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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 als Regulator der Fibrinolyse

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) ist ein Glycoprotein mit einem Molekulargewicht
von 48 kDa (Kruithof 1988), das aus 379 Aminosduren besteht und zu den
Serinproteaseinhibitoren (Serpine) gehort (Kruithof et al. 1986 b). PAI-1 kann von vielen
Gewebszelltypen wie z.B. denen aus Pankreas und Milz (Friess et al. 1998), Leber
(Simpson et al. 1991), Niere (Yamamoto und Loskutoff 1997), Gehirn (Dietzmann et al.
2000), Fettgewebe (Samad et al. 1996), Synovialmembranen (Busso et al. 1997),
Blutzellen (Simpson et al. 1991), vaskularen Endothelzellen (Erickson et al. 1985) und
glatten Muskelzellen der Gefallwand (Reilly und McFall 1991) exprimiert werden. Neben
diesen Zelltypen wird PAI-1 auch von primar kultivierten Rattenhepatozyten gebildet
(Heaton et al. 1989; Busso et al. 1994).

Serinproteaseinhibitoren sind an vielen wichtigen biologischen Prozessen, wie
Blutgerinnung, Fibrinolyse oder Umbauprozessen der Extrazellularmatrix regulatorisch
beteiligt. Neben PAI-1 sind z.B. das a1-Antitrypsin oder das Antithrombin Il (ATIII) weitere
wichtige Vertreter der Serinproteinaseinhibitoren. Eine besondere Rolle spielt PAI-1 bei

der Regulation der endogenen Fibrinolyse.

Die Hauptaktivatoren der Fibrinolyse im Plasma sind t-PA (tissue-type plasminogen
activator) und u-PA (Urokinase, urokinase-type plasminogen activator). Die inaktive
Protease Plasminogen wird durch die u-PA- oder t-PA-vermittelte Bindung an Fibrin zu
der Breitspektrumserinprotease Plasmin aktiviert (Hoylaerts et al. 1982; Lijnen und Collen
1988) und ist fur den Abbau von Fibrinthromben verantwortlich. Der wichtigste Inhibitor
der Fibrinolyse ist der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1, der die Aktivitdt der
Plasminogenaktivatoren, sowohl t-PA als auch u-PA hemmt (Kruithof et al. 1986 a;
Sprengers und Kluft 1987), indem es mit t-PA und u-PA stabile Komplexe mit einer
Relation von 1:1 bildet (Lindahl et al. 1990).

PAI-1 wird als aktive Form, mit einer Halbwertszeit von 30 min (Kooistra et al. 1986),
sezerniert und zirkuliert anschlieRend in einer latenten Form weiter. Das extrazellulare
Matrixprotein Vitronectin wurde als das Protein identifiziert, das durch Bindung an PAI-1
die aktive Form des Inhibitors stabilisiert (Declerck et al. 1988) (Abb. 1).

PAI-1 ist in der Lage an Fibrin, wenn es in hoch polymerisierter Form vorliegt, zu binden
und behalt dabei seine inhibitorische Aktivitat gegenliber u-PA und t-PA (Wagner et al.
1989; Thorsen 1992). Dadurch schafft PAI-1 eine Stabilisierung der, durch

Fibrinpolymerisation gebildeten, hoch organisierten Thromben.



2 Einleitung

Ein weiterer Inhibitor der Fibrinolyse ist das a2-Antiplasmin, das ein spezifischer Inhibitor
von Plasmin ist und kovalent an das polymerisierte Fibrin bindet, was durch den

aktivierten Gerinnungsfaktor XlII vermittelt wird (Ichinose et al. 1983).

Plasminogen ( — S — \ /,‘.
7 =l “ - — 1
|- | —— o,-Antiplasmin
\M%@%rﬂl \ :

_
Losliches Vernetztes \
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Fibrinogen —

s e RS
Fibrin T Fibrin B | b‘,’\/@ e
Faktor Fibrin-Spaltprodukte
Faktor II X Fe JowT
aktor lla o Y g N
REUN §<F
(Thrombin) _’T SN
Faktor ~
Xl
Abb. 1: Fibrinolyse. Die Hauptreaktionen des Gerinnungssystems sind in das endogene

(intravaskulare) und exogene (extravaskulare) System gegliedert (nicht dargestellt). Beide
Gerinnungkaskaden fiihren zu Bildung des Prothrombin-Komplexes (Prothrombinase),
Fibrinmonomerbildung aus Fibrinogen, Bildung l6slicher Fibrinkomplexe und schlieBlich der durch
den Faktor Xllla vermittelten Polymerisation zu vernetztem Fibrin. Das fibrinolytische System wird
durch u-PA, t-PA und Plasminogen aktiviert. Plasminogen, t-PA oder u-PA und Fibrin bilden den
ternaren Komplex, was durch Plasmin zum Abbau von Fibrin zu Fibrinspaltprodukten (auch D-
Dimare genannt) fihrt. PAI-1 bindet ebenfalls an Fibrin, besonders wenn dieses in
hochpolymerisierter Form vorliegt und behalt dabei seine inhibitorische Aktivitdt gegenuber t-PA.
a2-Antiplasmin kann die Plasminaktivitdt ebenfalls durch, Uber den Faktor Xllla vermittelte,
Bindung an Fibrin hemmen.

1.2 Modulation der PAI-1-Genexpression

Hohe Konzentrationen von PAI-1 sind mit thromboembolischen Erkrankungen wie der
tiefen Beinvenenthrombose (Wiman et al. 1985), kardiovaskularen Erkrankungen
(Schneiderman et al. 1992; Margaglione et al. 1994; Thogersen et al. 1998; Kohler und
Grant 2000) oder dem akuten cerebralen ischamischen Infarkt (Lindgren et al. 1996;
Johansson et al. 2000) assoziiert. In klinischen Studien konnte zudem gezeigt werden,
dass Hyperinsulindmie bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il (Sobel et al. 1998),
insbesondere bei Adipositas und arterieller Hypertonie, zu erhéhten PAI-1-
Konzentrationen im Blut fuhrte (Landin et al. 1990; Juhan-Vague und Alessi 1997,
Carmassi et al. 1999; Mirza et al. 2000). Insulin induzierte die PAI-1-Expression in vitro in
zahlreichen unterschiedlichen Zelltypen wie primar kultivierten humanen Hepatozyten

(Kooistra et al. 1989; Grenett et al. 1999), der humanen Hepatomzelllinie HepG2 (Alessi
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MC et al. 1988; Anfosso et al. 1993) oder arteriellen Endothel- und glatten Muskelzellen
der GefalRe (Schneider et al. 1992; Schneider et al. 1997).

Die Induktion der PAI-1-Expression konnte neben Insulin auch durch weitere Faktoren wie
PDGF (platelet-derived growth factor) und BFGF (basic fibroblast growth factor) (Lau
1999), TGF-B (transforming growth factor) (Sato Y et al. 1990), Angiotensin-Il (Oikawa et
al. 1997; Brown et al. 2000), TNF-a (Tumornekrose-Faktor-a) (Samad et al. 1996),
Thrombin (Cockell et al. 1995) und Oxidationsprodukten (Dichtl et al. 1999) festgestellt
werden. Eine bedeutende Steigerung der PAI-1-Expression konnte in Rattengeweben
nach Injektion von Endotoxin (Escherichia coli Lipopolysaccharid), insbesondere im
Leber- und Lungengewebe, nachgewiesen werden (Quax et al. 1990). Ferner wurden bei
Patienten mit Sepsis, nach chirurgischen Eingriffen (Aoki et al. 1994), Trauma oder
extrakorporaler Zirkulation (Kruithof et al. 1988) erhdhte PAI-1-Konzentrationen im Blut
festgestellt, was zu der Annahme fiihrt, dass PAI-1 auch eine Rolle als Akutphaseprotein
spielen konnte. In HepG2 Zellen konnte durch Interleukin-1, einen Mediator der
Akutphaseantwort, eine 40-fache PAI-1-mRNA-Induktion nachgewiesen werden (Healy
und Gelehrter 1994).

Eine Hemmung der Thrombin- und Endotoxin-induzierten PAI-1-Expression konnte in
humanen Endothelzellen durch Interferon-y beobachtet werden (Gallicchio et al. 1996).
Ebenso wurde durch cAMP eine Hemmung der PAI-1-Expression in Rattenhepatomzellen
festgestellt (Heaton und Gelehrter 1990; Heaton et al. 1992).

1.21 Die 5’ -regulatorische Region des PAI-1-Gens

Das PAI-1-Gen der Ratte (10,5 kb) besteht aus neun Exons und acht Introns (Bruzdzinski
et al. 1990). Vergleiche der Gen-Struktur mit der des humanen PAI-1-Gens ergaben eine
genaue Ubereinstimmung der Intron-Exon-Struktur der Gene (Bosma et al. 1988). Zwei
Regionen innerhalb des Ratten-PAI-1-Promotors sind ebenfalls nahezu kongruent
(Bosma et al. 1988); die Region von -90 bp bis zur TATA-Box weist eine 90%ige, die
Region von -755 bis -512 bp eine mehr als 80%ige Ubereinstimmung mit der Sequenz

des humanen PAI-1-Promotors auf (Bruzdzinski et al. 1990).

Die Funktion der 5°-regulatorischen Region wurde u.a. durch Transfektionen von PAI-1-
Reporterenzym-Genen in Hepatomzellen untersucht. Durch Footprintanalysen konnten
mogliche Bindungsproteine, die an der PAI-1-Genregulation beteiligt sind, identifiziert
werden. Es wurden acht Regionen innerhalb der ersten 764 bp im Bereich der 5'-
regulatorischen Region gefunden, mit denen Zellkernproteine von Ratten HTC

Hepatomzellen interagieren konnen (Tab. 1) (Johnson et al. 1992).
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Tab. 1: Kongruenz zwischen Ratten-PAl-1-Promotorelementen und Consensussequenzen
von Transkriptionsfaktoren sowie den entsprechenden Promotorelementen des
humanen PAI-1-Promotors (modifiziert nach Johnson et al. 1992)

Promotor- TF Sequenz / Consensussequenz Mensch
element

-56 TCATCTATTTCCGGCCCACA -37
* *

A1 PEA3 ACATCCTC 95%

T G

-86 TTAGAAGGTGGGTGGGGCTGGAAC -63

*

o 0,
A-2 Sp-1 GAGGCTGAAT 79%
TG G GGC
TG G Gec
Sp-1 GAGGCTGAAT
* * %
B -119 CAGGGCGGGCGAGCA -105 33%
*
CTF/NF-1 TGGCNNNNNGCCAA
A
C ? -171 TACACACACGTGT -159 79%
? -210 AGGATTTGCTCAATTATCC -192 79%
™6 G GeC
Sp-1 GAGGCTGAAT
* *
E -477 TGGCACTGGGCAGAAACCCAAGAGAAAGCCAAG -445 62%
* *
CTF/NF-1 TGGCNNNNNGCCAA
A
-542 TCTATTGGGCTTAAGTCCAAGAGG -519
* *
0,
F CTF/NF-1 TGGCNNNNNGCCAA 75%
A
G ? -666 GGTTATTGACACAAAGAGC -648 90%

Referenzen Consensussequenz: PEA3 (Gutman und Wasylyk 1990), Sp-1 (Dynan und Tjian 1983;
Kadonaga et al. 1987; Jackson und Tjian 1988), CTF/NF-1 (Gutman und Wasylyk 1990). (*): keine
Ubereinstimmung zwischen den Basenpaaren; TF: Transkriptionsfaktor

Eine positive sowie negative Wirkung auf die PAI-1-Genexpression konnte bereits fur
viele Substanzen gezeigt werden. Welche PAI-1-Promotorelemente an dieser Regulation
beteiligt sind, wurde bereits in unterschiedlichen Zellreihen untersucht. An dieser Stelle
seien einige der bisher bekannten Modelle zur Regulation der PAI-1-Genexpression

genannt.

Glucose regulierte die PAI-1-Genexpression Uber zwei angrenzende Sp-1-Elemente
zwischen -85/-42 bp im Bereich der 5’-flankierenden Region des humanen PAI-1-
Promotors in mit Luciferase-Genkonstrukten transfizierten vaskularen glatten
Muskelzellen (Chen YQ et al. 1998). Die zwei Sp-1-Elemente (-72/-67 bp und -45/-40 bp)
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vermittelten ebenfalls die Induktion der PAI-1-Genexpresson durch Angiotensin Il in
Rattenmesangiumzellen (Motojima et al. 2000). Eine Induktion der c-Fos/JunD-
Heterodimerbildung war nach Stimulation von primar kultivierten Rattenlungenfibroblasten
mit Fibrinogen-Spaltprodukten (D-Dimere) zu beobachten. Dies flhrte Uber ein AP-1-
Element -59/-52 bp zur Induktion der PAI-1-Genexpression (Olman et al. 1999). In der
humanen Hepatomzellreihe HepG2 wurde die PAI-1-Induktion (ber die Proteinkinase-C-
Aktivierung durch PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate) ebenfalls Uber das AP-1-
Element vermittelt (Arts et al. 1999). In epithelialen Nierenzellen wurde gezeigt, dass
USF-1 (upstream stimulatory factor 1) durch die Bindung an eine sogenannte E-Box
-165/-160 bp die basale PAI-1-Expression erhéht (White LA et al. 2000). Ferner wurden
zwei Hypoxie-responsive Elemente -175/-158 bp beschrieben, die fir die Hypoxie-

induzierte Expression des PAI-1-Gens verantwortlich sind (Kietzmann et al. 1999).

