKO Q|

1% ~2%

@ Plasma 150 [ml]
M Plasma 300 [ml]
[0 Magen

W Duodenum

M Jejunum

@ lleum

M Leber

Oubrige Gewebe

Cholesterin-Absorption

MIT Tyloxapol

Abb. 36: Cholesterin-Absorption bei unbehandelten und Tyloxapol-behandelten Tieren (RCD,?).

Durch Hemmung der LPL-Aktivitat via Tyloxapol-Injektion akkumulieren neben TGs der Nahrung auch vermehrt Cholesterin im

Plasma der WT- als auch CGI-58 iKO-Mduse, verglichen mit unbehandelten Versuchsmausen.

Ohne Tyloxapol: WT n=5, iKO n=3, mit Tyloxapol: WT n=6, iKO n=5.

Gesteigerte Lipidabsorption im Plasma von CGI-58 iKO Mausen nach Tyloxapol-Injektion (?)

Wahrend bei den weiblichen Versuchstieren ohne Tyloxapol-Injektion eine Steigerung der TG-

als auch Cholesterinabsorption im Plasma der WT- gegeniber der CGI-58 iKO Tiere beobachtet

werden konnte, so findet sich kontrdar dazu nach Tyloxapol-Injektion ein Trend zu gesteigerter

Lipidabsorption bei den iKO-Tieren gegeniber ihren WT-Artgenossen (Abb.37).
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Abb. 37: TG- und Cholesterinabsorption nach Tyloxapol-Behandlung (RCD, ?).

Beide Genotypen zeigen einen signifikanten Anstieg der Plasmalipidkonzentrationen von TG (A) und Cholesterin (B)

innerhalb von 150 Min. bis 300 Min.. WT- und CGI-58 iKO-Md&use zeigen in beiden Fallen ein dhnliches Muster,

wdahrend CGI-58 iKO Mdause einen Trend hin zu gesteigerten Lipidabsorptionen verglichen mit den WT-Mausen

zeigen. WT n=6, iKO n=5.
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CGI-58 iKO resultiert bei Tyloxapol-Injektion in gesteigerter intestinaler TG-Absorption (2)

Wahrend sich ohne Tyloxapol-Injektion im gesamten Gastrointestinaltrakt bei CGI-58 iKO eine
gesteigerte TG-Absorption findet, so zeigt sich nach Injektion des LPL-Inhibitors einzig in
Duodenum und Jejunum eine erhohte TG-Aufnahme. Weiters lasst sich eine Tendenz hin zu
gesteigerter gastrischer und verminderter hepatischer TG-Absorption in den WT-Mausen
beobachten (Abb.38A&C), wahrend dieser Trend ohne Tyloxapol-Injektion in den CGI-58 iKO

Tieren zu finden ist.

Verminderte Magenentleerung von Cholesterin in WT-Mausen (2)

Ebenfalls kontrar zu den Daten der Absorptionsstudie ohne Tyloxapol findet sich eine erhéhte
gastrische  Cholesterin-Retention in den WT-Mausen, wahrend die hepatische

Cholesterinabsorption in beiden Radioaktiv-Studien keine signifikanten Unterschiede aufweist

(Abb.38B&C).
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Abb. 38: Triglyzerid-/Cholesterinabsorption nach Tyloxapol-Injektion (RCD, Q).
Gegenteilig zu den Daten der ersten Absorptionsstudie ohne Tyloxapol-Injektion findet sich hier in den WT-Versuchstieren eine
Tendenz in Richtung gesteigerter gastrischer TG- und Cholesterinabsorption, sowie signifikant erhohte TG-Absorption einzig in

Duodenum und Jejunum der CGI-58 iKO Mause. WT n=6, iKO n=5. * p<0,05; ** p<0,01; *** p>0,001.
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4.2 Intestinale CGI-58 Defizienz (HF/HCD)

Alle nachfolgenden Experimente wurden in weiblichen Versuchsméausen auf einer HF/HC-Diat

im Alter von ca. 8 Wochen durchgefiihrt.

4.2.1 Uberpriifung des intestinalen CGI-58 Knockouts

Effizienter Knockout von CGI-58 im Intestinum der CGI-58-iKO Mause (?Q)

Um das erfolgreiche Ausschalten von CGI-58 cclss
spezifisch im Darm zu bestitigen, wurden die 5199 4h fasted (HFHCD) -
b 3 CGI-58 KO
MRNA-Expressionslevel des Didnndarms 2104
=L
(Duodenum, Jejunum, lleum), sowie der Leber %M
als Kontrolle untersucht. Die mRNA-Expression Z
2 50l
von CGI-58 im Dinndarm der 4h gefasteten ¢§ &“\ ﬂsé‘ s
oba ?Q ¥ Y%
Mause ist in den iKO-Versuchstieren im <

Vergleich zu ihren WT-Artgenossen signifikant ~ Abb. 39: Uberprifung des CGI-58 Knockouts im

. . . . . Intestinum auf mRNA-Ebene (HF/HCD, ).
vermindert. Allerdings zeigt sich auch in der (HF/ #)

Der Vergleich der CGI-58-Expression zwischen WT und CGI-

Leber eine verminderte CGI-58 Genexpression 58 KO in den jeweiligen Diinndarm-Abschnitten

bei CGI-58 iKO (Abb.39), wie sie auch in der Gber  (Duodenum, Jejunum, lIleum) zeigt einen effizienten

d ifischen Knockout des Gens. WT n=4, iKO n=4.
Nacht-gefasteten RCD-Mausgruppe beobachtet armspeziischen Bnockout des Bens n=t BN

* p<0,05; *** p<0,001.
werden konnte.

Auch auf Proteinebene konnte ein effizienter Knockout von CGI-58 spezifisch im Darm via
Western-Blotting bestatigt werden. Als Kontrollen wurden WAT, sowie jeweils eine WT- und
eine CGI-58 KO Kontrolle aus Makrophagen mitgefiihrt (Abb.40).

Von den Proben wurden je 80 ug Protein aufgetragen, wahrend von den Kontrollen 40 ug
(Makrophagen) bzw. 10 pg (WAT) analysiert wurden. Die Auswertung erfolgte wiederum lber

die Expression der Ladungskontrolle B-Actin.
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s | wildtyp CGI-58 iKO | wildtyp | CGI-S8 KO b o
- | Ouodenum Jejunum lleum Duodenum Jejunum lleum | Macrophage | Macrophage | "
—
RS AR ’
CGI-58 (39kDa) " - 8. ’ —
.
35-:a-—,w » 3 .
Vi

B-Actin (45kDa)
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—— -
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Abb. 40: Uberpriifung des CGI-58 iKO auf Protein-Ebene (HF/HCD, ).

w0 cel-38 PLc::igsxmessmn Der Vergleich von WT- und CGI-58-iKO Mdusen zeigt hinsichtlich der
350+ ; 2’;_58 wo| CGI-58-Proteinexpression eine deutliche Reduktion in den iKO-Tieren.
E::g I Von den Gewebeproben wurden 80 pg Protein aufgetragen. Als
&%232 Positivkontrolle fiir CGI-58 diente ein WAT-Lysat, von dem 10 pg
j: Protein auf das Gel geladen wurden. Als weitere Kontrolle wurde eine

07 & P PN WT sowie eine CGI-58 KO Probe aus Makrophagen mit einer
ooobé\ sé%’\\ ¥ &é‘,&‘@ N aufgetragenen Proteinkonzentration von 40 pg mitgefiihrt. WT-Pools

n=8, iKO-Pools n=7.

4.2.2 Lipidakkumulationen im Gewebe bei HF /HCD und intestinaler CGI-58 Defizienz

CGI-58 iKO fuhrt zu gesteigerter intestinaler TG-Akkumulation (?Q)

Ahnlich der RCD-Versuchsgruppe findet sich auch bei HF/HCD eine signifikante Steigerung der
TGs im Intestinum. Duodenum und Jejunum zeigen eine nahezu idente Steigerung der TGs bei
CGI-58 iKO gegeniber dem WT. Die vermessenen Cholesterinkonzentrationen im Gewebe
gelten als nicht signifikant, jedoch zeigt sich ein Trend hin zu vermehrter Cholesterinablagerung

bei intestinaler CGI-58 Defizienz (Abb.41).

A) Triglyzeride HF/HC B) Cholesterin HF/HC
604 101
- | wT c T
.g ** 3 CGI-58 IKO T 8 3 CGI-58 KO
S 40- 2
o %—1 64
g E
- - 4_
G onl <]
; 20 5
0- T T 0- T T T
& & & &
66@} -QOQ \\°\> bzoé _¢(\\> \\6°
S ® & ¢
) )

Abb. 41: Intestinaler Lipidgehalt 4h gefastet (HF/HCD, Q).

Der Vergleich der Uber einen Zeitraum von 2 Wochen HF/HCD gefiitterten Tiere zeigt einen deutlichen Anstieg der TGs

in Duodenum und Jejunum bei CGI-58 iKO. Die Cholesterindaten zeigen eine dhnliche Tendenz, gelten jedoch statistisch

als nicht signifikant. WT n=4, iKO n=4. ** p<0,01.
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CGI-58 iKO fiihrt zu LD-Akkumulation im Jejunum (2)

Wie bereits bei den RCD-geflitterten Mausen zu beobachten war findet sich auch auf HF/HCD
eine vermehrte Ansammlung an LDs bei CGI-58 iKO. Allerdings finden sich bei fetthaltiger
Erndhrung auch einige LDs in den WT-Mausen, allerdings weniger als bei intestinaler CGI-58
Defizienz. Die LDs wurden durch Anfarbung der neutralen Lipide in Kryoschnitten des Jejunums
(4h gefastet) via Oil-Red-O Farbung visualisiert. Da sich ebenfalls ein Trend zu gesteigerter
intestinaler Cholesterinakkumulation zeigt (Abb.38) und der Olrot-Farbstoff alle neutralen Lipide
anfarbt, konnten die ersichtlichen Lipid Tropfchen nicht nur TG-, sondern auch CE-Ablagerungen

reflektieren (Abb.42).