1.3 Kontrolle der Genexpression durch Insulin und Glucagon

1.3.1 Kontrolle der Genexpression durch Insulin tber Phosphatidylinositol-3-Kinase

und Proteinkinase B

Neben PAI-1, dessen Expression durch Insulin gesteigert wurde, sind mittlerweile weitere
Gene identifiziert worden, deren Expression durch Insulin positiv reguliert wird; es sind
aber auch Gene beschrieben worden, bei deren Expression Insulin eine negative Wirkung
entfaltet (Tab. 2).

Tab. 2: Beeinflussung der Genexpression durch Insulin

Insulin Zielgene

-induzierte Genexpression Glucokinase (GK)'
Sterol-regulatorisches-Element-bindendes Protein (SREBP)2
Fettsdure-Synthase (FAS)?
Pyruvatkinase (PK) (indirekt)*
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI—1)5

-supprimierte Genexpression Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase 1 (PCK-1)6
Glucose-6-Phosphatase (G—6—Pase)7
Fructose-1,6-Bisphosphatase (F-1,6-BP)°

Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor-bindendes Protein (IGF-BP1)9

(1) lynedjian et al. 1989; (2) Kim JB et al. 1998; (3) Wang D und Sul 1997; (4) Assimacopoulos-
Jeannet und Jeanrenau 1990; (5) Kooistra et al. 1989; (6) Liao et al. 1998; (7) Lange et al. 1994;
(8) el-Maghrabi et al. 1988; (9) Cichy et al. 1998.
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Die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor resultiert in der Autophosphorylierung von
Tyrosin-Resten der intrazelluldren B-Ketten und der Tyrosinphosphorylierung von Insulin-
Rezeptor-Substraten (IRS) durch die Insulin-Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Aktivitadt der [3-
Ketten (Abb. 2) (Myers und White 1996; O’'Brien und Granner 1996). Anschliel3end
aktivieren die Phosphotyrosin-Reste der IRS durch die Bindung an die regulatorische
Untereinheit p85 die PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase) (Kazlauskas 1994; Pawson
1995). Dieser Prozess fiihrt die PI3K-katalytische Untereinheit p110 zur Plasmamembran,
wo sie das Hauptsubstrat Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (P1(4,5)P,) zu PI(3,4,5)P;
sowie PI(4)P zu PI(3,4)P, phosphoryliert (Reif et al. 1996).

Der Abbau von PI(3,4,5)P; bzw. PI(3,4)P, erfolgt tber die Dephosphorylierung durch den
Tumorsuppressor PTEN (deletiertes Phosphatase- und Tensin-Homolog von Chromosom
10), einer Phosphoinositid-Lipid-3-Phosphatase (Stambolic et al. 1998; Cantley und Neel
1999) (Abb. 2). PI(3,4,5)P; sowie PI(3,4)P, binden mit hoher Affinitat an die Pleckstrin-
(PH)-Domane der PKB und binden somit die Kinase an die Plasmamembran. An der
Plasmamembran wird PKB am Threonin (Thr)308 und am Serin (Ser)473 phosphoryliert
(Alessi DR und Cohen 1998; Bellacosa et al. 1998) und somit aktiviert. Bei der Kinase, die
die Phosphorylierung am (Thr)308 vermittelt, handelt es sich um eine ubiquitar exprimierte
Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase 1 (PDK1) (Alessi DR et al. 1997; Stephens et
al. 1998). Die Phosphorylierung von (Ser)473 ist unabhangig von PDK1 und scheint durch
eine Kinase vermittelt zu werden, die im Gegensatz zu PDK1 von dem Kinase-Inhibitor

Staurosporin unbeeinflusst bleibt (Hill et al. 2001).

PKB weist eine starke Identitat mit den Proteinkinasen der PKA- und PKC-Familien auf
und gehdrt zu den Serin/Threonin-Kinasen. Ebenso zeigt sie eine starke Verwandtschaft
zu dem retroviralen Onkogen v-akt und wird deshalb auch Akt genannt (Burgering und
Coffer 1995; Cross et al. 1995; Franke TF et al. 1995; Kohn et al. 1995).

Die drei vorkommenden Akt/PKB-lIsoformen werden ubiquitar exprimiert, variieren jedoch

in ihren Expressionswerten in den verschiedenen Geweben (Kandel und Hay 1999).

Jede Isoform enthalt eine aminoterminale Pleckstrin-Homologie-(PH)-Domane, eine
Kinase-Domane und eine carboxyterminale regulatorische Domane (Abb. 2) (Coffer et al.
1998). Indirekt beeinflusst PKB den Glucose-Metabolismus (KH-Stoffwechsel) Uber die
Regulation der Genexpression. Bisher ist bekannt, dass PKB die Expression der Glucose-
Transporter GLUT1 und GLUT3 in den Rattenskelettmuskelzellen L6 und der Maus-
Hepatom-Zelllinie Hepa1c1c7 (Hajduch et al. 1998; Barthel et al. 1999) sowie der GK in

primaren Rattenhepatozyten (lynedjian et al. 2000) induziert.

Der PKB-Effekt auf die Gen-Expression verlauft Uber Phosphorylierung von

Transkriptionsfaktoren wie Forkhead-Transkriptionsfaktoren und Elongationsfaktoren.
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PKB beeinflusst so die NF-kB-abhangige Gentranskription durch Aktivierung der NF-kB-
Inhibitor-(IkB)-Kinase (IKK) und Degradierung von IkB (Kane et al. 1999) und zum
anderen die Proteinsynthese, indem PKB z.B. die Aktivitat verschiedener Faktoren
modauliert, die fir die mRNA-Translation verantwortlich sind. So erfolgt die Induktion der
mRNA-Translations-Initiation durch Phosphorylierung des 4E-bindenden Proteins (4E-BP)
und Aktivierung des eukaryotischen Translations-Initiations-Faktors 4E (elF-4E) (Proud
und Denton 1997; Gingras et al. 1998).

& O Insulin
PTEN

OiI-I‘OL
P1(4,5)P,/PI1(4)P S PI(3,4,5)P./PI(3,4)P,

!
P-Tyr— —Tyr-P 1 ¥ @

P-Tyr— |—Tyr-P I
@ T308-O-P I
]
S473-0-P
P P
P85 PKB

P110 l

Modulation der Zielproteine
PI3K (z.B.: bcl-2, FK-TF)

Abb. 2: Modell der Proteinkinase-B-Aktivierung. Erlduterung s. Text. Cat: katalytische
Doméane; FK-TF: Forkhead-Transkriptionsfaktoren; IRS: Insulin-Rezeptor-Substrate; PDK:
Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase; PH: Pleckstrin-Homologie-Domane; PI3K:
Phosphatidylinositol-3-Kinase; P1(4,5)P2/PI(3,4,5)P3: Phosphatidylinositol-bis/tris-Phosphat; PTEN:
deletiertes Phosphatase-Tensin-Homolog von Chromosom 10 mit einer Phosphoinositid-Lipid-3-
Phosphatase-Aktivitat; PKB: Proteinkinase B; Reg: regulatorische Domane; Tyr: Tyrosin.

1.3.2  Kontrolle der Genexpression durch Insulin Gber die MAP-Kinase-Kaskade

Neben der Aktivierung der PI3-Kinase Uber die Insulin-Rezeptor-Substrate (IRS), die in
erster Linie in den metabolischen Insulinweg mindet, gibt es auch einen Insulinsignalweg
auf der Ebene der IRS-Proteine hin zum mitogenen Signalweg. Dieser wird nicht Uber die
P13-Kinase, sondern Uber die Signalproteine Grb2 (Growth-factor-receptor-binding protein
2), sos (son of sevenless) und G-Proteine (ras) hin zur MAP (mitogen-activated protein)-

Kinase-Kaskade geleitet.

Wie bereits beschrieben fihrt die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor zur

Autophosphorylierung von Tyrosin-Resten der intrazellularen [(-Ketten und der
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Tyrosinphosphorylierung von Insulin-Rezeptor-Substraten (IRS) durch die Insulin-
Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Aktivitat der p-Ketten (White MF et al. 1985; Sun et al. 1991;
Keller et al. 1993). Zur Zeit sind neun dieser Substrate bekannt: IRS-1 (Rothenberg et al.
1991; Sun et al. 1992), IRS-2 (Sun et al. 1995), IRS-3 (Lavan et al. 1997 b) und IRS-4
(Lavan et al. 1997 a), die fur die Signallibertragung Uber den Insulinrezeptor am
spezifischsten sind. Des Weiteren Shc (SH2 domain-containing a2 collagen-related
proteins), die in drei Isoformen vorkommen (Pelicci et al. 1992; Pronk et al. 1993); Gab-1
(Holgado-Madruga et al. 1996) und p62°° (Carpino et al. 1997). Fir den mitogenen

Insulinsignalweg sind die Substrate IRS-1 und Shc von besonderer Bedeutung.

IRS-1 besitzt eine Vielzahl von Tyrosin-Resten, die nach der Phosphorylierung als
spezifische Erkennungsmotive flir Adapterproteine mit SH2-Domanen (src homology 2)
fungieren (Songyang et al. 1993). Neben der regulatorischen Untereinheit p85 der PI3K
besitzen auch die Adapterproteine Grb2, Crk (Beitner-Johnson et al. 1996) und Nck (Lee
CH et al. 1993) diese SH2-Domanen (Sun et al. 1993). Im Gegensatz zu IRS-1 besitzen
Shc-Proteine nur einen Tyrosin-Rest, der phosphoryliert werden kann (Tyr)317 und als
Bindungsstelle fur Grb2 fungiert (Rozakis-Adcock et al. 1992). Beim IRS-1 bindet Grb2
Uber seine SH2-Domane an das (Tyr)895 (White MF und Kahn 1994). Somit kann Grb2
bei der Insulinsignallibertragung sowohl an die IRS als auch an die Shc binden (Skolnik et
al. 1993; Myers et al. 1994 ) (Abb. 3).

Grb2 besitzt eine SH2-Doméne und 2 SH3-Doméanen (src homology 3) (Lowenstein et al.
1992). Die SH-3 Domanen des Grb2 vermitteln die Bindung von Proteinen, die
Prolinreiche-Motive besitzen. An die SH3-Domanen von Grb2 bindet Sos, benannt nach
dem Drosophila-melanogaster-Gen son-of-sevenless, der den Guanosinnukleotid-
austausch fiir das p21™° vermittelt (Simon et al. 1991; Bowtell et al. 1992; Martegani et al.
1992; Shou et al. 1992; Wei et al. 1992). Die Aktivierung von p21™°® durch Sos wird Uber
den Austausch von GDP gegen GTP vermittelt (Aronheim et al. 1994; Quilliam et al. 1994;
Holsinger et al. 1995). Das aktivierte p21™° transloziert die Proteinkinase Raf an die
Plasmamembran und aktiviert diese (Moodie et al. 1993; Van Aelst et al. 1993; Vojtek et
al. 1993; Warne et al. 1993; Magnuson et al. 1994; McCormick 1994; Williams und
Roberts 1994). Raf ist ein relativ spezifischer Aktivator von MAP-Kinase-Kinasen (Dent et
al. 1992; Howe et al. 1992; Kyriakis et al. 1992; Zheng und Guan 1994). Die MAP-Kinase-
Kinase (mitogen-activated protein kinase kinase), auch MEK genannt, wird direkt durch
Raf phosphoryliert und dadurch aktiviert. MAP-Kinase-Kinase aktiviert seinerseits Erk-1
und Erk-2 (extracellular-ligand-regulated kinase), auch MAP-Kinasen gennannt. Die
Aktivierung von Erk-1 und Erk-2 erfolgt durch Phosphorylierung ihrer Tyrosin- und
Threonin-Reste durch die MAP-Kinase-Kinase (Abb. 3). Die MAP-Kinasen Erk-1 und -2

werden in den meisten Zellen gebildet und sind in der Lage, eine Vielzahl von Proteinen
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zu phosphorylieren. Dadurch sind sie an der Regulation von Transkriptionsfaktoren, wie
Elk-1 und c-Jun, der Regulation von zellularen Enzymen, wie der Phospholipase A,, und

anderer Proteinkinasen, wie p90rsk, beteiligt (Marais et al. 1995).

Diskutiert wird ebenfalls ein mdglicher Feedback-Mechanismus, bei dem Erk die
Aktivierung von Ras limitiert. Bei der Stimulation von Zellen durch unterschiedliche
Faktoren, die die Ras/Raf/MEK/Erk-Kaskade aktivieren (Insulin, PDGF (platelet-derived
growth factor), v-Ras und v-Raf), wurde die Posphorylierung von Sos an seinen
Serin/Threonin-Resten beobachtet, was zur Abdissoziation des Grb2-Sos-Komplexes
fuhrte und somit die Signallbertragung limitierte (Cherniack et al. 1994; Cherniack et al.
1995; Waters et al. 1995). Des Weiteren wird auch ein Erk-unabhangiger Feedback-
Mechanismus diskutiert, bei dem eine MEK-abhangige, jedoch Erk-unabhangige Kinase
fur die Phosphorylierung von Sos und Abdissoziation des Grb2-Sos-Komplexes
verantwortlich ist (Holt et al. 1996; Zhao et al. 1998).

& O Insulin
OiHix
P-Tyr—o [—Tyr-P

P-Tyr— —Tyr-P g +EIK)
(Cenc)

Modulation der Zielproteine

Abb. 3: Modell der Insulinsignaliibertragung liber den Grb2/sos-Komplex und die MAP-
Kinase-Kaskade. Erlduterung s. Text. Erk: extracellular-ligand-regulated kinase; GDP:
Guanosindiphosphat; Grb2: Growth-factor-receptor-binding protein 2; GTP: Guanosintriphosphat;
IRS: Insulin-Rezeptor-Substrate; MEK: mitogen-activated protein kinase kinase; shc: SH2 domain-
containing a2 collagen-related proteins; sos: son of sevenless; Tyr: Tyrosin

Die Kontrolle der Genaktivitat durch Insulin erfolgt Uber unterschiedliche Insulin-
responsive Elemente (Tab. 3). Eines dieser Insulin-responsiven Elemente ist AP-1
(Aktivator Protein 1) mit der Consensussequenz TGA(G/C)TCA. An diese
Promotorsequenz bindet der AP-1-Transkriptionskomplex, der durch Vertreter der
Transkriptionsfaktorfamilien Fos (c-Fos, Fra-1 (fos-related antigen-1), Fra-2, FosB) und
Jun (c-Jun, JunB, JunD) gebildet wird (Angel und Karin 1991). Durch Insulin wird die AP-
1-Aktivitdt erhoht, was z.B. die Insulin-induzierte Genexpression des Malatenzyms

(Streeper et al. 1998) oder Collagenase-Gens erklart (Rutter et al. 1995; Chapman et al.
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1999). Die Aktivierung von AP-1 durch Insulin erfolgt Uber die MAP-Kinase-Kaskade,
indem z.B. die c-Fos- und c-Jun-mRNA-Expression induziert wird (O'Brien und Granner
1996). Die Insulin-induzierte Fra-1-mRNA-Expression erfolgt ebenfalls Uber Erk, ebenso
wie die Aktivierung des Fra-1-Proteins durch seine Phosphorylierung durch Erk (Hurd et
al. 2002).

Tab. 3: Insulin-responsive Elemente (IRE)

IRE Gene Consensussequenz Effekt
GAPDH IRE- GAPDH; Apo A-l CCCGCCTC Positiv
A-like Motiv

SRE c-Fos; B-Actin CC(A/T)6 GG Positiv
AP-1 Motiv Collagenase-1; Malatenzym TGA(G/C)TCA Positiv
Ets Motiv Prolactin; Somatostatin (C/A)GGA(A/T) Positiv
E-box Motiv Pyruvatkinase; Fettsduresynthase CANNTG Positiv
SREBP Motiv  Glucokinase ? ATCACCCCAC Positiv

TTF-2 Motiv Thyreoglobulin; Thyreoperoxidase C(T/A)A/G)A(A/G)(C/A)AAACA  Positiv

PCK-like PCK; IGF-BP1; TAT; G-6-Pase; T(G/A)TTT(T/G)(GI/T) Negativ
Motiv Apo CllI

Apo: Apolipoprotein; AP-1: Activator Protein 1; G-6-Pase: Glucose-6-Phosphatase; GAPDH:
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; IGF-BP1: insulin-like-growth-factor-Bindungsprotein
1; PCK: Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase; SREBP: Sterol-regulatorisches-Element-bindendes
Protein; SRE: Serum-responsives Element; TAT: Tyrosinaminotransferase; TTF-2: Thyroid-
Transkriptionsfaktor 2; ?: das SREBP-Element der Glucokinase ist noch nicht genau lokalisiert
(O'Brien et al. 2001)

1.3.3  Kontrolle der Genexpression durch Glucagon Uuber die Aktivierung der

Adenylatzyklase und der Phospholipase C

Glucagon ist ein Peptidhormon mit 29 Aminosauren und einer Molekiilmasse von 3485
Da. Es ist das proteolytische Spaltprodukt des Proglucagons, das aufder in den a-Zellen
der Langerhans’schen Inseln des Pankreas auch durch andere Gewebszellen exprimiert
werden kann (z.B. ZNS, intestinale Mucosa). Aus Proglucagon werden durch
gewebsspezifische proteolytische Prozessierung unterschiedliche Peptidhormone, u.a.
das Glucagon, gebildet. In den enteroendokrinen Zellen des Darms wird aus Proglucagon
z.B. durch die Prohormonconvertase 3 (PC 3) das GLP-1 und 2 (glucagon-like peptide 1
und 2) (Rouille et al. 1997 b). In den a-Zellen des Pankreas ist die Prohormonconvertase
2 fur die Glucagonentstehung aus Proglucagon verantwortlich (Rouille et al. 1994; Rouille
et al. 1997 a; Furuta et al. 2001). Glucagon spielt eine Schlisselrolle im

Kohlenhydratstoffwechsel und ist dabei der Hauptantagonist der Insulin-induzierten
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Vorgange. Die wichtigste physiologische Funktion von Glucagon ist die Induktion der
Gluconeogenese und Glycogenolyse der Leber (lkeda T et al. 1989), was zum Anstieg
der Glucosekonzentration fuhrt (Young et al. 1993; Hvidberg et al. 1994). Die
Glucagonwirkung wird Uber einen Glucagonrezeptor vermittelt, der aufgrund seiner
Struktur zur Gruppe der R7G- oder 7TMD-Rezeptoren gehért (Jelinek et al. 1993; Mayo et
al. 2003). Er ist Uber sieben Transmembrandomanen (TMD) in die Plasmamembran
integriert und weist einen N-terminalen, extrazellularen und C-terminalen, intrazellularen
Bereich sowie jeweils 4 intra- und extrazellulare Schleifen auf. Durch die Bindung von
Glucagon an den N-Terminus und die transmembranaren Domanen des GcgR (Unson et
al. 1996) wird eine Konformationsanderung ausgeldst, durch die intrazellular die
Aktivierung von G-Proteinen verursacht wird. An der Signaltransduktion des
Glucagonrezeptors sind zwei G-Proteine beteiligt: Ggsa, das zur Aktivierung der
Adenylatzyklase, cAMP Bildung und Proteinkinase-A-Aktivierung fuhrt und G, das die
Phospholipase C aktiviert, was zur Bildung von Inositol-1,4,5-triphosphat und

intrazellularer Calziumkonzentrationserhéhung fuhrt.

Fir die Kopplung des Gs-Proteins an die intrazellulare Region des GcgR scheinen
Sequenzen aus der zweiten und dritten intrazelluldren Schieife notwendig zu sein (Cypess
et al. 1999). Das Gs-Protein besteht in seiner inaktiven Form als Heterotrimer aus drei
Untereinheiten a, B und y. Die Gso-Untereinheit wird durch einen GDP-GTP-Austausch
und seine Abdissoziation von den B- und y-Untereinheiten aktiviert und stimuliert die
Adenylatzyklase (Coulter und Rodbell 1992; Post et al. 1992). Bei der
Adenylatcyklaseaktivierung wird GTP zu GDP und P; (anorganisches Phosphat)
hydrolysiert, wodurch die Gsa-Untereinheit wieder inaktiv wird und mit der Untereinheit-f3
und -y assoziiert. Die Aktivierung der Adenylatcyklase fluhrt zu einer Erhdhung des
intrazelluldaren cAMP-Spiegels (Gawler et al. 1987; Li et al. 1997). Zusatzlich kann durch
die Bindung von Glucagon an seinen Rezeptor Uber die Gag-Proteinaktivierung die
Phospholipase-C-Aktivitdt gesteigert werden, was zu einem Anstieg des intrazellularen
Ca?*-Spiegels filhrt (Wakelam et al. 1986; Pittner und Fain 1991; Jelinek et al. 1993) (Abb.
4).

Die intrazellulare Funktion von cAMP ist die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). PKA
ist ein tetrameres Enzym, das aus zwei regulatorischen R-Untereinheiten und zwei
katalytischen C-Untereinheiten, besteht. In Abwesenheit von cAMP werden die
Substratbindungsstellen der C-Untereinheiten durch die R-Untereinheiten blockiert. Durch
die Bindung von jeweils zwei cAMP-Molekilen an jede R-Untereinheit kommt es zu einer
Konformationsanderung und zur Abdissoziation der beiden C-Untereinheiten. Dadurch
werden die Substratbindungsstellen der PKA frei gemacht und stehen den katalytischen

Vorgangen zur Verfigung (Roesler et al. 1988). Die aktivierte PKA phosphoryliert
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spezifische Serylreste einer Reihe von Proteinen wie z.B. Glucogensynthetase,

hormonsensitive Lipase, Myosinkinase oder Cholesterinester-Hydrolase.

Erhohte intrazelluldre cAMP-Spiegel kdnnen ebenfalls die Transkription spezifischer Gene
beeinflussen. Die cAMP-abhangigen Gene enthalten in ihrer Promotorregion eines oder
mehrere cAMP-responsive Elemente (CRE) mit der Struktur 5-TGACGTCA-3" (Comb et
al. 1986; Montminy et al. 1986), die eine auffallende Ahnlichkeit zu der AP-1-Sequenz
besitzt (Borrelli et al. 1992). Die Aktivierung von Genen, die CRE als Enhancer-Element
enthalten, erfolgt nach Bindung der Transkriptionsfaktoren CREB (cAMP-responsive-
element-binding protein), CREM (cAMP-responsive-element-binding modulator) und /
oder ATF-1 (activating transcription factor 1). CREB ist ein dimeres Protein und gehort
zusammen mit CREM und ATF-1 zu Transkriptionsfaktoren mit einer Leuzin-Zipper-
Struktur, die fir die Dimerisierung verantwortlich ist (Landschulz et al. 1988). Die dimeren
Traskriptionsfaktoren werden durch die in den Kern translozierte PKA an Serin-Resten
phosphoryliert: CREB an Ser(133), CREM an Ser(117), und ATF-1 an Ser(63)
(Yamamoto et al. 1988; Gonzalez und Montminy 1989; de Groot et al. 1993). Der
aktivierte Transkriptionsfaktor kann mit den Coaktivatoren CBP (CREB-binding protein)
und p300 dem Transkriptionsfaktor TF Il D (Ferreri et al. 1994) sowie der RNA-
Polymerase Il (Kee et al. 1996; Kim TK et al. 1998; Nakajima et al. 1997 a; Nakajima et al.
1997 b) assoziieren und die Transkription des jeweiligen Gens stimulieren (Abb. 4).
Beispiele fir CRE-Elemente enthaltende Gene sind Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase,
Proenkephalin, Somatostatin und das vasoaktive intestinale Polypeptid (VIP) (Roesler et
al. 1988).

In der Gruppe der CRE-bindenden Faktoren gibt es neben den Aktivatoren der
Genexpression auch Repressoren. Beispiele flir Aktivatoren sind CREB, CREMt und
ATF-1 (activating transcription factor 1) (Meyer und Habener 1993). Durch alternatives
RNA-Splicing entstehen aus dem Transkriptionsprodukt des fir CREM codierenden Gens
Repressoren, wie die CREM-Isoformen CREMa, -B und -y, sowie die ICER’s (inducible
cAMP early repressor) (Laoide et al. 1993; Molina et al. 1993). Daneben gehdéren auch
E4BP4 (Cowell et al. 1992) sowie CREB-2 (Karpinski et al. 1992) zu den CRE-bindenden

Faktoren, die eine negative Wirkung auf die Expression der jeweiligen Gene haben.

Ein zweiter Effekt, der Uber den Glucagonrezeptor vermittelt wird, ist die Erhéhung der
intrazellularen  Calziumkonzentration. Es konnte gezeigt werden, dass die
Calziumkonzentrationserhéhung durch Glucagon (iber eine Induktion des Ca®*-Einstroms
und Freisetzung von Ca?" aus intrazelluldren Ca?*-Speichern vermittelt wird (Mine et al.
1988; Benedetti et al. 1989; Bygrave et al. 1993). Das Inositol-(1,4,5)-triphosphat (IP3) ist
der intrazelluldare Ubertragerstoff, der fur die Erhohung der Calciumkonzentration

verantwortlich ist. Die Bildung von IP3 aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
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(PIP(4,5)2) wird durch die aktivierte Phospholipase C vermittelt (Wakelam et al. 1986;
Pittner und Fain 1991; Jelinek et al. 1993; Hansen et al. 1998).