WT CGI-58 iKO

— —

Abb. 42: LD Akkumulation im Jejunum von CGI-58-iKO-M&usen (RCD, Q).

Von Kryoschnitten der Jejunum-Gewebeproben wurden mittels Qil-Red-O Farbung die neutralen Lipide visualisiert. Im Vergleich
zu den WT-Mausen (links) findet sich in den CGI-58 iKO Versuchstieren (rechts) eine gesteigerte Akkumulation von Triglyzeriden in
Form von LDs, die durch die verwendete histologische Farbung als rote Punkte ersichtlich sind (20-fache VergroRerung). Auch in
den WT-Mé&usen zeigen sich vereinzelt LDs bei HF/HCD — dies konnte bei RCD-M&usen nicht beobachtet werden (reprasentative

Abbildung).
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4.2.3 Einfluss auf Lipidmetabolismus (Genexpressionsprofil)

Um die Bedeutung von CGI-58 auf den intestinalen Lipidmetabolismus zu untersuchen, wurden

dieselben mRNA Expressionen wie in der RCD-Versuchsgruppe via qRT-PCR vermessen.

Zunehmender Trend der Ppara Expression bei CGI-58 iKO durch HF/HCD

Die intestinale Expression von PPARa selbst zeigt
PPARa Expression

g
o

einen zunehmenden Trend von Duodenum nach -

3 CGI-58 iKQ (Duo)
3 CGI-58 KO (Jej)
B3 CGI-58 KO (lle)

-
en

lleum bei CGI-58 iKO Tieren, wobei die gesteigerte

MRNA-Expression im lleum bereits als statistisch

e
en

relative mRNA Expression
-
=

signifikant gilt (Abb.43). Interessanterweise findet

sich in der RCD-Versuchsgruppe eine kontrire Abb.43:Ppara mRNA Expression (HF/HCD, ©).

. . . Gegenteilig zu den RCD-Versuchstieren findet sich bei
Tendenz der Ppara-Expression, wobei im

HF/HCD eine Steigerung der Expression von
Duodenum die héchste und im lleum die niedrigste  pyodenum nach lleum. WT n=4, iKO n=4. * p<0,05.

Genexpression zu finden ist (Abb.23).

Verminderte GOS2 mRNA Expression bei HF/HCD-gefiuitterten CGI-58 iKO Mausen (2)

Anders als in der RCD-Versuchsgruppe findet sich auf HF/HC-Ernahrung keine Reduktion von
Genen der Lipolyse. So zeigen sich in Jejunum und lleum eine Steigerung der Atgl-Expression,
sowie eine signifikant verminderte jejunale Expression des ATGL-Inhibitors GOS2. Wahrend die
durch intestinale CGI-58 Defizienz auch die hepatische CGI-58 mRNA-Expression vermindert
wird, so findet sich kein Einfluss auf die zusatzlich untersuchten LD-assoziierten Proteine ATGL

und GO0S2 in der Leber (Abb.44A).

Verminderte Expression von Genen der Lipidsynthese bei CGI-58 iKO ()

Wahrend Scd-1 eine deutlich erhohte mRNA-Expression im Duodenum der CGI-58 defizienten
Tiere aufweist, so lasst sich gleichzeitig eine signifikant verminderte Expression der
Lipogenesemarker Acc und Fas beobachten, sowie ein Trend Richtung reduzierter Dgat2-

Expression (Abb.44B).
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CGI-58 iKO erhoht Expression von Lipidabsorption-assoziierten Genen (2)

Die Expression von Acotl, einem Marker der mitochondrialen B-Oxidation, sowie Acot2, das an
der Hydrolyse von Acyl-CoA in freie FS und CoASH beteiligt ist, zeigt eine signifikante Erhéhung
im Duodenum der CGI-58 iKO Mause. Wahrenddessen findet sich eine deutliche Verminderung
der Acoxl-Genexpression, dessen Proteinprodukt den ersten Schritt der peroxisomalen
B-Oxidation katalysiert. Der zweite mitochondriale Marker Cptla zeigt keinerlei signifikante
Veranderungen zwischen WT und CGI-58 iKO Tieren (Abb.44C). Der Zusammenhang zwischen
Acot und Acox liegt darin, dass FS-Substrate wahrend der B-Oxidation eine kovalente Bindung zu
CoASH bendtigen, sodass die Acot-Expression wahrend der B-Oxidation meist erhoht ist. [107]
Aufgrund dieser Daten lasst sich keine Aussage beziiglich des Einflusses eines CGI-58 iKO auf die

B-Oxidation treffen.

Wie in Abbildung 44D ersichtlich, finden sich bei CGI-58 Defizienz Hinweise auf eine Steigerung
der intestinalen Lipidabsorption. Die Erhéhung von CD36 besonders im Jejunum der CGI-58 iKO
Tiere weist auf vermehrte apikale Absorption von freiem Cholesterin und freien FS hin, wahrend
Mttp durch Assoziierung der TGs bzw. CEs mit ApoB-48 als wichtiger Faktor der CM-Synthese
nur im lleum der CGI-58 defizienten Tiere eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression

zeigt.

Des Weiteren findet sich in Jejunum und lleum eine zunehmende Expression der
Cholesterintransporter Abcal und Npcl/1 bei intestinaler CGI-58 Defizienz, was eine vermehrte

Cholesterinabsorption indiziert (Abb.44D).

Intestinale CGI-58 Defizienz fiihrt bei HF/HCD zu oxidativen Stress (2)

Wahrend die Expression von Gstk1 keine signifikanten Unterschiede bei CGI-58 iKO aufweist, so

zeigt sich eine verstarkte Gstm3-Expression in Jejunum und lleum (Abb.45).

oxidativer Stress Abb. 45: Oxidativer Stress bei CGI-58 iKO (HF/HCD, ?).

[
o

- wT Wihrend auf RCD keinerlei Unterschiede hinsichtlich
3 CGI1-58 KO (Duo)

[ CGI-58 KO (Jej)
3 CGI-58 IKO (lle)

-
o

oxidativem Stress zu beobachten waren, so findet sich auf
HF/HCD eine signifikante Steigerung der Gstm3-Expression.
WT n=4, iKO n=4. * p<0,05; ** p<0,01.

relative mRNA Expression
o o -
= P =

Gstk1 Gstm3

71| Seite



Masterarbeit Korbelius Melanie, 1130701

Unveranderte Pdk4 mRNA Expression in CGI-58 iKO Mausen von Duodenum nach lleum (2)

Die beobachteten Expressionen fiir Pdk4 gelten zwar statistisch als nicht signifikant, zeigen aber
einen leichten Trend in Richtung gesteigerter Expression von Duodenum nach lleum bei

intestinaler CGI-58 Defizienz (Abb.46).

Glukose/Glyzerin Metabolismus Abb. 46: Pdk4-Expression bei CGI-58 iKO (HF/HCD, Q).
20
- W Das intestinale MRNA-Profil von Pdk4 zeigt von
's 3 CGI-58 iKO (Duo)
) 3 CGI-58 KO (Jej) .
—|_ T B COL58 KO (o) Duodenum nach lleum eine zunehmende Tendenz.

WT n=4, iKO n=4.

relative mRNA Expression
& =

2
o

Pdka

4.2.4 Intestinale CGI-58 Defizienz und ATGL-Expression bei HF/HCD

CGI-58 iKO fiihrt bei HF/HCD zu gesteigerter Atgl-Genexpression in Jejunum und lleum (2)

Wahrend sich bei RCD-Fltterung bei intestinalem CGI-58 KO eine signifikant verminderte
mMRNA-Expression von Atgl im Jejunum zeigt, so findet sich bei HF/HCD einzig in Duodenum ein
Trend Richtung verminderter Expression. In Jejunum und lleum findet sich eine erhéhte Atgl-

Expression bei CGI-58 iKO verglichen mit der WT-Mausgruppe (siehe Abb.44).

Verminderte ATGL-Proteinexpression bei CGI-58 iKO in Jejunum und lleum (?)

Kontrar zur mRNA-Expression von Atgl findet sich im Duodenum der CGI-58 iKO Mause eine
leichte Erhohung der ATGL-Expression auf Proteinebene, wahrend in Jejunum und lleum bei
CGI-58 iKO eine verminderte Expression des ATGL-Proteins zu beobachten ist (Abb.47). Da die
Daten der RT-PCR aufgrund ihrer nur minimalen Erhéhung der Expression um das 1.2-fache als
nicht aussagekraftig gelten, liegt der Schluss nahe, dass CGI-58 iKO keinen Einfluss auf die
Expression der Atgl hat. Ob die Aktivitdit des Enzyms beeinflusst wird, muss via ATGL-

Aktivitatsassay abgeklart werden.
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s wildtyp | CGI-58 KO | wildyp |  cGLssko | o
' A
| Ouodenum Jejunum lleum | Duodenum Jejunum lleum | Macrophage | Macrophage |
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Abb. 47: ATGL-Proteinexpression (HF/HCD, ?).

Untersucht wurde die ATGL-Proteinexpression bei CGI-58 iKO, sowie die

O CGIS8 KO B-Actin-Expression als Referenz (oben). Aufgetragen wurden 80 ug

Protein der gepoolten Darmproben, sowie je 40 pug der Makrophagen-
Kontrollen und 10 pg Protein eines WAT-Lysats. Durch Normalisierung
der Daten auf das Referenzprotein zeigt sich eine leichte Verminderung
der ATGL-Expression im lleum, wahrend in den anderen untersuchten

Geweben kaum ein Unterschied zu beobachten ist. WT-Pools n=4,

iKO-Pools n=4.

4.2.5 Plasmaparameter und Plasmalipoproteine

Unveranderte Plasmalipidkonzentrationen bei CGI-58 iKO (2)

Ahnlich der RCD-Versuchsgruppe findet sich auch nach 2-wéchiger HF/HC-Erndhrung kein

signifikanter Unterschied beziglich der Plasmalipidkonzentrationen. Einzig in den TG- und FFS-

Plasmawerten zeigt sich ein Trend in Richtung gesteigerter TG-Akkumulation bei CGI-58 iKO in

HF/HCD Versuchstieren (Abb.48).