NH,’
— N-Terminus extrazellular

| Pi(4,5)P2 l
Membran
) /\ | P |

LC I

Y |

AC k—'{EJ — Gq —r * intrazellular
(2 + = ()

GDP GTP coo

ATP C-Terminus

I
I
I
v
[Ca2+]

cAMP +PP,

Phosphorylierung CREB

Proteinkinase A —mmm —_—
CREM RNA-

ATF-1 CBP/p300
Phosphorylierung el |
Phosphorylasekinase b,
Glucogensynthetase u.a. CRE (5'-TGACGTCA-3)
Abb. 4: Modell der Signalweiterleitung uUber den Glucagonrezeptor. Erlauterung siehe

Text. AC: Adenylatzyklase; ATF-1: activating transcription factor 1; ATP: Adenosintriphosphat;
CBP: CREB-binding protein; CRE: cAMP-responsives Element, CREB: cAMP-responsive-element-
binding protein, CREM: cAMP-responsive-element-binding modulator; Gas, -B, -y: G-Proteine;
GDP: Guanosindiphosphat; GTP: Guanosintriphosphat; Ins(1,4,5)P3: Inositol-1,4,5-triphosphat;
PLC: Phospholipase C; PI(4,5)P2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; TF Il D:
Transkriptionsfaktor Il D

1.4 Aufgabenstellung

Da Insulin die PAI-1-Genexpression in primar kultivierten humanen Hepatozyten, der
humanen Hepatomzellreihe HepG2 und arteriellen Endothelzellen induzierte, sollte
Uberprift werden, ob Insulin diese Wirkung auch in primaren Rattenhepatozyten entfaltet
und ob dabei der PI3K/PKB-Signalweg von Bedeutung ist. Weiterhin sollte versucht
werden, mittels Transfektion von Ratten-PAl-1-Promotor-Luc-Genkonstrukten, maégliche

Insulin-responsive Genelemente zu identifizieren.

Da Glucagon der klassische Insulinantagonist ist, sollte untersucht werden, ob Glucagon
die Insulin-vermittelte PAI-1-Genexpression in primaren Rattenhepatozyten supprimiert.
Des Weiteren sollten ebenfalls mittels Transfektion von Ratten-PAl-1-Promotor-Luc-

Genkonstrukten mdgliche Glucagon-responsive Genelemente identifiziert werden.
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2. MATERIAL

21 Tiere und Tierhaltung

Die Experimente wurden mit Hepatozyten aus mannlichen Wistar-Ratten (180-280 g) der
Firma Winkelmann (Borchen/Westfalen) durchgefuhrt. Die Tiere wurden frihestens 6 d
nach Transport flr die Praparation von Hepatozyten verwendet. Solange wurden sie im
12h-Hell-Dunkel-Rhythmus (19 h - 7 h Dunkelphase) mit freiem Zugang zum Futter
(Rattendiat “ssniff*, Fa. Spezialitdten GmbH, Soest/ Westfalen) bei einer Raumtemperatur
von 19-23°C und einer relativen Luftfeuchte von ca. 50% gehalten. Bei einer
Futteraufnahme von 12-15 g und einem Wasserverbrauch von 12-25ml pro Tag ergab
sich eine wochentliche Gewichtszunahme von 30-40 g. Die Praparation der Hepatozyten
erfolgte in den ersten 3 h der Hellphase. Die Tiere wurden durch intraperitoneale Injektion

von Nembutal der Firma Sigma (Miinchen) (80 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert.

2.2 Bakterien, Vektoren und Plasmidkonstrukte

2.21 Bakterien

Zur Transformation und Anreicherung der Plasmide wurde der E. coli K 12
Sicherheitsstamm DH5a oder der E. coli Stamm XL 1-blue der Firma Stratagene

verwendent.
2.2.2 Vektoren

PGL3-Basic-Vektor

Zur Herstellung der Plasmide pGL3PAI-766, pGL3PAI-766M1 und pGL3PAI-766M2
wurde der Vektor pGL3-basic (4.818 kb) der Firma Promega, in dessen Polylinker die
entsprechende Region des Promotors oder der Mutanten des Ratten-Plasminogen-
Activator-Inhibitor 1 (PAI-1) einkloniert wurde, verwendet. Die Polylinkerregion zeichnet
sich durch die Aneinanderreihung singuldrer Restriktionsschnittstellen aus, die der
Einklonierung von DNA-Fragmenten dienen. Der Polylinker wird von Sequenzen flankiert,
an die die Primer GL-Primer-2 und reverser Primer, die zur DNA-Sequenzierung der
einklonierten DNA-Fragmente notwendig sind, binden. Der Vektor enthalt das Luciferase-
Gen (luc +) als Reportergen zum Nachweis der Genexpression und zwei
Polyadenylierungssignale. Zusatzlich tragt der Vektor pGL3-basic ein Ampicillin-
Resistenzgen und zwei Replikationsurspriinge ori/f1 ori, letzteres fiir die Produktion von
single-stranded DNA (ssDNA) (Abb. 5).
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“« = Poly(A) Signal
Amp’
Kpn |
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Nhe |
) Sma |
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(4818bp)
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Abb. 5: Aufbau des pGL3-basic-Vektors. Dem Polylinker (41 bp) folgt das Luciferase-Gen
(luc +, 1649 bp) und ein Poly-A-Signal (221 bp). Ein weiteres Poly-A-Signal (153 bp) befindet sich
vor dem Polylinker. Weiterhin sind ein Ampicillinresistenz-Gen (pB-Lactamase; Amp’; 857 bp) und
zwei Replikationsurspriinge ori und f1 ori (454 bp) enthalten. Luc + wird in Uhrzeiger-, Amp” gegen
die Uhrzeigerrichtung abgelesen.

Ssp | 445
Ssp 12850 SSP122

Xmn | 2645 Nae | 333

Sca | 2526
Pvu 1 503

Pvu 12416 Pvu Il 532

Kpn 1657 17 4

Bluescript® SK +/-
2.96 kb

Sac | 759

T34

Pvu Il 977

AN 1153

Abb. 6: Aufbau des Bluescript-Vektors (pSK). Der Vektor besitzt die Replikationsstelle
ColE1 ori, das Ampicillin-Resistenzgen fir die Selektion transformierter Bakterien in Ampicillin-
haltigen Medien. Das LacZ-Gen exprimiert p-Galactosidase und ermoglicht ein blau/weil3-
Screening rekombinanter Bakterien. In dieses Gen ist eine multiple Klonierungsstelle integriert, die
von den T3- und T7-Promotoren fir die in-vitro-Transkription und von den Sequenzen fiir den
universalen und reversen Primer flankiert wird.
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pSK-Vektor

Zur in-vitro-Synthese von RNA wurde der Plasmidvektor Bluescript (pBS-SK) der Firma
Stratagene (Heidelberg) eingesetzt.

Der Vektor stammt vom pUC19-Vektor ab und besteht aus 2958 bp. Er ist ein
Transkriptionsvektor, der T3- und T7-RNA-Polymerase-Promotoren, eine multiple
Klonierungsstelle (Polylinker), die viele singulare Restriktionsstellen zur Einklonierung von
DNA enthalt, und Primer-Sequenzen (universaler und reverser Primer) besitzt, die fur die

DNA-Sequenzierung notwendig sind (Abb. 6)

2.2.3 Plasmidkonstrukte

pSK-PAIS3 rat

Zur Herstellung der Digoxigenin-markierten Antisense-PAl-1-RNA-Sonde wurde das pSK-
PAI53-rat-Plasmid verwendet. Das Plasmid wurde aus dem Vektor Bluescript (pBS-SK)
der Firma Stratagene (Heidelberg) hergestellt, in dessen Polylinker die entsprechenden
PAI-1-cDNA einkloniert wurden. Das pSK-PAI53-rat-Plasmid lag im Institut bereits vor.

pGL-3-Konstrukte: pGL3PAI-766, pGL3PAI-766M1, pGL3PAI-766M2

Die Plasmide pGL3PAI-766, pGL3PAI-766M1 und pGL3PAI-766M2 wurden aus dem
Vektor pGL3-Basic (4818bp) der Firma Promega hergestellt, in dessen Polylinker die
entsprechenden Promotorelemente einkloniert wurden. Die Promotorelemente wurden in
die Polylinkerregion einkloniert, nachdem der pGL3-Vektor mit Bg/ /I und Sac I verdaut
und mit Phosphatase behandelt wurde, um eine Religation der offenen Enden zu
verhindern. Die doppelstrangigen, phosphorylierten Promotorelemente, welche im 5" und
3" Bereich komplementare Enden zu der Bg/ /I-, bzw. im 5° Bereich zur Sac /- und im 3’
Bereich zur Bgl II-Schnittstelle besalien, sowie der geschnittene, dephosphorylierte
Vektor wurden mit Hilfe von T4-Ligase ligiert. Die pGL3-Konstrukte lagen im Institut

bereits vor und sind in Abb. 7 dargestellt.
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Abb. 7: Luciferase-Gen-Konstrukte mit Bereichen des Ratten-PAIl-1-Promotors. (A) Die
Promotorelemente im 5’-regulatorischen Bereich des Ratten-PAI-1-Promotors [A-G]. Im "C"-
Bereich die zwei potentiellen HIF-1-responsiven Elemente (HRE) mit Angabe der Sequenz und der
HIF-1-Consensus-Sequenz BACGTSSK (unterstrichen) (B=G/C/T; S=C/G; K=G/T). (B) Die Ratten-
PAI-1-Promotorregionen wurden in den pGL3-basic-Vektor vor das Luciferase-Gen kloniert. Die
Sequenzen, die das HRE-1 und -2 umfassen, sind unterhalb der offenen Klammer angegeben, der
mutierte Strang darunter. Die Kleinbuchstaben weisen auf die mutierten Basen hin. Sterne zeigen
die Mutation an.

2.3 Digoxigenin-markierte RNA-Sonden

Digoxigenin-markierte  Antisense-p-Actin-(ACT)-RNA-Sonde wurde mittels in-vitro-
Transkription aus pBS-ACT durch die T3-RNA-Polymerase hergestellt. Transkribiert
wurde ein 550 bp grolRes Fragment, mit der Position 69 - 618 (Embl. HSA 1007). Durch
den Einbau von Digoxigenin-markierten Uridinomonophosphaten (DIG-UMP) wurde das
Transkript markiert und konnte so flir Hybridisierungen eingesetzt werden. Im Northern
Blot konnte eine fir ACT spezifische Bande mit einer Grofie von 1,8 kb nachgewiesen

werden.

Digoxigenin-markierte Antisense-PCK-RNA als Hybridisierungssonde lag ebenfalls im
Labor bereits vor. Die Digoxigenin-markierte Antisense-PAl-1-RNA-Sonde, die verwendet

wurde, ist in 3.2.5 beschrieben.
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24 Antikorper

Zum Nachweis des Ratten-Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1-Proteins wurde ein
Affinitdtschromatographie-gereinigter polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen, der gegen
das PAI-1-Protein der Ratte und anderer Spezies und gegen PAI-1/PA-Komplexe

gerichtet ist, eingesetzt (American Diagnostics, Heidelberg, Deutschland).

Zum Nachweis der Primarantikdrper wurde Anti-Kaninchen-lgG-HRP (Horseradish-

Peroxidase) aus Ziege benutzt (Santa Cruz, Kalifornien).

2.5 Enzyme

Restriktionsendonukleasen:

Alle Restriktionsendonukleasen waren von Boehringer/ Mannheim.

Enzym Erkennungssequenz Puffer
BamH | GM"GATCC B
Bgl Il ANGATCT M
Cla | ATACGAT H
EcoR | GMAATTC H
Hind 11l AMAGCTT B
Nhe | G"CTAGC M
Not | GCrGGCCGC H
Pst | CTGCA"G H
Sma | CCC GGG A
Sac | GAGCT”C A
Sty | CAC(A, TY(A, T)GG H
Xba | TACTAGA H
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Inkubationspuffer

A B H M
Tris-Acetat 33 mM - - -
Tris-HCI - 10 mM 50 mM 10 mM
Mg-Acetat 10 mM - - -
Na-Acetat 66 mM - - -
MgCl, - 5mM 10 mM 10 mM
NaCl - 100 mM 100 mM 100 mM
DTE - - 1mM 1 mM
DTT 0,5 mM - - -
Mercaptoethanol - 1 mM - -
pH-Wert bei 37 °C 7,9 8,0 7,5 7,5

Restriktionsendonukleasen spalten nur unter bestimmten Pufferbedingungen. Fir den
Verdau wurden die vom Hersteller jeweils empfohlenen Puffer eingesetzt, bei denen das

Enzym seine volle Aktivitat besitzt.

DNA/RNA-modifizierende Enzyme:

T3-, T7-DNA-abhangige-RNA-Polymerase

Die Bakteriophagen T3-DNA-abhangige-RNA-Polymerase bendtigt als Matrize ein
doppelstrangiges DNA-Molekl. Der Vektor Bluescript besitzt Promotoren fir die T3- und
T7-DNA-abhangigen-RNA-Polymerasen. So kann ausgehend von diesen Promotoren
durch diese Enzyme in vitro einzelstrangige RNA in 5°-3"-Richtung synthetisiert werden.
Die Transkriptsequenz ist komplementar zu einer der DNA-Sequenzen des DNA-
Doppelstranges. Je nach Orientierung des einklonierten DNA-Fragmentes kann so
zwischen dem T3- und T7-Promotor gewahlt werden, um die erwinschte mRNA-Sequenz
zu gewinnen. Die Polymerasen sind Mg**-abhdngig und benétigen die vier
Ribonukleosidtriphosphate ATP, CTP, GTP und UTP zur Synthese. Das Produkt tragt auf
der 5°-Seite drei Phosphorylgruppen und endet mit einer 3'-OH-Gruppe am 3’-Ende
(Sambrook et al. 1989).
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Sonstige Enzyme:

Collagenase

Die Collagenase wird bei der Praparation von Rattenlebereinzelzellen verwendet. Sie ist
eine Protease und |6st Collagen im Bindegewebe der Leber auf. Proteasen sind nicht
spezifisch fur bestimmte Substrate (bestimmte Proteine), sondern fir bestimmte

Strukturmerkmale der Peptidketten.

Lysozym

Lysozym ist ein bakterizides Enzym, das die glykosidische Bindung des Mureins in der

Bakterienzellwand spaltet. Es ist eine Muramidase.

RNase A

In einzelstrangiger RNA schneidet die aus Rinderpankreas isolierte RNase A die
Phosphodiesterasebindung von Pyrimidinnukleosiden auf deren 3°-Seite. Dabei entstehen
Nukleosid-5"-Monophosphate. RNase A besitzt ein MW von 13,7 kDa und ein pH-
Optimum bei 7,0-7,5 (Sambrook et al. 1989; Produktinformation). Sie wird bei der
Isolierung von DNA verwendet. Da die RNase A hitzestabil ist, kann sie vor Gebrauch zur

Inaktivierung eventuell vorhandener Dnasen 10 min bei 100 °C gekocht werden.

2.6 Hemmstoffe

H-7 (1-(5-Isoquinolinesulfonyl)-2-methyl-piperazine-2HCI), Biomol Research Laboratories,
USA

H7 ist ein unspezifischer Hemmstoff der die PKA (Proteinkinase A) (Ki = 3.0uM), PKG,
MLCK (Myosin-leichte Kette-Kinase) und PKC (Proteinkinase C) hemmt. Der Hemmstoff

ist zellwandpermeabel (Hidaka et al. 1984, Produktinformation).

Rp-cAMPS (Rp-Adenosine-3’,5’-cyclic mono-Phosphorothioate triethylamine salt), Biomol

Research Laboratories, USA

Rp-cAMPS ist ein spezifischer competitiver Inhibitor der cAMP-abhangigen Aktivierung
von Proteinkinasen durch cAMP. (Botelho et al. 1988, Produktinformation). Der
Hemmstoff ist zellwandpermeabel und wird durch Phosphodiesterasen nicht dektiviert

(Braumann et al. 1986, Produktinformation).
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Wortmannin, Biomol Research Laboratories, USA

Wortmannin ist ein selektiver Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-Kinase (Ui et al. 1995,
Produktinformation) und ist zellwandpermeabel. Die Hemmung wird durch eine kovalente
Bindung an die PIP; (Wymann et al. 1996, Produktinformation) vermittelt. Andere
Kinasen, wie zum Beispiel die Pl-4-Kinase, werden erst dann gehemmt, wenn
Wortmannin in einer 100-fach héheren Konzentration, als fir die Hemmung der PIP;
bendtigt, eingesetzt wird. In isolierten Rattenadipozyten werden die durch Insulin
vermittelten metabolischen Effekte ohne die Beeinflussung der Insulin-Rezeptor-
Thyrosinkinaseaktivitat nur auf der Ebene der PIP;, gehemmt (Okada et al. 1993,

Produktinformation).

2.7 Nachweis-, Reinigungs- und Synthesesysteme ("Kits")

DIG-Nucleic-Acid Detection Kit, Boehringer/ Mannheim
Luciferase Assay Kit, Berthold/ Pforzheim
ECL-Kit, Amersham/ Braunschweig

JETstar, Plasmid Purification System, Genomed/ Bad Oeynhausen

2.8 Stammlésungen

Die Stamml6sungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit sterilem H,O angesetzt
und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Alle Losungen fur RNA-Versuche wurden mit
DEPC-H,0 angesetzt.

APS

Endkonzentration
APS 100 mg/ml 10%
APS wurde immer frisch angesetzt.

Blocking-Reagenz 10%

50 mg Blocking-Reagenz (keine weiteren Herstellerangaben) wurde unter Erhitzen in 500

ml 1x Maleinsaure-Puffer geldst. Die Lésung wurde autoklaviert und bei 4°C aufbewabhrt.
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Natriumacetat 2M pH 4,1

Endkonzentration
3 M NaAc 2 Teile 2M
Essigsaure (konz.) 1 Teil

Der pH-Wert wurde mit konzentrierter Essigsaure auf 4,1 eingestellt. Die Loésung wurde

autoklaviert.

Natriumacetat 3 M pH 5,2

Endkonzentration
NaAc 24,619 300 mM
H,O ad 100 ml

Der pH-Wert wurde mit konzentrierter Essigsaure auf pH 5,2 eingestellt. Man muss hier
bertcksichtigen, dass flir die pH-Wert-Einstellung ein sehr grolRes Volumen an

Essigsaure bendtigt wird. Die Losung wurde autoklaviert.

PBS 10x
Endkonzentration
NaCl 81,82 g/l 1,4 M
KCI 2,02 g/l 27 mM
Na,HPO, 16,02 g/l 90 mM
KH,PO,4 2,04 g/l 15 mM

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt. Die Lésung wurde mit DEPC-H,O angesetzt und

autoklaviert.
SDS

Endkonzentration
SDS 10 g/100 ml 10%

Falls das SDS ausfallt, muss es erwarmt werden, bis es wieder geldst ist.

SSC 20x

Endkonzentration
NaCl 175,32 g/l 3M
Natrium-Citrat 88,25 g/l 0,3M

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,0 eingestellt. Die Losung wurde autoklaviert.
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Tris/HCI 1 M
Endkonzentration
Tris 12,11 g/l 1M

Die Lésung wurde fir verschiedene Stammldsungen mit HCI auf folgende pH-Werte

eingestellt: pH 7,5; 8,0; 9,0. Die Losungen wurden autoklaviert.

Tris/HCI1 0,1 M

Endkonzentration
Tris 1,211 g/l 0,1M

Die Losung wurde fiir verschiedene Stammlosungen mit HCl auf folgende pH-Werte
eingestellt: pH 7,5; 8,0; 9,0. Die Losungen wurden autoklaviert.
29 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in p.a. Qualitat bezogen.

Biometra/ Goéttingen:

MOPS

Boehringer/ Mannheim:

Anti-DIG-AP-AK, Blocking-Reagenz, Collagenase, CSPD, DIG-RNA-Labeling-Mix, RNase
A, T3-Polymerase

Fluka Chemie/ Buchs, Schweiz:

Glycerol, Guanidiniumthiocyanat

Gibco-BRL, Life Technologies/ Eggenstein:

Agarose, Medium M199

Kodak/ Rochester, USA:

Entwickler- und Fixiererldsung
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MBI Fermentas/ St. Leon-Rot:

DNA-Standards

Merck/ Darmstadt:

Alle Ublichen Laborchemikalien, Formamid, H,O,

Messer-Griesheim/ Dusseldorf:

Stickstoff-, Kohlendioxid-, Sauerstoffgemische

Pharmacia Biotech/ Freiburg:

LMW-Proteinstandard

Promega/ Mannheim:

Luciferase Zell Lysis Reagenz (Lysis-Puffer)

Roth/ Karlsruhe:

Hepes, Phenol (in Tris-Puffer pH 7,0-7,5)

Serval/ Heidelberg:

Acrylamid, Ampicillin, Ammoniumpersulfat, Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie-
Blue, B-Mercaptoethanol, Paraformaldehyd, Ponceau S, Penicillin, Rinderserumalbumin,
SDS, TEMED, Tween 20

Sigma/ Munchen:

cAMP, Dexamethason, Ethidiumbromid, Formamid, Glucagon, Insulin, N-Lauroylsarcosin,

Maleinsaure, Tris

2.10 Sonstige Materialien

3 MM-Whatmanpapier, verstarkte Nitrocellulose, Schleicher und Schill/ Melsungen
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Hyperfilm MP und N Nylonmembran, Amersham/ Braunschweig

Kulturschalen, Reaktionsgefalie, Pipettenspitzen, Polystyrolréhrchen, Greiner/ Nurtingen

Sterilfilter Nalgene 0,2 um, Sartorius GmbH/ Géttingen

Brauntlen 2G14, Braun/ Melsungen

Dialyseschlauch VISKING, Typ 8/32, Roth/ Karlsruhe

2.1 Gerate

Automatische Pipettenhilfe, Typ Varipette 4710, Eppendorf/ Hamburg

Automatische Pipettenhilfen, Typ Pipetman P 20, P 200, P 1000, Abimed Analysen-
Technik GmbH/ Langenfeld

Begasungsbrutschrank "Cytoperm 8080" und "B 5060 EK/O,", Gasmonitor, Heraeus/

Hanau

Eismaschine, Inco-Ziegra/ Isernhagen

Eppendorf-Tischzentrifugen, Typ 5414 und 5415 C, Eppendorf-Netheler GmbH/ Hamburg

Eppendorfthermostat, Typ 5320, Eppendorf - Netheler GmbH/ Hamburg

Flachbettelektrophoresegelkammern, Eigenbau der Institutswerkstatt

Geltrockner, Schiitt Labortechnik/ Géttingen

Hybridisierungsschrank OV 3 und -Gefale, Biometra/ Gottingen
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Magnetruhrer mit Heizung, Typ RCT B, lka Labortechnik/ Staufen

Mikrowellengerat, Typ KOR-6105, Daewoo Electronics Deutschland GmbH/ Butzbach

Millipore-Anlage, "Milli-Q", Millipore/ Neuisenburg

pH Meter, pH 535 Multi Cal, Schiitt Labortechnik/ Géttingen

Roéntgenfilmkassetten, Intras/ Goéttingen

Schuttelinkubator, Modell 3-25, New Brunswick Scientific Co., Inc./ Edison, New Jersey
08818, USA

Sicherheitswerkbank, Typ MRF 06.12 - GS, Prettl Laminarflow und Prozesstechnik
GmbH/ Bempflingen

Sigma-Tischzentrifuge 3 E-1, Sigma Laborzentrifugen GmbH/ Osterode/ Harz

Sorvall-Hochgeschwindigkeitskihlzentrifuge, RC 5 und RC 5 B, Du Pont Instruments/ Bad

Nauheim

Spannungsgerat, Typ EPS 500/400, Pharmacia LKB GmbH/ Freiburg

Steril-Arbeitsbank, Typ Lamin Air, TL 2472, Heraeus/ Hanau

Sterilpumpe, DBP Nr. P24333991, Schleicher und Schiill/ Dassel

Thermocycler, Bio-Med/ Theres

UV-Stratalinker, Modell 1800, Stratagene/ Heidelberg
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Vakuum-Blot-Kammer, Biometra/ Géttingen

Wippe, Eigenbau der Institutswerkstatt
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3. METHODEN

31 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung der Rattenhepatozyten

Die Isolierung der Hepatozyten erfolgte unter aseptischen Bedingungen durch

Collagenase-Perfusion der Leber (modifiziert nach Berry und Friend 1969).

Perfusion der Leber

1. Nicht-rezirkulierende in-situ-Pra-Perfusion der Leber: Nach Offnen der Bauchhdhle
wurde die Leber Uber eine in die Vena portae eingefuhrte Kunststoffkanule mit 150-200 ml
Pra-Perfusionsmedium mit einer Flussrate von 30 ml/min blutfrei gespullt. Der Aufschluss
erfolgte Uber eine unterhalb der Einmindung der Nierenvenen in die Vena cava inferior

eingeflihrte Kanlle.

2. Rezirkulierende Perfusion: Die anschlieRende Perfusion mit einer Flussrate von 30
ml/min und einer Dauer von 7-11 min mit Collagenase-Perfusionsmedium flhrte zur
Auflésung des Zellverbandes. Uber die in die Vena cava inferior eingefiihrte Kanile wurde
das Medium mit einem Schlauch zurick in ein Sammelgefal geleitet. Der
Perfusionskreislauf wurde durch Ligatur der Vena cava inferior vor der Einmindung ins
Herz geschlossen. Sowohl Pra-Perfusions- als auch Perfusionsmedium wurden vom
Sammelgefal Gber einen Oxygenator gepumpt, von wo aus sie mit einem Druck von 10-

15 cm Wassersaule in die Vena portae strémten.