Abb. 48: Plasmaparameter, 4h gefastet (HF/HCD, ©).
Plasmaparameter P g (HF/ 7)
200- Zwischen WT- und CGI-58 iKO Mé&usen findet sich bei
| WT
150 3 CGI-58 KO HF/HCD kein signifikanter Unterschied beziglich der
2 Plasmawerte an  Triglyzeriden (TG), totalem
& 1004
g Cholesterin (TC), freiem Cholesterin (FC),
5“'] Cholesterinestern (CE) oder freien Fettsduren (FFS).
oL I ! .H WT n=8, iKO n=7.
TG TC FC CE
Freies Glyzerin FFS
204 0.6
| T
p=0,0781 .
- O CGI-58 IKO
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_ 0.4-
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Weiters findet sich auch eine Tendenz hin zu vermehrtem freien Glyzerin in den CGI-58
defizienten Tieren auf HF/HC-Diat, was sich mit den Lipoproteinprofildaten nach FPLC-
Auftrennung (s.u.) deckt. Die dargestellten TG-Gehalte ergeben sich aus der Differenz

gemessener TG-Konzentrationen und dem Gehalt an FG.

Hauptanteil der TGs liegt bei HF/HC-Ern3hrung in beiden Genotypen als freies Glyzerin vor (Q)

Ubereinstimmend mit den Daten der enzymatischen Bestimmung von freiem Glyzerin im
Plasma zeigt die FPLC-Analyse, dass bei intestinaler CGI-58 Defizienz auf HF/HC-Didt mehr TGs
als freies Glyzerin vorliegen, als in den WT-Versuchstieren. Der Hauptanteil der TGs findet sich in
beiden Genotypen in Form von freiem Glyzerin im Plasma wieder (Abb.49A). Wahrenddessen
zeigen die auf HF/HC-Ernahrung gesetzten Tiere bezliglich des totalen Cholesterins eine
Ahnliche Verteilung in den Plasmaproteinfraktionen wie die RCD-gefiitterte Versuchsgruppe.

Hinsichtlich TC findet sich bei CGI-58 iKO kein Unterschied zu WT-Mausen (Abb.498B).

A) 16 B) TC
55,0 550 HDL
500 1 Glyzerin 50,0 —

‘]

450 1 45,0

LOL

VLDL

L 5,0 4 b s
0.0

LDL

HODL

Abb. 49: Lipoproteinprofil, 4h gefastet (HF/HCD, Q).
Wihrend TC bei HF/HC der Verteilung der RCD-Tiere dhneln, so findet sich bezliglich TGs ein anderes Muster. Auf HF/HC-Diat

liegt in beiden Genotypen der GroRteil der TGs in Form von freiem Glyzerin im Plasma vor. WT n=8, iKO n=7.
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4.3 ER-Stress bei intestinaler CGI-58 Defizienz (RCD & HF/HCD)

Da ein weiterer Fokus dieser Arbeit auf der Rolle von ER-Stress im intestinalen Lipidstoffwechsel
liegt, wurde der Einfluss von CGI-58 iKO auf die Expression ER-Stress assoziierter Gene

untersucht.

Verminderte Expression ER-Stress assoziierter Gene in CGI-58 iKO Mausen bei HF/HCD

Wahrend sich in der RCD-geflitterten Versuchsgruppe keinerlei signifikante Unterschiede bei
intestinaler CGI-58 Defizienz zeigen (Abb.50A) — weder in Darm noch in der Leber — so findet
sich in der HF/HCD Gruppe eine signifikante Verminderung der BiP und CHOP-Expression im
Duodenum (Abb.508B).

A) ER-Stress B) ER-Stress
£ 201 c 15 HF/HCD
- Reo - W 2 ? - W
g ., [ CGI-58 KO (Duo)|| 8 3 CGI-58 KO (Duo)
g 3 CGI-58 KO (Jej) 2 404 3 CGI-58 KO (Jej)
g 3 CGI-58 KO (lle) - 3 CGI-58 KO (lie)
Z 1.04 03 CGI-58 KO (Hep) || 2 0O CGI-58 IKO (Hep)
E E 0.5
2 0.5 g
> —
g kS
= @
~ 0.0- “ 0.0

BiP CHOP ERdj4 BiP CHOP ERdj4

Abb. 50: ER-Stress: WT vs. CGI-58 bei RCD (') und HF/HCD (2).

CGI-58 iKO Mause, die einer HF/HCD-Erndhrung Uber einen Zeitraum von 2 Wochen unterzogen wurden, zeigen eine
verminderte mRNA-Expression der ER-Stress Marker BiP und CHOP im Duodenum (B), wahrend die RCD-Versuchsgruppe keine
signifikanten Unterschiede bezuglich ER-Stress zwischen WT- und CGI-58 iKO aufweist (A). RCD: WT n=3, iKO n=4. HF/HCD: WT
n=4, iKO n=4. * p<0,05; *** p<0,001.

Zunehmende Phosphorylierung von elF2a bei CGI-58 iKO auf HF/HCD

Um diese Beobachtung auch auf Proteinebene bestatigen zu kénnen, wurden weitere ER-Stress
Marker in der HF/HCD-Versuchsgruppe via Western-Blot nachgewiesen.

Wahrend bei der elF2a-Expression nur leichte Differenzen zwischen WT und CGI-58 iKO zu
beobachten sind, so zeigen die CGI-58 iKO Tiere eine deutlich gesteigerte Expression von
phosphoryliertem elF2a, das bei ER-Stress zu einem temporaren Stillstand der Translation fihrt.
[62] Auch das Verhaltnis von phosphoryliertem elF2a zu seiner unphosphorylierten Form zeigt
eine deutliche Erhéhung bei CGI-58 iKO verglichen mit den WT Versuchstieren (Abb.51). Diese

Beobachtung ist kontrar zu den Erwartungen nach der gRT-PCR.
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Leichter Anstieg der CHOP-Proteinexpression bei CGI-58 Defizienz auf HF/HCD

Anhand der mRNA-Expressionsdaten lieR sich eine verminderte CHOP-Expression im Duodenum
der CGI-58 iKO Tiere feststellen. Auf Proteinebene zeigt sich jedoch in allen drei
Darmabschnitten eine Tendenz hin zu vermehrter CHOP-Expression bei CGI-58 iKO, die im

Duodenum allerdings am geringsten ausgepragt ist (Abb.51).

| Wildtyp | CGI-58 ikO p-elF2a/elF2a
Std | Duo Jej lle | Duo Jej lle 100+ HF/HCD
elF2a (38kDa) E
35kDa 4 =] ]
T S v e G G G — g
p-elF2a (38kDa) - S e : 2 3 604
35kDa | SG—. A, " S o 5.
a ~ B gl % P e —— :_: % 404
CHOP (27kDa) K]
D s e D B - £ |_| l I
£ 1
0 . . .
B-Actin (45kDa) "
35kDa ] —— — — —— — ngf \\\o§ \\er‘@
~ g ¥
o\)
Abb. 51: ER-Stress auf Proteinexpressionsebene HF/HCD (%). CHOP
Zur Bestitigung des im Duodenum der CGI-58 iKO Miuse beobachteten £ 4007 HFHCD
3
verminderten ER-Stresses bei HF/HCD gegeniber den WT-M&usen wurden < 3004
P
Western-Blots der ER-Stress Marker elF2a und dessen phosphorylierte Form §§m_
= @
LG
p-elF2a (beide 38kDa), sowie CHOP (27kDa) untersucht. Aufgetragen wurden T 400
£
jeweils 80ug Protein. Die Blots wurden via Image) auf Flache, normalisiert auf 2 0
B-Actin, ausgewertet und als Diagramm (rechts) visualisiert. ngé“ §°§ \\Be»@
b4
WT Pools n=4, KO Pools n=4. &
- W
3 CGI-58 1IKO
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4.4 ER-Stress im intestinalen Lipidstoffwechsel (WT)

Da ER-Stress und Lipidmetabolismus in engem Zusammenhang stehen, richtet sich ein weiterer
Schwerpunkt dieser Arbeit auf die Rolle von kiinstlich induziertem ER-Stress spezifisch auf den
intestinalen Fettstoffwechsel. Alle nachfolgenden Experimente wurden in 25 Wochen alten
mannlichen Versuchstieren auf RCD durchgefihrt. Fiir diesen Versuch wurde den Tieren 2x je
1mg/kg Korpergewicht einer TM-Suspension in PBS injiziert — das erste Mal zum Startzeitpunkt,
die wiederholte Injektion erfolgte 24h spater. Die Mause wurden 48h nach Startzeitpunkt durch
zervikale Dislokation getotet (48h TM). Die 24h TM Versuchsgruppe erhielt nur 1x eine TM-

Injektion und wurde bereits 24h nach Startzeitpunkt getotet.

4.4.1 Tunicamycin als pharmakologischer Induktor fiir akuten ER-Stress

Intestinaler ER-Stress nur 48h nach TM-Injektion, nicht nach 24h (%)

Um den ER-Stress induzierenden Effekt von TM zu verifizieren, wurden ER-Stress Marker auf
MmRNA-Ebene in WT-Versuchsmausen untersucht. Alle untersuchten Marker zeigten eine
signifikante Erhéhung der Genexpression nach 48-stiindiger TM-Behandlung, wahrend nach nur
24-stiindiger TM-Behandlung ausschlieRlich in der Leber ER-Stress erfolgreich induziert wurde

(Abb.52).

A) ER-Stress Jejunum B) ER-Stress Leber Abb. 52: ER-Stress induzierender Effekt
5 9 5 900 von 48h- und 24h-TM in WT-Mausen
g, 3 7501 = ct
g § g 600 ] 48h TM (RCD, 6\).

O 3 o 100 .
< < { | | Zur Uberprifung der Wirkung einer 48h-
x 24 [ 4
§ 1_ ’l‘ § (AB) bzw. 24h- (C,D) TM-Behandlung
= £ 26 1
® o_ l lﬂ £ a0 beziglich ER-Stress wurde das
BiP cnop ERdj4  Xbpi " BIP  CHOP ERdj4  Xbpi
Genexpressionsprofil  von ER-Stress
ER-Stress Jejunum D) ER-Stress Leber Markern in WT-Mausen untersucht. Es
80
§ 20 é 70- . ci zeigt sich sowohl in Jejunum als auch
@ 8 g 03 240 T
515 l% 50 Vll Leber ein signifikanter Anstieg der ER-
o 401
£ 10 é 151 Stress Marker bei 48h-TM-Behandlung
z
£ 104
§os I 2 4 (A,B), wahrend 24h nach TM-Injektion
K s 7
€ oo 2 ol einzig ein hepatischer ER-Stress zu
CcHoP BiP CHoP

beobachten ist (C,D). 48h TM: Ctl. n=4,
TM n=4. 24h TM: Ctl. n=3, TM n=4, ***
p<0,001.
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TM-Behandlung resultiert in hepatischem Xbp1-Splicing (%)

Die erhaltenen mRNA-Expressionsdaten Wildtyp (Jej)

der ER-Stress Marker decken sich mit den
Ergebnissen der Xbp1-PCR. Wahrend sich in
der Leber nach TM-Behandlung (Abb.53

unten) deutliche Splicingprodukte am

Agarosegel nach erfogter Xbp1-PCR finden, Leber

Tunicamycin

so lasst sich kein Effekt der TM-Behandlung
auf intestinales Xbp1-Splicing beobachten.
(Abb.53).

Tunicamycin zeigt keinen Einfluss auf

intestinale CHOP-Proteinexpression (&)

Wahrend auf mRNA-Ebene eine deutliche

Kontrolle

Erhdhung der CHOP-Expression bei TM-

Wildtyp (Hep) |

Abb. 53: Xbp1-Splicing in
Jejunum und Leber von
WT-Miusen (RCD, &).

Das ER-Stress assoziierte
Splicing von Xbp1l findet
sich einzig in den
Leberproben der TM-
behandelten Tiere,

jedoch nicht im Jejunum.

Behandlung in WT-Mausen zu beobachten ist, so zeigt sich auf Proteinebene kein Unterschied

zwischen Kontroll- und TM-behandelten Mausen. Die mitgefiihrten Kontrollen aus der Leber

zeigen hingegen einen deutlichen Unterschied der CHOP-Proteinexpression, wie sie auch

anhand der mRNA-Daten zu beobachten war. Deutlich wird hier auch eine gesteigerte CHOP-

Expression im Jejunum verglichen zur hepatischen Expression der Kontrollmause (Abb.54).

| Jejunum | Leber
std | 48h TM | Ctl. | 48hTM™

ST T TN L

B-Actin (45kDa) " - \— PEEe——

Abb. 54: Proteinexpression CHOP Jejunum — Ctl. Vs. 48h TM (RCD, J).

Jejunum

Wildtyp
e
[ ™ 48h

CcHOP

Der Vergleich der Kontroll- und 48h TM-Gruppe zeigt hinsichtlich der CHOP-Proteinexpression keinerlei Unterschiede. In der

Leber, die als Kontrolle mitgefiihrt wurde, findet sich eine deutliche Uberexpression von CHOP nach TM-Behandlung. Ctl. n=3,

48h TM n=3.
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4.4.2 Auswirkungen von Tunicamycin auf Plasmalipide

TM-Injektion reduziert Plasmacholesterinkonzentration und erhéht FFS-Gehalt ()

Wahrend hinsichtlich der Plasmakonzentration der TGs keinerlei signifikante Veranderung

ersichtlich wird, so resultiert eine TM-Behandlung in einer Verminderung des totalen

Cholesterins in den untersuchten WT-Mausen.

Ebenfalls

ist eine Erhohung der FFS-

Konzentration im Plasma nach TM-Injektion zu beobachten (Abb.55).

Plasmaparameter FFS Abb. 55: TM-Wirkung auf Plasmalipid-
150 0.8 m Ci .
) O 45T konzentrationen (RCD, &).
100 06 Hinsichtlich der TC-Plasmakonzentrationen findet sich
- - =
2 E“ eine signifikante Verminderung in den mit T™M
50
0.2 behandelten Mausen. Ebenfalls zeigt sich eine
0 T T 0.0 Erhohung der FFS-Konzentration.
TG TC

Ctl. n=4, 48h TM n=4. * p<0,05; *** p<0,001.

4.4.3 Einfluss von Tunicamycin auf intestinalen und hepatischen Lipidmetabolismus

Gesteigerte hepatische TG-Akkumulation nach 48h TM (%)

Der Vergleich von Kontroll- und 48h-TM behandelten WT-
Mausen zeigt keine statistisch signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der TG-Gehalte in Jejunum, die ahnlich den
intestinalen TG-Gehalten nach 24h TM-Behandlung sind.
In der Leber hingegen findet sich eine 4-fache Erhohung

der TG-Konzentrationen 48h nach TM-Injektion (Abb.56A).

48h TM-Behandlung resultiert in verminderter intestinaler

Cholesterinakkumulation ()

Den Cholesteringehalt betreffend finden sich um etwa

50% reduzierte intestinale Cholesterinkonzentrationen
nach 48h TM-Behandlung, die jedoch als statistisch nicht
signifikant gelten, wahrend die Leber nicht beeinflusst

wird (Abb.56B).

A, Triglyzeride
0 Wildtyp
- i
c 3 48h TM
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o
E‘ 20
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B) Cho[esterin
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Abb. 56: Effekt einer 48h-TM Behandlung
auf Lipidmetabolismus (RCD, &).

In der Leber findet sich eine gesteigerte TG-
Ablagerung nach Behandlung der WT-Mause
mit TM, wahrend sich bezliglich Cholesterin
intestinale Akkumulation

eine reduzierte

zeigt. Ctl. n=4, 48h TM n=4. * p<0,05.
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24h-TM Behandlung zeigt keine signifikanten Unterschiede beziiglich Lipidakkumulation (&%)

Da die Versuchstiere nach 48h TM-Behandlung sehr
geschwacht waren, wurde eine zweite Kohorte mit
reinem PBS (Kontrollen) bzw. erneut 1mg/kg
Kérpergewicht TM injiziert und nach bereits 24h via
zervikaler Dislokation getotet (24h TM). Hinsichtlich
intestinaler Lipidakkumulationen zeigt sich ein dhnliches
intestinales und hepatisches Muster wie nach 48h TM-

Behandlung (Abb.57).

Verminderte Expression von Genen der intestinalen Lipid-

absorption nach 48h TM (&)

Anhand des Genexpressionsprofils fanden sich
Unterschiede zwischen den 48h und 24h TM-behandelten
Versuchsmausen. Die Analyse von an der Lipidabsorption
beteiligten Genen wie Abcal, Npclll und Mttp zeigt in
untersuchten WT-Mausen eine signifikant verminderte
MRNA-Expression nach 48 TM-Behandlung (Abb.58A). Im

Gegensatz dazu weisen die 24h TM-behandelten

A) Triglyzeride
40 Wildtyp
. Ctl
£ 30 3 24hT™
s
[
o
E 20
e
) |
0 . .
& &
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B) Cholesterin
3 Wil dt
° Bl - Ct
£ 3 24hT™
S 2
=]
&
210 |l|
]
=]
a
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& &
& N

Abb. 57: Auswirkung einer 24h TM-Injektion
auf Lipidakkumulationen (RCD, &).

Bei WT-Madusen zeigt sich kein statistisch
signifikanter ~ Unterschied in TG- und
Cholesteringehalten in Jejunum und Leber
nach 24h-TM Behandlung. Die Ergebnisse der
TG- und Cholesterinbestimmung aus dem
Darmgewebe (Jejunum) tendieren jedoch in
Richtung verminderter Lipidakkumulation bei

TM-Behandlung. Ctl. n=3, 24h TM n=4.

Versuchsmaduse eine leichte Erhohung der Mttp-Genexpression im Jejunum auf, wahrend die

anderen zwei Marker unverandert bleiben (Abb.58B).

A) Lipidabsorption Jejunum B) Lipidabsorption Jejunum
£ 15 Wildtyp S 204 Wildtyp
2 [ Re} 2 . -
g O 48hTM|| 2 3 24h TM
5., 5 1.5
@ "] @
< <
zZ P ke 1.0
g g
£ 0.5- - £
2 2 051
& &
2 0.0 ’ . . 2 0.0 ' . .
Abcal Npedl1 Mttp Abcai Npeild Mttp

Abb. 58: Intestinale Lipidabsorption bei 48h und 24h TM-Behandlung (RCD, &).

Im Vergleich wird deutlich, dass nach TM-Injektion die intestinale Lipidabsorption bei 48h TM-Behandlung

signifikant vermindert ist, wahrend in der 24h TM-Versuchsgruppe eine signifikante Erhohung der Mttp-

Genexpression zu beobachten ist. Ctl. n=4, 48h TM n=4 — Ctl. n=3, 24h TM n=4. * p<0,05; *** p<0,01.
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4.4.4 Effekt von Tunicamycin auf Lipidabsorption

Um die Auswirkungen eines kinstlich induzierten ER-Stresses auf die Absorption von TGs und
Cholesterin zu untersuchten, wurde eine weitere Absorptionsstudie durchgefiihrt. Insgesamt
wurden sechs WT-Méause verwendet, von denen drei eine i.p.-Injektion von 0,75 mg/kg

Korpergewicht TM erhielten.

TM-Behandlung resultiert in verminderter Lipidaufnahme in die Blutzirkulation (%)

Sowohl TGs, als auch Cholesterin werden nach TM-Behandlung vermindert in den Blutkreislauf
abgegeben. Besonders die Plasmakonzentrationen an TGs und Cholesterin 240 Min. nach
Gavagieren der radioaktiv markierten Substrate (*H-Trioleat, *C-Cholesterin) zeigen einen

signifikanten Unterschied zwischen den Kontroll- und TM-behandelten Mausen (Abb.59A).

Stark erniedrigte Cholesterinabsorption nach 48h TM Behandlung (<)

Wie in Abbildung 59 ersichtlich wird, findet sich nach 48h TM-Behandlung im Vergleich zu der
Kontrollgruppe so gut wie keine Cholesterinabsorption. Die Plasmakonzentrationen zeigen zu

beiden Abnahmezeitpunkten einen Cholesteringehalt nahe Null (Abb.59B).