Herstellung der Hepatozytensuspension

Nach Beendigung der Perfusion wurde die Leber aus dem Tier herausprapariert und in
eine mit Waschmedium gefilllite Glasschale Uberfihrt. Die Leberkapsel wurde vorsichtig
mit zwei Pinzetten zerrissen und die Zellen unter leichtem Schwenken aus dem
Leberlappen herausgesplilt. AnschlieRend wurden Bindegewebs- und Kapselbestandteile
entfernt sowie grélere Zellaggregate durch Filtration der primaren Suspension durch ein
Nylonnetz (Porengrofte 79 um) abgetrennt. Die Trennung der Hepatozyten von Nicht-
Parenchymzellen und Zelltrimmern erfolgte durch mehrfache selektive Sedimentation der
Zellen (20 g, 2 min) und Verwerfen des Uberstandes. Nach dem letzten Waschvorgang
wurden die Hepatozyten in M 199 aufgenommen. Pro 1 g Feuchtgewicht der
sedimentierten Zellen wurden 50 ml M 199 zugegeben; die Suspension hatte eine

Zelldichte von etwa 10%2,5 ml.
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Medien und Losungen fur die Hepatozytenpraparation und -kultur

Alle Medien und Ldsungen fur die Zellkultur wurden in entmineralisiertem Wasser, das

nochmals durch Quarzdestillation gereinigt war, angesetzt, in autoklavierte Glasgefalie

sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt.

Krebs-Ringer-Stammloésung :

NaCl 7 g/l

KCI 0,36 g/l
MgSQO,4 x 7 H,O 0,296 g/l
KH,PO, 0,163 g/l
NaHCO; 2,016 g/l

Endkonzentration
120 mM
4,8 mM
1,2 mM
1,2 mM

24,4 mM

Die Lésung wurde mit Carbogen aquilibriert und auf pH 7,35 eingestellt.

Praperfusionslosung :

EGTA 0,149/l
geldst in Krebs-Ringer-Stammldsung.

Collagenase-Perfusionsmedium:

HEPES 3,356 g/l
CaCl; x 2 H,O 0,588 g/l
Collagenase 0,54l

geldst in Krebs-Ringer-Stammldsung.

Endkonzentration

0,25 mM

Endkonzentration
15 mM

4 mM

Fur jede Hepatozytenpraparation wurde die Collagenase kurze Zeit vorher im

Perfusionsmedium gelést, fir 30 min mit Carbogen A&quilibriert und anschliellend

sterilfiltriert.
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Waschmedium:

Endkonzentration
HEPES/NaOH pH 7,4 4,766 g/l 20 mM
NaCl 7 g/l 120 mM
KCI 0,36 g/l 4,8 mM
MgSQO, x 7 H,O 0,296 g/l 1,2 mM
KH,PO, 0,163 g/l 1,2 mM
Rinderserumalbumin 4 g/l 0,4%

Medium 199:
Endkonzentration

Pulvermedium M 199 mit 9,77 g/l

Earle’s Salzen ohne NaHCO;

Glucose x H,O 1,1 g/l 55 mM
HEPES 3,6 g/l 15 mM
NaHCO; 1,5 g/l 18 mM
Rinderserumalbumin 4 g/l 0,4%

Lésung A wurde durch Lésen von NaHCO; in 550 ml H,O hergestellt und mit Carbogen
fir mehrere Stunden begast. Der pH wurde auf 7,35 eingestellt. Lésung B wurde aus
Pulvermedium, Rinderserumalbumin und HEPES hergestellt und der pH auf 7,35
eingestellt. Anschliefend wurden die Lésungen A und B zusammengegossen und
nochmals mit Carbogen begast, bis ein pH-Wert von 7,35 erreicht war. Nachfolgend

wurde das Medium sterilfiltriert.
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3.1.2  Primarkultur von Rattenhepatozyten

Die Hepatozytensuspension wurde direkt nach der Herstellung mit fetalem Kalberserum
(4 ml/100 ml Suspension) - zur besseren Anheftung an den Boden der Polystyrolschalen -
, der Antibiotika-Stammlésung (1 ml/100 ml Suspension), 107 M Dexamethason und 10~
M Insulin als permissiven Wachstumsfaktor versetzt. Die Kultivierung der Hepatozyten

erfolgte unter verschiedenen Bedingungen entsprechend der nachfolgenden Verwendung

der Zellen:

Art der Verwendung Zellzahl / Volumen der & der Kulturschale
ausplatierten Suspension

Transfektion 1x10%1,5 ml 60 mm

Protein-Gewinnung 4x10%3 mi 60 mm

RNA-Isolierung 3x10%/9 ml 100 mm

Nach der Anheftungsphase von 4 h (bei transfizierten Zellen 5 h) wurde ein
Mediumwechsel durchgefuhrt. Die Hepatozyten wurden dann im Medium 199 mit den
oben angegebenen Hormon- und Antibiotikakonzentrationen aber ohne fetales
Kalberserum weiterkultiviert. Es wurden 2,5 ml Medium pro 60 mm Kulturschale und 6 mi
pro 100 mm Kulturschale zugegeben. Alle 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.
Die Inkubation der Hepatozyten erfolgte in Begasungsbrutschranken bei einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 8% O, (v/v) oder 16% O, (v/v), 5% CO, und
entsprechend 87% (v/v) oder 79% N, bei 37°C.

Hormon- und Antibiotika-Stammldsungen

Alle Lésungen wurden sterilfiltriert und bei -20°C aufbewabhrt.

Antibiotika
Penicillin G, Natrium-Salz 0,64 g/100 ml
Streptomycinsulfat 1,17 g/100 ml

in 0,9% NaCl-Losung.

Dexamethason (100uM)

Dexamethason 3,92 g/100 ml
in 0,9% NaCl-Lésung.

Dexamethason wurde zunachst in 0,3 ml Ethanol geldst und dann mit 0,9% NaCl-Losung

auf 100 ml aufgefllt.
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Glucagon (10 yM)

Glucagon 3,6 mg/100 ml
Rinderserumalbumin 100 mg/100 ml

in 0,9% NaCl-Lésung.

Glucagon wurde bei pH 10 geldst, anschliefiend neutralisiert und mit Rinderserumalbumin

versetzt, um die Anheftung von Glucagon an die Wand des Glasgefales zu verhindern.

Insulin (10 uM)

Insulin 6 mg/100 ml
Rinderserumalbumin 100 mg/100 ml

in 0,9% NaCl-Lésung.

Insulin wurde bei pH 2,5 geldst, neutralisiert und mit Rinderserumalbumin versetzt.
3.1.3  Ernte, Proteingewinnung und Zellaufschluss von primar kultivierten Hepatozyten

Am Ende eines Versuchs wurden die Zellen auf den Kulturschalen aus dem Brutschrank
genommen, sofort zweimal mit kaltem 0,9% NaCl gewaschen und bei -20°C fur héchstens

12 h eingefroren. Innerhalb der nachsten 2 h erfolgte die RNA-Isolierung.

Von den Kulturschalen mit Zellen zur Proteingewinnung wurde nach der Inkubationszeit 1

ml Medium entnommen und in Eppendorf-Cups Uberflhrt.

Transfizierte Zellen wurden nach 15 min Schwenken in 300 pl 1 x Lysis Puffer
abgeschabt, in Eppendorf-Cups utberflhrt und auf Eis gestellt. Nach 15 s vortexen wurde
das Zell-Lysat durch einmaliges Einfrieren in flissigem Stickstoff und Wiederauftauen bei
37°C weiter aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden 2 min mit einer Tischzentrifuge
(15.800 g, 14.000 rpm) sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Cup
transferiert und konnte so bei -70°C aufbewahrt werden. Ferner wurde er in

Biolumineszenzmessungen eingesetzt.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Herstellung kompetenter Zellen fiir die Elektro-Transformation

Eine TET-Platte (Endkonzentration 60 ug/ml LB) wurde mit E. coli XL 1 Bakterien aus
einer Glycerolkultur beimpft und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. 50 ml LB-Medium mit TET
(60 pg/ul) wurden mit einer Einzelkolonie, die aus dem Osenausstrich der Glycerolkultur
gewachsen ist, angeimpft und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden in 4
Erlenmeyerkolben 250 ml LB-Medium mit je 5 ml der Kultur beimpft und 3-4 h bei 37°
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weiterinkubiert bis eine ODgy von 0,5-0,8 erreicht war. Alle 4 Suspensionen wurden
danach 15 min bei (4.800 rpm GSA-Rotor) bei 4°C zentrifugiert. Pellets wurden in je 250
ml 10% Glycerin in Millipore Q geldst und erneut 15 min bei (4.800 rpm GSA-Rotor) bei
4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurden je 2 Pellets zusammen in 250 ml 10% Glycerin in
Millipore Q resuspendiert und 12 min bei 4.080 g (5.000 rpm GSA-Rotor) bei 4°C
zentrifugiert. Beide Pellets wurden dann in 50 ml 10% Glycerin in Millipore Q gelést und
erneut 15 min bei 4.080 g (5.000 rpm GSA-Rotor) bei 4°C zentrifugiert. Abschlielend
wurde das Pellet in 2 ml 10% Glycerin in Millipore Q resuspendiert, in 70 pl Aliquots in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C bis zum Gebrauch gelagert. Die
Kompetenz der Bakterien wurde durch die Transformation (s.u.) mit einem Plasmid, das
ein Ampicillin-Resistenzgen enthalt, Gberprift. Dazu wurde der Transformationsansatz auf
einem ampicillinhaltigen Agarboden ausplattiert, Gber Nacht bei 37°C inkubiert und am

nachsten Tag die Zahl der Kolonien bestimmt.

LB-Medium (Luria Bertani)

Trypton 10 g/l
Hefeextrakt 54l
NaCl 10 g/l

Mit NaOH wurde ein pH von 7,3 eingestellt. Das Medium wurde sofort nach dem

Ansetzen autoklaviert.
3.2.2 Elektro-Transformation

Zur Transformation wurden kompetente Bakterien benutzt, die die Fahigkeit haben,
lineare oder zirkulare (z.B. Plasmide), doppelstrangige DNA aufzunehmen. Alle Schritte
der Elektroporation bis zur Pulsgabe wurden auf Eis durchgefuhrt. Die Plasmid-DNA
wurde in einem Eppendorf-Cup verdlnnt, so dass 1 ng/ul nach der Verdinnung im Cup
vorlagen. 1 ul der DNA-L6sung wurde zu den auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen
hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Der Transformationsansatz (70 ul) wurde in eine
Elektroporationskivette (d = 0,2 cm) uberfuhrt. Dabei sollte die Suspension an die
Aluminiumelektrode pipettiert werden und mdglichst vollstdndig, ohne Luftblasen, am
Klvettenboden vorliegen. AnschlieRend wurde die Kivette in das Elektroporationsgerat
(BioRad) gestellt.

Einstellungen des Pulse-Generators / Capacitors fir die Pulsgabe: 25 uF; 2,5 kV; 200 Q

parallel zur Probe.

Da die Uberlebensrate der Zellen wahrend der ersten Sekunden nach Pulsgabe drastisch

sinkt, wurden sofort nach der Elektroporation bei RT 500 ul SOC-Medium zum
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Transformationsansatz hinzupipettiert und gemischt. Anschlielend wurde die Suspension
in ein E-Cup Uberflhrt und 45 min bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden 100 ul der Zellsuspension auf einer ampicillinhaltigen Agarplatte ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Transformationsansatz
Kompetente XL 1 Zellen (s.0.) 70 ul
prapariertes Plasmid (s. 3.2.3) 1ng

Ampicillin-Agarplatten

500 ml LB-Medium (s.0.), dem 6,25 g Bactoagar zugegeben worden war, wurde
autoklaviert. Nach dem Abkuhlen der Lésung auf ca. 50°C wurden 200 ul Ampicillin-
Stammlésung (Endkonzentration 40 pg/ml) hinzu pipettiert, vermischt und je 10 ml in
sterile Petrischalen gegossen. Nach dem Erstarren wurden die Schalen ca. 6 h auf dem
Kopf stehend bei 37°C getrocknet. Die fertigen Schalen wurden im Dunkeln bei 4°C
gelagert.

Ampicillin-StammlIdsung

Ampicillin 100 mg

wurde in H,O geldst; mit HCI wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt; 500 ul Aliquots
wurden bei -20°C gelagert.

3.2.3 Isolierung und Analyse von Plasmid-DNA (Maxipraparation)

Die nach Transformation mit einem Plasmid auf einer Ampicillin-Agarplatte gewachsenen
Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und in 5 ml ampicillinhaltigem (40
ug/ml) LB-Medium vermehrt, um anschlielend zu Uberprifen, ob es sich um mit dem
"richtigen“ Plasmid transformierte Bakterien handelt. Die in dieser Arbeit verwendeten
Plasmide trugen alle das Ampicillin-Resistenzgen. Nach ca. 8 h Inkubationszeit bei 37°C
im Schuttler wurden 200-1000 ul der 5 ml Zellsuspension in 200 ml ampicillinhaltigem (40
ug/ul) LB-Medium aufgenommen und Uber Nacht bei 37°C im Schittler weiter vermehrt.
Aus der 200 ml Kultur der gepickten Kolonie wurde die Plasmid-DNA in einer

sogenannten Maxipraparation isoliert.
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Maxipréparation

Das Prinzip der Reinigung der Plasmid-DNA Uber die Silikat-Saulen besteht darin, dass
die nach der Prazipitation eines groRen Teils der Bakterienproteine und der genomischen
DNA und dem Abbau der RNA durch RNasen noch verbliebenen Bestandteile des
Zelllysats sukzessiv eluiert werden. Die Saulen enthalten Kieselerdepartikel (ungefahre
Grole 100 um), die kovalent mit einer hydrophilen Substanz beschichtet sind. Durch die
hohe Ladungsdichte auf der Oberflaiche der Partikel entsteht ein weites
Separationsspektrum; durch Veranderung des pH-Wertes und der lonenstarke der Puffer
werden nacheinander Proteine, Metabolite, Polysaccharide, dNTP, dann RNA und
einzelstrangige DNA und schlieRlich  doppelstrangige  Plasmid-DNA  eluiert

(Produktinformation).

Die Praparation der fir die Transfektion benétigten Plasmid-DNA wurde mit dem JETstar
Plasmid Maxiprap Kit der Firma Genomed entsprechend den Herstellervorschriften
durchgefihrt.

Uber Nacht wurden die transformierten E. coli-DH5a-Bakterien in 200 ml LB-Medium bis
zu einer Dichte von ungefahr 10° Zellen pro ml (ODgoo 1-1,5) vermehrt. Die Bakterien
wurden durch 30 min Zentrifugation bei 5.860 g (6.000 rpm, GSA-Rotor) geerntet. Das
Sediment wurde mit 10 ml Puffer E1, dem 100 pg/ml RNase zugesetzt wurden,
resuspendiert. Der Zellsuspension wurden 10 ml Puffer E2 (mit NaOH und SDS zur Lyse
der Bakterien) hinzugefligt. Anschlie@Bend wurde der Behalter 4-6 mal vorsichtig
umgedreht, um das Auftreten von Scherkraften zu vermeiden, die die genomische DNA
zerstoren konnten. Nach 5 mindtiger Inkubation bei RT (auf keinen Fall langer, da es
sonst zur Bildung von denaturierten supercoiled Formen der DNA kommt), wahrend der
die Zellen weiter lysiert werden, wurden 10 ml Puffer E3 zugegeben, wieder durch
vorsichtiges Umdrehen des Behalters gemischt, wodurch der pH-Wert neutralisiert wurde,
Proteine ausfielen und sich Prazipitate aus groRer genomischer DNA bildeten. Diese
Lésung wurde dann 10 min bei 20°C und 16.300 g (10.000 rpm, GSA-Rotor) zentrifugiert
und der Uberstand durch doppelt gelegte Gaze auf eine mit 30 ml Puffer E4 Aquilibrierte
Kieselerde-Saule (Lange 13 cm, @ 2,6 cm) gegeben. Nachdem der gesamte Uberstand
die Saule durchlaufen hatte, wurde einmal mit 60 ml Puffer E5 gewaschen. Anschlie3end
wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer E6 eluiert. Das Eluat wurde mit 10,5 ml
Isopropanol (bei RT, um die Salzprazipitation zu minimieren) gemischt, 30 min bei 27.000
g und 4°C (15.000 rpm, SS34-Rotor) zentrifugiert. Danach wurde das DNA-Sediment mit
70% Ethanol gewaschen, um prazipitierte Salze zu entfernen, unter Vakuum 3 min
getrocknet und in einem angemessenen Volumen H,O (zwischen 150 und 300 pl)

aufgenommen.
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Um die DNA- und Proteinkonzentration festzustellen, wurde die OD bei 260 nm (DNA)
und 280 nm (Protein) gemessen. 1 OD,s ~ 50 ug DNA/mI. Das Verhaltnis OD,g0/OD2go

sollte idealerweise bei 2 liegen.

Die praparierten Plasmide wurden auf richtige Gré3e und den Anteil an linearisierter DNA

einmal unbehandelt und einmal nach einem Restriktionsverdau Uberpruift.

Puffer E1 50 mM Tris pH 8,0 mit HCI eingestellt
10 mM EDTA E1 mit RNase A wurde bei 4°C aufbewahrt
100 pug/ ml RNase A

Puffer E2 200 mM NaOH

1% SDS
Puffer E3 3,1 M Kaliumacetat pH 5,5 mit Essigsaure eingestellt
Puffer E4 600 mM NacCl pH 5,0 mit Essigsaure eingestellt

100 mM Natriumacetat
0,15% Triton X-100

Puffer E5 800 mM NaCl pH 5,0 mit Essigsaure eingestellt
100 mM Natriumacetat

Puffer E6 1,25 M NaCl pH 8,5 mit HCI eingestellt

100 mM Tris

(Herstellerangabe)

Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA

Plasmid-DNA 5-10pl
10 x Puffer (enzymspezifisch) 2 ul
Restriktionsenzym (10 U/ul) 0,5 ul
H,O ad 20 pl

Dieser Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde dann mit 3 yl Probenpuffer
gemischt und auf einem 1%igen Agarosegel einer Elektrophorese unterworfen. Zur
Groflenbestimmung der DNA-Fragmente wurde ein DNA-Langenstandard aufgetragen.
Die Elektrophorese wurde fir 45-60 min mit 5 Volt/cm durchgefiihrt (klrzeste Distanz
zwischen beiden Elektroden). Die negativ geladene DNA lauft von der Kathode (-) zur

Anode (+). Um die DNA im Gel sichtbar zu machen, wurde das Gel mit Ethidiumbromid
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versetzt, das in den DNA-Doppelstrang interkaliert und mit der DNA einen im UV-Licht

fluoreszierenden Komplex bildet.

Zur Herstellung des 1%igen Gels wurden 1 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer
aufgekocht bis die Agarose geldst war. Nach Abkuhlen der Lésung unter gelegentlichem
Schwenken auf 60°C wurden 2 pl Ethidiumbromid dazu pipettiert und das Gel in die
vorbereitete Kammer mit einer Grélke von 8 cm x 5 cm x 0,4 cm gegossen. Im vorderen
Teil der Kammer war ein Kamm angebracht, durch den die Taschen zum Auftragen der
Proben entstanden. Die Elektrophoresekammer wurde mit 1 x TAE-Puffer gefillt, so dass
das Gel bedeckt war. Die Proben aus dem Restriktionsverdau wurden in die Taschen
pipettiert und die Spannung angelegt. Nach ca. 1 h war die Elektrophorese beendet und

das Gel konnte auf einem UV-Schirm ausgewertet werden.

Stellte sich nach Analyse des Agarosegels heraus, dass nach dem Restriktionsverdau
DNA-Fragmente der richtigen GréRe entstanden waren, wurde eine Glycerolkultur der
transformierten Bakterien angelegt, die bei -70°C gelagert wurde und mehrere Jahre
haltbar ist. Fur eine Glycerolkultur werden 500 pl steriles Glycerol mit 500 ul

Bakteriensuspension vorsichtig gemischt.

Ethidiumbromid-L6sung

Ethidiumbromid 10 mg/ml

vor Licht geschitzt bei 4°C aufbewahrt.

10 x Tris/Acetat/EDTA (TAE)-Puffer

Endkonzentration
Tris 6,1 g/100 ml 0,5M
Natriumacetat 1,6 g/100 ml 0,2M
EDTA 0,7 g/100 ml 0,02 M

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf 7,4 eingestellt und der Puffer autoklaviert.

Probenpuffer

Endkonzentration
Bromphenolblau 0,01 g/100 mi 0,01%
Glycerol 40 ml/100 ml 40%
10 x TAE-Puffer 10 mi/100 ml 1x

Der Puffer wurde autoklaviert und bei 4°C aufbewabhrt.
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3.2.4  Transfektion von Hepatozyten mit der Calcium-Phospat-Technik

Viele Protokolle fiir die Calcium-Phosphat-Prazipitationsmethode zur Transfektion, auch
das in dieser Arbeit verwendete, sind eine Modifikation des Protokolls von Graham und
Van Der Eb von 1973. Anderungen wurden meistens bei der Kultur der Zellen oder dem
Zeitpunkt und der Dauer der Transfektion vorgenommen (Parker und Stark 1979; Chen C
und Okayama 1987; Chen C und Okayama 1988; Ginot et al. 1989; Pasco und Fagan
1989; Rippe et al. 1990). Allen liegt zugrunde, dass die in Form von feinkérnigen Calcium-
Phosphat-Prazipitaten vorliegende DNA auf die Zellen aufgebracht und von diesen durch
Endocytose aufgenommen wird. Das Prazipitat erhalt man durch Mischung einer

DNA/Calciumchlorid-Lésung mit einer phosphathaltigen Lésung.

Transfektionsansatz fir eine Kulturschale (60 mm)

Endkonzentration
Plasmid-DNA bei Hepatozyten 2,5 ug
H.O ad 67,5 yl
CaCl,25M 7,5 ul 125 mM
2 x Hepes 75 ul

Der Transfektionsansatz wurde in Polystyrolrohrchen angesetzt, um eine Anheftung der
DNA an das Roéhrchen zu vermeiden. Nach dem Zusammenpipettieren wurden die
Lésungen durch leichtes Schwenken vermischt und dann fir 5-10 min bei RT
stehengelassen. In dieser Zeit bildete sich das DNA-Calcium-Phosphat-Prazipitat, was
durch eine leichte Tribung des Puffers zu beobachten war. Nach der Prazipitatbildung
wurde das Gemisch von 150 ul auf 1,5 ml frisch ausplattierte Hepatozytensuspension in
60 mm < Schalen aufgetropft, durch leichtes Schwenken gemischt und im Brutschrank
unter 16% O, inkubiert.

Bei transfizierten Hepatozyten wurde 5 h nach der Transfektion sowie nach 24 h ein

Mediumwechsel durchgefihrt.

2 x Hepes

Endkonzentration
Hepes 1,192 g/100 ml 50 mM
NaCl, 1,636 g/100 ml 280 mM
Na,HPO, 0,267 g /100 ml 1,5 mM

Der pH-Wert wurde mit 5 M NaOH auf 7,05 eingestellt. 10 ml Aliquots wurden bei -20°C

aufbewahrt.
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Calciumchlorid 2.5 M

Endkonzentration
CaCl, 36,75 g/100 ml 25M

Die Lésung wurde autoklaviert und in Aliquots bei -20°C gelagert.
3.2.5 Herstellung der Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Die Bestimmung der mRNA-Menge im Northern Blot erfolgte durch Hybridisierung mit

Digoxigenin-markierten Sonden und anschliefender Farbreaktion.

Zur Praparation der markierten Sonde musste von dem cDNA-Insert in dem
Transkriptionsvektor pSK nach Linearisierung des Vektors und Isolierung des
linearisierten Vektors RNA synthetisiert werden. Hierbei wurde das Insert durch den
Einbau von Digoxigenin-markiertem Uridininmonophosphat (DIG-UMP) markiert. Nach
Isolierung der markierten Transkripte konnten diese flr Hybridisierungen eingesetzt

werden.

Das Insert in pSKPAI53 wurde von den Promotoren fir die T3- und die T7-RNA-
Polymerase flankiert. Da die Orientierung des Inserts bekannt war, konnte durch
Linearisierung des Plasmids mit dem entsprechenden Restriktionsenzym und
anschlieender Synthese von RNA ausgehend vom Promotor die antisense Sonde
hergestellt werden. Nach der Herstellung der Digoxigenin-markierten Transkripte wurde

eine direkte Detektion durchgefihrt, um die Markierungseffizienz zu bestimmen.

RNA-Sonde GroRRe Plasmid RE/RNA-Pol

PAI-1 as 320 bp pSK/PAI53 BamH I/T3
3.2.6  RNA-Isolierung aus primar kultivierten Rattenhepatozyten

Die Isolierung der Gesamt-RNA, die in den Northern Blot eingesetzt werden sollte,
erfolgte nach der von Chomczynski und Sacchi 1987 beschriebenen Methode. Nach einer
kombinierten Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion wurde die RNA aus der
wassrigen Phase isoliert und durch wiederholtes Waschen und Prazipitieren in Alkohol

gereinigt.