A) TG Absorption B) Cholesterin Absorption
30000~ 8000+
* - Ct -+ Cfl
© - 8 TM|| « -= 48h TM
£ £ 6000
@ 20000 @
2 = 4000
E £
£ 10000 E
5 £ 2000
0 - r . 0
0 120 240 0 120 240
Min. Min.

Abb. 59: TG- und Cholesterinabsorption nach TM-Behandlung (RCD, ).

TGs und Cholesterin werden nach TM-Behandlung vermindert aufgenommen. Ein besonders deutlicher

Unterschied findet sich hinsichtlich der Cholesterinabsorption (B), die zu allen Zeitpunkten nahezu

komplett unterdrickt wird. Ctl. n=3, 48h TM n=3. * p<0,05.
Waéhrend sich weder in Magen, Intestinum noch Leber ein signifikanter Unterschied beziiglich
der TG-Absorption nach TM-Behandlung findet, so zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine verminderte Cholesterinabsorption sowohl in Magen als auch Duodenum und Jejunum.

Einzig lleum zeigt eine leicht erhdhte, jedoch nicht signifikante, Cholesterinabsorption nach TM-

Behandlung (Abb.60).
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Beziglich der TG-Absorption finden sich keinerlei statistisch signifikante Unterschiede zwischen
Kontrollen und TM-behandelten Versuchstieren (Abb.60A). Unterdessen zeigt sich besonders in

Jejunum und Leber eine deutliche Reduktion der Cholesterinabsorption nach TM-Injektion

(Abb.60B&C).

A) TG Absorption B) Cholesterin Absorption
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Abb. 60: TG- und Cholesterinabsorption nach TM-Behandlung (RCD, &).

Waihrend sich hinsichtlich TG-Absorption keinerlei signifikante Unterschiede bzw. Tendenzen bei TM-Behandlung zeigen, so findet

sich in allen Geweben eine deutliche Verringerung der Cholesterinabsorption. Ctl. n=3, 48h TM n=3. * p<0,05.
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4.4.5 HF /HCD als physiologischer Induktor fiir ER-Stress?

Hochkalorische Erndhrung fihrt zu vermindertem intestinalen ER-Stress

Einigen Publikationen zufolge ist ER-Stress

stark mit Fettleibigkeit und damit

einhergehenden Entziindungsreaktionen

assoziiert. Um diese Beobachtung zu

Uberprifen, wurde eine Mausgruppe fir 4
Wochen auf HF/HC-Erndhrung umgestellt.

Insulinsensitive Gewebe wie Leber und

Fettgewebe zeigten in vorangegangenen

Studien sowohl bei genetischer (ob/ob

Mause), als auch ernahrungsbedingter

(HF/HCD)  Adipositas  ER-Stress  [80]

ER-Stress

| il i Iﬂﬂ

BiP CHOP ERdj4

[
]

@l RCD
3 Jejunum HF/HCD
(3 Leber HF/HCD

(%]

-

relative mRNA Expression

Abb. 61: Einfluss von HF/HCD auf ER-Stress (J).

Der ER-Stress induzierende Effekt einer 4-wdchigen HF/HC-
Erndhrung spiegelt sich nur gering wieder, indem einzig ERdj4
sowohl hepatisch als auch intestinal vermehrt exprimiert wird.
BiP und CHOP hingegen zeigen eine deutliche Reduktion in ihrer
Expression im Jejunum. HF/HCD 4 Wochen n=6, RCD n=4.

(reviewed in [78]). Nach 4 Wochen HF/HC-Diat findet sich in unserer WT-Versuchsgruppe einzig

bei ERdj4 eine signifikante Erhdhung der Expression — sowohl in Leber als auch Jejunum. Die ER-

Stress Marker BiP und CHOP zeigen hingegen eine deutliche Reduktion in ihrer intestinalen

MRNA-Expression (Abb.61).

83|Seite



Masterarbeit Korbelius Melanie, 1130701

5 Diskussion

5.1 Die Rolle von CGI-58 im intestinalen Lipidmetabolismus

TGs aus der Nahrung werden postprandial in Enterozyten voriibergehend als zytosolische LDs
gespeichert und dienen als Substrat-Lieferant fiir die CM-Synthese. Dazu ist eine effiziente TG-
Hydrolyse notig, die durch Lipasen mediiert wird. ATGL katalysiert den initalen Schritt der
neutralen Lipolyse. CGI-58, als Cofaktor und Aktivator der ATGL und somit Mediator des initialen
Schritts der neutralen Lipolyse, konnte daher eine essentielle Rolle im intestinalen
TG-Katabolismus spielen. [53] Frihere Studien konnten zeigen, dass eine komplette CGI-58
Defizienz zu systemischen Akkumulationen neutraler Lipide, insbesondere von TGs (NLSD),
fihrt. Bei der durch Mutationen im CGI-58 Gen hervorgerufenen Krankheit CDS konnte auch ein
Ausfall der ATGL-Aktivierung beobachtet werden, was die entscheidende Rolle von CGI-58

hinsichtlich seiner Interaktion mit ATGL hervorhebt. [52] (reviewed in [59])

Da CGI-58 als Coaktivator der ATGL eine entscheidende Rolle im initialen Schritt der neutralen
Lipolyse spielt, findet sich in den CGI-58 iKO Tieren eine deutliche intestinale Akkumulation von
neutralen Lipiden nach 4-stindiger Nahrungskarenz, sowohl in RCD-, als auch HF/HCD-
gefiutterten Versuchstieren. Die Analyse der LD-Proteine ATGL und G0S2 sollte weitere Hinweise
darauf geben, ob diese beobachteten TG-Akkumulationen tatsachlich auf eine durch CGI-58 iKO
hervorgerufene verminderte ATGL-Aktivierung und folglich reduzierte Lipolyse zuriickzufiihren
sind. Yang et al. konnten anhand von in vitro Experimenten zeigen, dass fir die Inhibierung der
ATGL-Aktivitat via GOS2 sowohl die hydrophobe Domadne von GO0S2, als auch die Patatin-
Domaéne (llel0-Leul78) der ATGL noétig sind. [108] Darauffolgende Studien zeigten, dass der
N-Terminus des CGI-58 Proteins essentiell fiir die ATGL-Aktivierung ist. [53] Cornaciu et al.
konnten schlielllich nachweisen, dass die Interaktionen mit CGI-58 und GO0S2 jeweils in einer
minimalen Domane der ATGL stattfinden, die sich an die eigentliche Patatin-Domane anschlieRt
(Leu178-Leu254). Fiir die Aktivierung durch CGI-58 sind alle C-terminalen AS-Reste nach Leu254
nicht von Bedeutung, was durch eine Verkiirzung des ATGL Proteins an verschiedenen
AS-Positionen herausgefunden wurde. So konnten kiirzere ATGL Fragmente nicht durch CGI-58

aktiviert werden. Allerdings zeigte sich auch, dass fiir die Inhibierung der ATGL mittels GOS2 die
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ersten 254 AS des ATGL Proteins essentiell sind. [109] Aufgrund dieser Beobachtungen konnten
die Inhibierung der ATGL via G0S2 und die Aktivierung der ATGL via CGI-58 als eventuell
kompetitive und voneinander abhangige Mechanismen angesehen werden. Jedoch wurde
anhand eines Coimmunoprazipitationsexperiments beobachtet, dass die An- oder Abwesenheit
von CGI-58 keinen Einfluss auf die Interaktion von G0S2 mit dem ATGL Protein hat, was einen
kompetitiven Mechanismus von CGI-58 und G0S2 um die ATGL-Bindung ausschlieRen lasst.
[110]

Bei der mRNA-Expressionsanalyse von Atgl und GOS2 lasst sich in der RCD-Kohorte bei
CGI-58 iKO sowohl eine leichte Herunterregulierung der Atgl, als auch eine signifikant erhdhte
Genexpression des ATGL-Inhibitors GOS2 beobachten. Dies lasst einen Effekt des CGI-58 iKO auf
den ATGL-Inhibitor GOS2 vermuten, der in weiterer Folge die Atgl-Expression beeinflusst. Eine
komplementare Reaktion, in der CGI-58 iKO direkt auf die Atgl-Expression wirkt, konnte die
Veranderung der GOS2-Expression nicht erklaren. Die Annahme, dass ein Fehlen des CGI-58
Proteins zu einer erhohten Zuganglichkeit der ATGL fir GOS2 fihren kdnnte, was sich
moglicherweise in einer Erhéhung der intestinalen GOS2-Expression und infolgedessen
verminderter ATGL-Expression duRern kénnte, wurde durch Lu et al. widerlegt. [110]

Kontrar zu diesen RCD-Daten zeigen HF/HCD Mause keinen Hinweis auf verminderte Lipolyse
bei intestinal fehlender CGI-58 Expression. Besonders im Jejunum der CGI-58 iKO Tiere findet
sich eine Erhohung der Atgl mRNA, sowie eine signifikante Verminderung der GOS2 mRNA
Expression, was eine gesteigerte jejunale Lipolyse bei CGI-58 iKO auf HF/HCD indiziert. Geht
man auch in diesem Fall davon aus, dass durch CGI-58 iKO primar die GOS2-Expression
beeinflusst wird, die sich sekundar auf die Atgl-Expression auswirkt, so hatte CGI-58 in der
HF/HCD Kohorte eine gegensatzliche Wirkung auf G0S2. Da dies unwahrscheinlich ist, liegt eine
ernahrungsbedingte Ursache dieser veranderten GOS2-Expression nahe. Der Vergleich der Atgl-
und GOS2-Expressionen der WT Mause zwischen RCD und HF/HCD sollte daher Aufschluss
dariiber geben, ob dieser Effekt wirklich abhangig von CGI-58 ist oder eher erndahrungsbedingt
und/oder geschlechterspezifisch beeinflusst wird. Dazu wurden die médnnlichen RCD-Mause mit
den weiblichen HF/HCD Versuchstieren verglichen (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise
findet sich bei hochkalorischer Erndhrung in den WT-Mausen sowohl im Jejunum als auch in der

Leber eine Erh6hung der Atgl- sowie auch der GOS2-Expression. Auch in den KO-Tieren findet
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sich eine Erhéhung von G0S2 im Jejunum der HF/HCD-Mause, verglichen mit der RCD-Kohorte.
Dies stimmt Uberein mit der Beobachtung von Yang et al., die eine deutliche Erhéhung der
GO0S2-Proteinexpression auf HFD verglichen mit der RCD-Versuchsgruppe nachweisen konnten.
[111] Dies lasst die veranderte GOS2-Expression daher auf die unterschiedliche Erndhrung und
nicht auf CGI-58 iKO zurlckfiihren. Warum jedoch bei CGI-58 iKO auf HF/HCD eine verminderte
jejunale Expression im Vergleich zu den WT-Mausen zu finden ist, bleibt offen. Ein moglicher
Grund dafur, warum sich bei HF/HCD in den CGI-58 iKO Tieren eine leicht gesteigerte Atg/
MRNA-Expression findet, kdnnte daran liegen, dass sobald mehr Lipide mit der Nahrung
zugefiihrt werden, die Genexpression der Atgl automatisch hinaufreguliert wird, um den
Uberschuss an TGs effizient abbauen zu kénnen. Prinzipiell wird die Atgl-Expression
hochreguliert, sobald sich die Tiere in Nahrungskarenz befinden, um durch eine Uber Fasten
induzierte Lipolyse dem Organismus Energie in Form von FFS zur Verfligung stellen zu kénnen.
[112] Vermutlich hat eine 4h-Fastenzeit nach HF/HCD starkere Auswirkungen als nach RCD.
Auch eine Wirkung der — erndhrungsbedingten — verminderten G0S2-Expression auf die Atgl-
Expression ist nicht auszuschliefen. Es ist des Weiteren anzunehmen, dass sich auch das
Geschlecht der Kohorten auf die unterschiedliche Expression der LD-assoziierten Proteine
auswirkt.

Jedoch konnte in beiden Kohorten (RCD und HF/HCD) keinerlei Effekt des CGI-58 iKO auf
die ATGL-Proteinexpression beobachtet werden, was auf eine normale Expression der ATGL,
jedoch moglicherweise auf eine veranderte ATGL-Hydrolyseaktivitat schlielen lasst. Atgl mRNA-
Expressionswerte alleine lassen keine Riickschllsse auf Einflisse beziglich der Enzymregulation
zu, da die posttranskriptionelle Modifikation von ATGL durch eine Vielzahl von
Phosphorylierungen, sowie auch die Regulation der ATGL-Enzymaktivitat durch verschiedene
Proteine neben CGI-58 mediiert wird. (reviewed in [37]) Um daher die tatsachliche Wirkung von
CGI-58 iKO auf die Aktivitat der ATGL zu Uberpriifen, sollte als ndchstes Experiment ein ATGL-

Aktivitatsassay durchgefihrt werden.
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Im Plasma zeigt sich in RCD-gefiitterten Tieren — trotz keiner bestdtigten Wirkung der CGI-58
Defizienz auf die ATGL-Expression — eine Tendenz hin zu gesteigerten TG-, sowie verminderten
FFS- und FG-Gehalten, wie sie bei einer Reduktion der Lipolyse zu erwarten waren. Da die ATGL
wie erwahnt kaum Beeinflussung in ihrer mRNA- noch in ihrer Proteinexpression bei intestinal
fehlendem CGI-58 zeigt, ist ein Effekt von CGI-58 oder GOS2 auf andere Lipasen (HSL), die an der
Spaltung von TGs beteiligt sind, zu vermuten. Jedoch finden sich in der Literatur einige Hinweise
darauf, dass weder GO0S2 [108]noch CGI-58 [113] die TG-spaltende Aktivitait der HSL
beeinflussen.

Entsprechend der Beobachtung einer leicht erhéhten ATGL-Expression und somit
Lipolyse in der HF/HCD-Versuchsgruppe findet sich im Plasma der CGI-58 iKO Mause eine leichte
Tendenz zu gesteigerten FFS- sowie deutlich erhdhten FG-Gehalten. Eine interessante
Beobachtung findet sich auch im Lipoproteinprofil (4h gefsatet) beider Genotypen. So liegt der
Hauptanteil der TGs bei HF/HCD in Form von freiem Glyzerin im Plasma vor, wahrend quasi
keine Lipoproteine zu finden sind. Da dieser Effekt in beiden Genotypen zu beobachten ist, sind
mehrere Moglichkeiten in  Betracht zu ziehen. Zum einen konnte dieser Effekt
erndhrungsbedingt sein: moglicherweise enthalten die Lipide des HF/HC-Futters bestimmte FS,
die bevorzugt gespalten werden, was eine Steigerung der FFS- und FG-Konzentration erklaren
konnte. Andererseits konnte die HF/HC-Ernahrung auch zu einer verminderten Lipidsekretion
fliihren, wie sie von Douglass et al. anhand von u.a. verminderten Mttp-Expressionen der
intestinalen Mukosa, relevant fur die CM-Assemblierung, sowie auch anhand oraler Lipid-
Toleranztests nach 3 Wochen HF/HCD beobachtet werden konnte. [114] Jedoch ist in unserem
Fall eher eine Steigerung der CM-Produktion anzunehmen, da ein Vergleich der WT Mause
zwischen RCD und HF/HCD zu einer fast 2-fach (Duodenum) bis hin zu einer 6-fach (lleum)
erhohten Mttp-Expression flihrte (Daten nicht gezeigt). Eine andere Moglichkeit ware, dass das
Lipoproteinprofil der FPLC einem Zeitpunkt entspricht, an dem die Leber noch nicht genligend
CM-Remnants zur VLDL Synthese aufgenommen, jedoch die LPL schon CMs gespalten hat, was
ein gehduftes Vorliegen von Glyzerin und FFS im Plasma erklaren wiirde. Im Lipoproteinprofil

kann man CMs und VLDL-Fraktionen nicht differenzieren.
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Hinsichtlich des Einflusses von CGI-58 iKO auf die Lipogenese kann anhand der ermittelten
gRT-PCR Daten keine Aussage getroffen werden. Die deutliche Erhohung der Scd-1-
Genexpression indiziert eine gesteigerte Biosynthese einfach ungesattigter FS bei CGI-58 iKO im
Duodenum und Jejunum der RCD-Mause, sowie im Duodenum der HF/HCD-Versuchstiere.
(reviewed in [106]) Andere Lipogenesemarker wie Dgat2, Acc und Fas zeigen dagegen keine
deutlichen Unterschiede zwischen den Genotypen auf RCD, wahrend die HF/HCD-Kohorte
diesbezliglich verminderte Expressionen bei CGI-58 iKO aufweist. Daraus kann man schliel3en,
dass eine darmspezifische CGI-58 Defizienz keinen (RCD) bzw. einen leicht reduzierenden
(HF/HCD) Effekt auf die de novo Lipidsynthese hat, sowie die Umwandlung von gesattigten FS
wie Palmitat (16:0) und Stearat (18:0) in ihre jeweilige ungesattigte Form Palmitoleat (16:1) und
Oleat (18:1) durch SCD-1 via CGI-58 iKO stimuliert wird. Oleate kommen in fast allen
Nahrungslipiden vor und zahlen daher zu den hauptsachlichen alimentar zugefiihrten FS.
(reviewed in [106]) Ihre de novo Synthese erfolgt aus Glukose oder Fruktose, die Uber die
Nahrung aufgenommen werden und Uber den Citratzyklus in Acetyl-CoA verwandelt werden.
Dieses wird schlieBlich mithilfe von ACC und FAS in Palmitat bzw. weiter in Stearat konvertiert,
das durch Umwandlung via SCD-1 schlieRlich in Oleat umgewandelt wird. [115] (reviewed in
[116]) Da besonders gesattigte FS als lipotoxisch gelten, wirkt eine intestinale CGI-58 Defizienz
wahrscheinlich protektiv auf die Entstehung von beispielsweise ER-Stress. Vorangegangene
Studien zeigten, dass eine Stilllegung des CGI-58 Gens in Leberzellen zur Sekretion von TGs aus
hauptsachlich gesattigten FS und kaum Oleat fihrte [56], wahrend eine fehlende ATGL in einer
Bildung Oleat-reicher TGs resultierte. [86] Wie sich nun eine intestinale CGI-58 Defizienz
tatsachlich auf das FS-Profil von TGs auswirkt, misste daher mittels GC oder GC/MS uberpriift
werden.

Obrowsky et al. konnten zeigen, dass bei intestinaler ATGL Defizienz PPARa-Zielgene
herunterreguliert sind. [117] Da PPARa eine wichtige Rolle in der Regulation verschiedener
Prozesse im Dinndarm spielt, wie beispielsweise B-Oxidation, protektive Prozesse vor
oxidativem Stress sowie auch Cholesterinabsorption, wurde auch in diesem Projekt der Einfluss
von CGI-58 iKO auf diese Aspekte hin untersucht. Hinsichtlich der Ppara Expression selbst zeigen
sich bei RCD keinerlei Unterschiede bei CGI-58 iKO verglichen mit dem WT, sowie kein Effekt

von CGI-58 iKO auf die B-Oxidation oder oxidativen Stress, wahrend sich auf HF/HCD eine leichte
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Steigerung der Ppara-Expression, sowie auch eine Tendenz zu oxidativem Stress und
gesteigerter B-Oxidation findet. Den Cholesterinmetabolismus betreffend weist der
Cholesterintransporter Npc1/1 in Duodenum und Jejunum der RCD-Versuchsgruppe, sowie auch
in Jejunum und lleum der HF/HCD-Tiere eine leichte Erhéhung bei CGI-58 iKO auf, was eine
gesteigerte Cholesterinabsorption in diesen Darmabschnitten vermuten lasst. Allerdings findet
sich bei den fir die Absorptionsstudie verwendeten Madusen, die in Alter, Geschlecht und
Fltterungs- bzw. Fastenzustand (RCD) mit dieser Versuchsgruppe libereinstimmten, keinerlei
Hinweis auf gesteigerte intestinale Cholesterinabsorption bei CGI-58 iKO. Da die qRT-PCR-Daten
aufgrund ihrer sehr geringen Erh6hung nicht aussagekraftig sind, liegt der Schluss nahe, dass
CGI-58 keinerlei Effekte auf die Cholesterinabsorption bei RCD, sowie HF/HCD hat.

Bezliglich der TG-Lipidabsorption kann in der RCD-Kohorte ein deutlicher
geschlechterspezifischer Trend beobachtet werden. Mithilfe radioaktiv markierter Substrate
(*H-Trioleat, **C-Cholesterin) wurde der Einfluss einer intestinalen CGI-58 Defizienz auf die
Lipidabsorption bei RCD untersucht, wahrend fiir HF/HCD-Tiere keine Daten vorliegen. Wahrend
bei CGI-58 iKO die weiblichen Versuchsmause im gesamten Gastrointestinaltrakt eine signifikant
gesteigerte TG-Absorption zeigen, so kann man bei den Mannchen kaum deutliche
Unterschiede zwischen WT und CGI-58 iKO hinsichtlich TG-Absorption beobachten. Da jedoch
anhand mannlicher CGI-58 iKO Versuchsmaduse die Lipidakkumulation im Jejunum via Folch-
Extraktion und histologischer Schnitte bestatigt wurde, war eine gesteigerte intestinale
Lipidabsorption zu erwarten. Diese findet sich einzig im Jejunum der mannlichen Kohorte bei
CGI-58 iKO, was mit den Kryoschnitten Ubereinstimmt. Interessant sind allerdings die
Unterschiede zwischen der mannlichen und weiblichen Kohorte.

Im Menschen finden sich hinsichtlich der Plasmalipidkonzentrationen ebenfalls
geschlechterspezifische Unterschiede, die jedoch auch altersabhdngig sind. [118] Die
altersabhangigen Beobachtungen lassen sich auf die Verdnderung des Hormonhaushalts ins
Besondere der Frauen zuriickfiihren. Unter dem Einfluss des Hormons Ostrogen steigen die TG-
Werte an, wahrend Cholesterinwerte herabgesenkt werden. Dies erklart die
geschlechterspezifische Inzidenz der nicht alimentdr bedingten Hypertrigylzeridamie. [119] Ob
auch im murinen Versuchsmodell die signifikant erhohte TG-Absorption besonders im

Intestinum, sowie auch eine erhohte gastrische TG-Retention auf hormonelle Ursachen
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zurlickzufiihren sind, bleibt fraglich. Faktum ist, dass die erhohten Plasmakonzentrationen der
weiblichen Versuchsgruppe verglichen zu den mannlichen Versuchstieren in beiden Genotypen
dhnlich erhohte Konzentrationen zeigen, was wiederum mit humanen TG-Plasmagehalten
Ubereinstimmt. Fiir beide Geschlechter finden sich gesteigerte intestinale TG-Absorptionen bei
CGI-58 Defizienz, die in einer verminderten TG-Sekretion ins Plasma sowie darauffolgender
reduzierter TG-Absorption in der Leber resultieren.

Um nach der Resorption der Nahrungslipide den Organismus mit Energie zu versorgen, findet
sich an der Oberflache der luminalen Endothelzellen in den Kapillaren der peripheren Gewebe
wie Fettgewebe und Muskel die LPL. Durch diese werden FS von den via CM und VLDL
transportierten TGs abgespalten und dienen als Energielieferanten. (reviewed in [23]) Auch in
makrophagen-reichen Plaques ist die LPL lokalisiert und steht aufgrund dessen in
Zusammenhang mit Atherosklerose. Es konnte unter anderem auch gezeigt werden, dass die
LPL-Aktivitat in atherosklerotischen Arterien gesteigert ist. [21, 120] Durch ein weiteres
Experiment, in dem die periphere Lipolyse, mediiert durch die LPL, via Tyloxapol inhibiert
wurde, konnte beobachtet werden, dass der bei den weiblichen Versuchstieren beobachtete
intestinale Effekt bei CGI-58 iKO nicht auf die LPL-Aktivitat zurlickzufiihren ist. Der erwartete
Effekt der LPL konnte anhand einer Lipidakkumulation im Plasma, sowie einer verminderten
hepatischen Lipidabsorption, zurlickzufiihren auf eine verminderte Entstehung von CM-

Remnants, die fir die hepatische VLDL-Synthese benétigt werden, bestatigt werden.

Insgesamt lasst sich daher sagen, dass CGI-58 iKO in mannlichen Versuchstieren auf RCD eine
wichtige Rolle im intestinalen Lipidstoffwechsel spielt. So resultiert CGI-58 iKO in einer
intestinalen Akkumulation alimentarer Lipide, sowie einer Tendenz hin zu gesteigerten
intestinalen Lipidabsorptionen. Erwartungsgemal sollte diese Akkumulierung der TGs im Darm
in weiterer Folge zu einer verminderten Lipidabgabe ins Plasma, sowie einer verminderten
hepatischen Lipidabsorption fiihren, was beides im Rahmen der radioaktiven Studie bestatigt
wurde. Dieser Effekt der gesteigerten intestinalen Lipidabsorption, gefolgt von verminderter
Sekretion ins Plasma und reduzierter hepatischer Lipidabsorption, ist in den weiblichen
Versuchstieren ausgepragter, was moglicherweise auf hormonelle Einfllsse zurlickzufiihren ist.

Anhand der normalen Plasmaparameter konnte jedoch kein Unterschied beobachtet werden.
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Da die mRNA- sowie Proteinexpression der ATGL kaum Verdanderungen bei intestinaler CGI-58
Defizienz ~ zeigt, = weisen  diese Ergebnisse  darauf  hin, dass die  durch
CGI-58 iKO hervorgerufenen Lipidakkumulationen primar nicht mit einer verminderten ATGL-
Expression und somit reduzierter Lipolyse, sondern vielmehr mit einer gesteigerten
Lipidabsorption in Zusammenhang stehen. Aullerdem ist eine Akkumulation der Lipide aufgrund
einer Steigerung der de novo Lipidsynthese anhand der untersuchten Lipogenesemarker
ebenfalls auszuschlieBen.

Bei hochkalorischer Erndhrung hat ein CGI-58 iKO einen dhnlichen Einfluss auf den intestinalen
Lipidmetabolismus, wobei die genauen Einflisse auf die ATGL — wie auch bei RCD — noch via
Aktivitatsassays abgeklart werden missen. Die Durchfihrung einer Absorptionsstudie mit
HF/HCD Mausen sollte des Weiteren dariuber Aufschluss geben, ob primar eine gesteigerte
Lipidabsorption anstelle einer verminderten ATGL-Aktivitat zu den beobachteten

Lipidakkumulationen fiihrt.

5.1.3 CGI-58 und ER-Stress

Vorangegangene Experimente unserer Arbeitsgruppe (nicht publiziert) konnten zeigen, dass
eine intestinale ATGL-Defizienz vor hepatischem ER-Stress schiitzt, wahrend Fuchs et al. bereits
2012 die Beobachtung einer protektiven Funktion einer Ganzkoérper ATGL-Defizienz auf
TM-induzierten ER-Stress machten. [86] Da sich ein weiterer Fokus dieser Arbeit auf die Rolle
von ER-Stress im intestinalen Lipidmetabolismus richtet, wurden auch CGI-58 defiziente Mause
hinsichtlich ihres Einflusses auf ER-Stress Marker untersucht. Dies erfolgte jedoch ohne
vorherige kiinstliche ER-Stress Stimulation. Die Hypothese dahinter ist, dass ER-Stress auch auf
physiologischem Weg induziert werden koénnte, da Lipidmetabolismus und ER-Stress eng
miteinander in Verbindung stehen. Es ist bekannt, dass Veranderungen des Lipidmetabolismus
oder Uberschissige FS zu einer Induktion von ER-Stress fiihren. [87, 121] Daher liegt es nahe,
dass Veranderungen des intestinalen Lipidstoffwechsels durch KO des CGI-58 Gens in einer
Induktion von intestinalem ER-Stress resultieren.

Wadhrend sich auf RCD in beiden Genotypen keinerlei Unterschiede in der Genexpression
untersuchter ER-Stress Marker finden, so zeigt sich bei HF/HC-Erndhrung, die als physiologischer

Induktor fir ER-Stress gilt, bei CGI-58 Defizienz eine verminderte mRNA Expression der Marker
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BiP und Chop im Duodenum. Dies indiziert einen reduzierten ER-Stress gegeniiber den WT-
Mausen. Dies stimmt mit der erhohten Scd-1 mRNA Expression im Duodenum bei CGI-58 iKO
Uberein, da SCD-1 fiir die Konvertierung der bekannterweise als lipotoxisch und ER-Stress
induzierend wirkenden gesattigten FS wie Palmitinsaure (16:0) und Stearinsdure (18:0) in ihre
jeweilige einfach-ungesattigte Form verantwortlich ist.

Weitere Untersuchungen auf Proteinebene weisen jedoch auf vermehrten ER-Stress bei CGI-58
Defizienz hin, indem sowohl elF2a, p-elF2a als auch CHOP in allen drei Abschnitten des

Diinndarms bei CGI-58 iKO vermehrt exprimiert werden.

Zusammenfassend kann man daher sagen, dass CGI-58 iKO vermutlich ebenso wie ATGL iKO
eine Rolle bei ER-Stress spielt. Da die Stérung des Lipidmetabolismus durch gezieltes
Ausschalten des CGI-58 Gens nicht wie vermutet zu ER-Stress fihrt, miisste zur Abklarung des
Einflusses einer intestinalen CGI-58 Defizienz auf ER-Stress eine kiinstliche Induktion von ER-

Stress via Tunicamycin oder Thapsigargin erfolgen.
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5.2 Die Rolle von ER-Stress im intestinalen Lipidmetabolismus

Der Zusammenhang zwischen ER-Stress und Lipidmetabolismus ist bidirektional. Wahrend die
Aktivierung ER-Stress-assoziierter Wege zu Veranderungen der Lipidhomoostase bzw. zu
gesteigerter Lipogenese fliihren kann, so induzieren freie FS bzw. Anomalien im Fettstoffwechsel
ER-Stress. [87, 121, 122] (reviewed in [123]) Daher lag ein weiterer Fokus dieser Arbeit in der
Untersuchung moglicher Einfllisse von pharmakologisch induziertem ER-Stress auf den

Lipidmetabolismus spezifisch im Intestinum von WT-Mausen in vivo.

Der in den Plasmaparametern zu beobachtende Effekt der erhéhten FS-Freisetzung nach TM-
Behandlung gilt als sekundarer Effekt auf TM, da die Versuchstiere nach der i.p.-Injektion sehr
geschwacht waren und aufgrund dessen weniger Nahrung aufnahmen. Diese Nahrungskarenz
resultiert schlieRlich in einer Steigerung des Fettabbaus, um Energie zu gewinnen und fuhrt zu
einem Anstieg der FFS-Konzentrationen im Plasma.

Hinsichtlich des TG-Metabolismus zeigen sich nach TM-Injektion hepatische Akkumulationen,
wahrend die intestinalen TG-Gehalte sowie die TG-Plasmakonzentrationen und die Absorption
in diesen Geweben unverdandert sind. Es ist bekannt, dass ER-Stress zu intrazelluldren
Lipidakkumulationen fiihrt, die durch eine Aktivierung des sterol responsive element binding
proteins (SREBPs) mediiert wird. Rohrl et al. konnten kirzlich zeigen, dass trotz gesteigerter
SREBP2-Expression bei ER-Stress die Cholesterinsynthese vermindert ist. Weiters wurde
beobachtet, dass sowohl der Efflux von Cholesterin zu ApoAl fiir die HDL-Synthese, sowie auch
die de novo Cholesterinsynthese in Hepatozyten durch Induktion eines akuten ER-Stresses via
Thapsigargin beeintrachtigt wird. [124]

Auch in unserem in vivo Versuch zeigte sich ein deutlicher Einfluss von ER-Stress auf den
Cholesterinmetabolismus. Sowohl die Plasmakonzentrationen an totalem Cholesterin, als auch
die Cholesterinabsorption im gesamten Gastrointestinaltrakt sowie der Leber zeigten bei TM-
Behandlung eine deutliche Reduktion. In Zusammenarbeit mit Rohrl et al. wurde ein
Lipoproteinprofil dieses Plasmas erstellt, das infolgedessen Aufschluss lber die verminderte
Cholesterinkonzentration im Plasma der TM-behandelten Mause gab: so ist diese Reduktion auf
einen verminderten Cholesteringehalt in der VLDL/LDL-Fraktion zurlickzufiihren, wahrend HDL-

Cholesterin unverandert blieb. [124]
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Die Abgabe von Cholesterin ins Plasma, die mittels **C-markiertem Cholesterin untersucht
wurde, war nach TM-Injektion nahe Null. Dies unterstreicht die von Rohrl et al. im in vitro
Versuch beobachteten Auswirkungen von pharmakologisch induziertem ER-Stress auf den
Cholesterinmetabolismus. Jedoch finden sich in vivo auch verminderte Cholesterin-
akkumulationen im Jejunum, die im in vitro Experiment anhand der Hepatozyten nicht
beobachtet werden konnte. Wir erkldaren diesen in vitro-Effekt durch eine Einstellung eines
Gleichgewichts, indem sowohl die Cholesterinsynthese, als auch der Cholesterin-Efflux bei ER-
Stress vermindert sind. [124]

Ob diese beobachteten Effekte nach TM-Behandlung wirklich auf die Induktion von ER-Stress
zuriickzufiihren sind, oder aber der primare Effekt von TM — die Inhibierung der Glykosylierung
und somit der Proteinsynthese — daflir verantwortlich sind, ist fraglich. Um diese Fragestellung
zu untersuchen, ware ein Nachweis der ApoB-Proteinexpression oder aber auch anderen
Proteinen, wie beispielsweise Albumin empfehlenswert. Eine Untersuchung von ApoB, das fir
die Assemblierung von CM und VLDL nétig ist, wiirde Aufschluss darliber geben, ob die
beobachteten Effekte besonders auf die Lipidabsorption bzw. auch auf die verminderte
Cholesterinkonzentration in der VLDL/LDL-Fraktion wirklich auf ER-Stress selbst, oder auf eine
verminderte Proteinsynthese von u.a. ApoB zurickzufihren sind. Allerdings wirde eine
tatsachliche Verminderung der ApoB-Proteinexpression auch zu Verdnderungen in der TG-
Absorption fiihren, die nach TM-Behandlung allerdings nicht so ausgepragt waren.

Einen Hinweis dafir, dass diese erhaltenen Daten nicht auf ER-Stress selbst zuriickzufiihren sind,
geben die intestinalen und hepatischen Lipidakkumulationen, die bei 24h und 48h TM-
Behandlung sehr dahnlich waren. Jedoch zeigten sich 24h nach TM-Behandlung keine intestinalen
Effekte auf ER-Stress assoziierte Gene, was eine Beeinflussung v.a. des intestinalen
Lipidmetabolismus durch andere Effekte von TM und nicht unbedingt durch ER-Stress vermuten
lasst. Auch die Diskrepanz zwischen intestinaler mRNA- und Proteinexpression der ER-Stress
Gene (insbesondere von CHOP) in der Kontroll- und TM-Versuchsgruppe weist darauf hin, dass
nicht ER-Stress selbst zu den beobachteten Effekten flhrt.

Da TM, als auch Thapsigargin ohnehin toxische Effekte auf in vivo Experimente haben, ware eine
physiologische Induktion von ER-Stress von Vorteil. Im Zuge dessen kdnnte auch gekladrt werden,

ob die inhibierte Proteinsynthese oder der dadurch hervorgerufene ER-Stress zu den
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beobachteten Effekten besonders im Cholesterinmetabolismus fiihrt. Eine Maoglichkeit, ER-
Stress physiologisch zu induzieren ist die Storung des Lipidmetabolismus z.B. durch eine HF/HC-
Erndhrung. Einige Studien konnten zeigen, dass sowohl genetische (ob/ob Mause), als auch
erndhrungsbedingte (HF/HCD) Adipositas zu einer Induktion von ER-Stress fuhrt. [80] (reviewed
in [78]) Allerdings konnten wir in unserem in vivo Versuch mit iber einen Zeitraum von 4
Wochen HF/HCD-gefiitterten Mausen keinerlei Uberexpression ER-Stress assoziierter Gene
beobachten, wahrend intestinal sogar eine um ca. 50% verminderte BiP und Chop mRNA

Expression zu beobachten war.
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Natrium-N-ethyl-N-(3-Sulfopropyl)-m-anisidine
fatty acid binding protein (plasma membrane/ cytosolic)
fatty acid synthase

fatty acid translocase / cluster determinant 36
fatty acid transport protein

Freies Cholesterin

(freie) Fettsduren

Freies Glyzerin

G0/G1 Switch Regulatorprotein

growth arrest and DNA-damage inducible gene
guanidin-nucleotide exchange factor
Glyzerinkinase

N-acetylglucosamin

G-protein coupled receptor
Glyzerin-3-Phosphatoxidase
GlcNAc-Phosphotransferase

high-density lipoprotein
high-fat/high-cholesterol diet
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HMG-CoA
HRP

HSL

i.p.

IDL

IRE1

JNK

KO

LAL

LD

LDL

loxP
Lp(a)
LPAAT
LPL
LXRa
MEHA
MG
MGAT
MGL
MTP
NCIE
NEC
NEFA
NLSDM/NLSDI
NPC1L1
OA
ORMDL3
PA

PA

Korbelius Melanie,

3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzymeA
horseradish peroxidase

Hormonsensitive Lipase

intraperitoneal

intermediate density lipoprotein

Inositol requiring enzyme 1

c-Jun NH,-terminale Kinase

Knockout

lyosomal acid lipase

lipid droplet

low density lipoprotein

locus of X-over P1

Lipoprotein(a)

lysophosphatidic acid acyltransferase
lipoprotein lipase

liver X receptor a
3-Methyl-N-Ethyl-N-(B-Hydroxyethyl)-Anilin
Monoacylglyzerid
monoacylglycerol-acetyltransferase
monoacylglycerid-lipase

microsomal triglyceride transport protein
non-bullous congenital ichthyosiform erythroderma
nekrotisierenden Enterocolitis

non-esterfied fatty acid (Unveresterte Fettsaure)

neutral lipid storage disease with myopathy/ ichtyosis

niemann-Pick C-1-like 1

oleic acid (Oleat)

ORM1-like 3

phosphatidic acid (Phosphatidylsdure)

palmitic acid (Palmitat)
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PC
PCR
PCTV
PEDF
PERK
PGCla
PIC
PKA
PL
PLA2
PNPLA2
POD
PPAR
RCD
REST
RT
RXR
Sarl
SCD-1
SERCA
TC

TG
™
TRL
UDP-GIcNAc
UPR
UPRE
VLDL
WAT
WT
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Phosphatidylcholin

polymerase-Chain-Reaction (Polymerasekettenreaktion)
prechylomikron transport vesicle

pigment epithelium-derived factor

PKR-like elF2a-kinase

PPARy coactivator 1a

Proteaseinhibitorcocktail

Proteinkinase A

Phospholipide

Phospholipase A2

patatin-like phospholipase domain-containing protein 2
Peroxidase

peroxisome proliferator-activated receptor
rodent chow diet

Relative Expression Software Tool

Real-Time

retinoid X rezeptors

small GTP-binding protein 1

stearoyl-CoA desaturase
sarkoendoplasmatisches Retikulum Ca**-ATPase
Totales Cholesterin

Triglyzeride

Tunicamycin

triglyceride-rich Lipoprotein
UDP-N-acetylglucosamin

unfolded protein response

UPR-response elements

very low density lipoprotein

white adipose tissue (weilles Fettgewebe)

Wildtyp
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XBP1 X-box binding protein 1

ZNS Zentralnervensystem
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