Es wurden 3 x 10° Zellen aus Gewebekulturschalen (@ = 100 mm) verwendet. Auf die
gefrorenen Zellen in den Kulturschalen (3.1.3) wurden 500 pl Guanidiniumthiocyanat-
Aufschlusspuffer gegeben. Die Zellen wurden mit einem Gummispatel abgeschabt und
mehrfach resuspendiert. Das Homogenat wurde in ein 2 ml Eppendorf-Cup Uberfihrt. Es

wurden nun nacheinander 50 pyl 2 M Natriumacetat (pH 4,1), 500 ul H,O-gesattigtes
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Phenol und 100 pl Chloroform/Isoamylalkohol (Verhaltnis 49:1) hinzugegeben, wobei
nach jeder Zugabe grundlich gemischt wurde. Am Ende wurde der Ansatz erneut
gemischt (10 s), 15 min auf Eis inkubiert und anschlieliend 20 min bei 8.000 g und 4°C im
SS34 Rotor zentrifugiert. Die wassrige Oberphase, die die RNA enthielt, wurde in ein
neues 2 ml Eppendorf-Cup Uberfihrt und mit 1 ml Isopropanol versetzt. Die RNA wurde 1
h bei -20°C gefallt. Nach anschliefiender Zentrifugation fiir 10 min bei 8.000 g und 4°C im
SS34 Rotor wurde der Uberstand verworfen und der Niederschlag in 300 pl
Guanidiniumthiocyanat-Aufschlusspuffer gelést. Es wurden 300 ul Isopropanol
hinzupipettiert und die RNA erneut 1 h bei -20°C gefallt. Nach 10 min Zentrifugation bei
8.000 g im SS34-Rotor wurde der Uberstand verworfen. Der Niederschlag wurde einmal
in 300 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) resuspendiert, wobei er sich nicht vollstandig I0ste.
Er wurde durch 10 min Zentrifugation wiedergewonnen. Danach wurde die RNA im
Niederschlag in 300 ul DEPC-H,0 gel6st und durch Zugabe von 600 ul absoluten Ethanol
Uber Nacht bei -20°C gefallt. Durch erneute 10 min Zentrifugation bei 8.000 g im SS34-
Rotor wurde der Niederschlag wiedergewonnen und einmal mit 200 pl 80% Ethanol
gewaschen, wobei die RNA durch 10 min Zentrifugation bei 8.000 g im SS34-Rotor
zurtckerhalten wurde. Die gereinigte RNA wurde in der Vakuumzentrifuge bei 37°C 3 min
getrocknet, anschlielend in 40 pl 0,1% SDS aufgenommen und 10 min bei 65°C gel6st.
Nach Konzentrationsbestimmung und elektrophoretischer Kontrolle wurde die RNA bei -
20°C gelagert.

Um die Reinheit der RNA zu bestimmen, wurde die Extinktion bei 260 nm und 280 nm
gemessen. Eine OD von 1 bei 260 nm entspricht 40 ug RNA/ml. Der Quotient aus der OD
bei 260 nm und bei 280 nm ist ein Mal fir die Reinheit der RNA. Bei einer proteinfreien
RNA-L6sung ist der Quotient 2. Mdgliche Verunreinigungen durch Proteine verkleinern

den Quotienten. In der Regel lag er Uber 1,7.

Losungen fir die RNA-Isolierung

Alle Lésungen fir RNA-Versuche wurden mit DEPC-H,O angesetzt. Zu Millipore-Wasser
wurde DEPC hinzugegeben und uUber Nacht stehengelassen. Dadurch erfolgte die

Inaktivierung von RNasen. Anschliefiend wurde das Wasser autoklaviert.

Phenol (H,O gesattigt)

2/3 Volumen Phenol wurden in der Warme mit 1/3 Volumen H,O vermischt. Nach der

Phasentrennung wurde die Lésung bei 4°C in einem lichtgeschitzten Gefald aufbewahrt.
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Aufschlusspuffer

Endkonzentration
Guanidiniumthiocyanat 47,39 4 M
Na-Citrat 2,5 ml einer 1 M Lsg. 25 mM
N-Lauroylsarcosin 0,5¢ 17 mM
2-Mercaptoethanol 0,7 ml 0,1M
30%iges Antifoam A 0,33 ml 0,1%

DEPC-H,O ad 100 ml

Die Lésung wurde fur 30 min auf 65°C erwarmt. Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH auf

7,0 eingestellt. 2-Mercaptoethanol wurde zum Schluss hinzupipettiert.
3.2.7  Quantifizierung von mRNA durch Northern-Blot-Analyse

Dieses Verfahren dient zur Analyse von RNA. Die RNA wird in einem denaturierenden
Agarosegel aufgetrennt, anschliefsend durch Kapillartransfer ~ auf  eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen (Vakuumblot) und durch UV-Crosslinking fixiert. Durch
die darauffolgende Hybridisierung mit spezifischen Sonden wird die RNA von Interesse
identifiziert (Abb. 8).

Bei diesem Verfahren ist darauf zu achten, dass nur autoklavierte Lésungen verwendet
wurden, und dass die Elektrophorese- und Blotkammern vorher mit 3%igem H,0O,

behandelt wurden, um RNasen zu inaktivieren.

— | e— || — ]
—— — | Blot(RNA- | — —
—— —— | Transfer —— —— | Digoxigenin-
Trennung durch —— —— | aufeine —— —— | markierte
Gelelektrophorese L_1 Membran) L———_l Sonde
Nylon- Nylon-
Gel membran membran

Abb. 8: Prinzip des Northern Blots. Nachdem die RNA-Fragmente durch denaturierende
Agarosegelelektrophorese getrennt worden sind, werden die verschiedenen vorhandenen RNA-
Molekule auf eine Nylonmembran Ubertragen. Durch Hybridisierung der RNA-Molekile auf der
Nylonmembran mit Digoxigenin-markierten, spezifischen Sonden, anschlieRender
Lumineszenzreaktion und Auflegen eines Films werden die Banden der RNA von Interesse
nachgewiesen.
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Denaturierung der RNA

Der Standardansatz enthielt in der Regel 15-40 ug RNA. Danach wurde 16,5 pl Ladungs-
Puffer hinzu pipettiert und die Probe bei 68°C fir 30 min denaturiert. Anschliellend

wurden die Proben 2 min auf Eis inkubiert und mit 5 pl Proben-Puffer fir RNA versetzt.

Ladungs-Puffer

Endkonzentration
Formamid 15 ml 66,6%
14,3 x MOPS 2,1 ml 26,7 mM
37%ig Formaldehyd 5,4 ml 8,9%
Der Puffer wurde aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.
MOPS 14,3x

Endkonzentration
MOPS 593¢g 286 mM
NaAc 0,58¢g 7,1 mM
EDTA 059 1,3 mM
DEPC-H,O ad 100 ml

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Die Losung wurde autoklaviert.

Proben-Puffer

Endkonzentration
Glycerin 5ml 50%
0,5M EDTA 20 pl 1mM
Bromphenolblau 10 mg 0,1%

DEPC-H,O ad 10 ml

Der Puffer wurde aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

Elektrophoresebedingungen

Das denaturierende Agarosegel wurde in der Gelkammer mit 1x MOPS-Puffer
Uberschichtet (ca. 900 ml). Nachdem die Proben in die Geltaschen pipettiert waren, wurde

eine Spannung von 100 Volt fir 2 h angelegt.

Um die RNA zu denaturieren, wurde dem Gel Formaldehyd zugesetzt (Lehrach et al.
1977). Zur Herstellung eines 1,5%igen Gels wurden 0,9 g Agarose in 49 ml DEPC-H,0
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erhitzt, bis die Agarose vollstandig gelést war. Anschlie3end wurden 6 ml 10x MOPS und
5 ml Formaldehyd hinzugefiigt. Nach grindlichem Mischen wurde das Gel in den
vorbereiteten Geltrdger gegossen. Der Geltrager (GroRe: 10 x 14 cm) mit den
Taschenformern fir die Geltaschen (Grélke einer Geltasche: 4 mm; Anzahl der Taschen:

16) wurde vorher fur mindestens 1 h in der Kammer mit 3%iger H,O,-L6sung RNase-frei

gemacht.
MOPS 10x

Endkonzentration
MOPS 41949 200 mM
NaAc 419 50 mM
EDTA 3,79 10 mM
DEPC-H,O ad 11

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Die Losung wurde autoklaviert.

Visualisierung der RNA mit Ethidiumbromid

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel fur 20 min in 150 ml einer 1%igen
Glycinlésung geschwenkt, um das Formaldehyd auszuwaschen. 5 pl Ethidiumbromid-
Lésung (s. 3.1.3) wurden zugesetzt und fir 5 min inkubiert. Ethidiumbromid bildet mit
RNA Komplexe. Im UV-Licht (254 nm) fluoresziert das Ethidiumbromid, wodurch die RNA
im Gel sichtbar gemacht wurde. Es werden zwei Hauptbanden sichtbar, die die 28S- und
18S-ribosomale RNA darstellen. Das Gel wurde mit Hilfe einer Video-Kamera fotografiert.
Anschlieend wurde das Gel zur alkalischen Hydrolyse der RNA 1 h in 50 mM NaOH/10
mM NaCl geschwenkt.

Transfer der RNA auf Nylonmembran

Die im Gel aufgetrennte RNA wurde nun durch Vakuumblotten auf eine Nylonmembran
Ubertragen. Hierzu wurde eine Nylonmembran (10 x 15 cm) mit 2x SSC befeuchtet. Die
Transferapparatur wurde folgendermalen aufgebaut (Abb. 9). Ein mit Transferpuffer (20x
SSC) gesattigtes 3 mm starkes Filterpapier, auf dem sich die Nylonmembran befand,
wurde auf die Vakuumkammer gelegt. Dariber wurde eine Gummimatte mit
entsprechender Aussparung so gelegt, dass sich kein Freiraum zwischen Membran und

Gummimatte ergab.

Der Transferpuffer wurde in die Kammer gegeben, das Gel luftblasenfrei aufgelegt und an
die Kammer ein Vakuum angelegt. Durch die nach unten gerichteten Kapillarkrafte wurde

die RNA auf die Nylonmembran tbertragen. Der Transfer wurde 1-2 h durchgeflhrt.
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Nach dem Transfer wurde die RNA durch 2 min UV-Crosslinking auf der Nylonmembran
fixiert. Zur Kontrolle, ob die RNA vollstandig transferiert war, wurde das Gel nach dem

Transfer erneut unter UV-Licht betrachtet.

Transferpuffer

Gummimatte +
l < Agarosegel

Nylonmembran )
« Filterpapier

Vakuum —p = j I- 4— Blotkammer

Abb. 9: Aufbau eines Vakuum Northern Blots.

Hybridisierung der RNA mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Mit Hilfe spezifischer Sonden kann die gewtinschte RNA identifiziert werden. Es wurden

Digoxigenin-markierte Antisense-RNA-Sonden verwendet.

Die Nylonmembran wurde zur Vorhybridisierung, die der Sattigung unspezifischer
Bindungsstellen diente, in ein Hybridisierungsréhrchen Gberflihrt. Die Vorhybridisierung
erfolgte fir 1 h mit 10 ml Vorhybridisierungslésung bei 68°C im Hybridisierungsofen.
AnschlieRend wurde die Lésung gegen 6 ml Hybridisierungslésung ausgetauscht, die 100
ng Sonde (Digoxigenin-markierte Antisense-RNA) enthielt, und Uber Nacht bei 68°C im
Hybridisierungsofen inkubiert. Die darauffolgenden Waschschritte erfolgten unter
stringenten Bedingungen, um die nichthybridisierte Sonde zu entfernen und instabile
Hybride zu schmelzen. Es wurden nacheinander 2 x 5 min in 2x SSC/0,1% SDS und 2 x
15 min in 0,1x SSC/0,1% SDS bei 65°C gewaschen (Posthybridisierung).

Vorhybridisierungs- bzw. Hybridisierungslosung

Endkonzentration
Deionisiertes Formamid 12,5 ml 50%
10% Blockingreagenz 6 ml 2,5%
20% SDS 25 pl 0,02%
10% N-Lauroylsarcosin 250 pl 0,1%
20x SSC 6,25 ml 5x

Die Lésung wurde bei 4°C aufbewahrt.
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Detektion und Quantifizierung

Die Detektion der Digoxigenin-markierten Hybride erfolgte Uber die Bindung eines
Antikorpers gegen Digoxigenin, an den die alkalische Phosphatase gekoppelt war
(Enzym-Immunoassay). Bei der nachfolgenden Dephosphorylierung von Dinatrium 3-(4-

methoxyspiro{1,2-dioxetane-3,2-(5"-chloro)tricyclo[3.3.1.1%’

Jdecan}-4-yl)-phenylphosphat
(CSPD) durch alkalische Phosphatase entstand eine metastabile Verbindung, welche
beim Zerfall Licht einer Wellenlange von 477 nm emittierte. Durch Auflegen eines Films
konnte dieses Lumineszenz-Lichtsignal sichtbar gemacht werden. Die Quantifizierung

erfolgte densitometrisch.

Die Detektion und Anfarbung wurde mit dem DIG-Nucleic-Acid Detection Kit der Firma
Boehringer Mannheim durchgefuhrt. Zunachst wurde die Nylonmembran kurz (1 min) in
1x Maleinsaurepuffer geschwenkt. Zur Absattigung unspezifischer
Antikérperbindungsstellen wurde sie fur 30 min in 100 ml 1% Blockingreagenz (10%
Blockingreagenz mit 1x Maleinsdurepuffer auf 1% verdunnt) inkubiert. AnschlieRend
wurde die Nylonmembran fiir 30 min in 20-30 ml verdinnter Antikérperldsung (Anti-
Digoxigenin-alkalische Phosphatase-Konjugat in 1% Blockingreagenz auf 75 mU/ml =
1:10.000 verdunnen = 2-3 ul Antikdrper-Losung in 20-30 ml 1% Blockingreagenz) bei RT
inkubiert. Ungebundenes Antikérperkonjugat wurde anschlieBend durch 2 x 15 min
Waschen in Maleinséurepuffer entfernt. Nach 2 min Aquilibrierung in Puffer 3 wurde die
Nylonmembran in Frischhaltefolie gelegt und 5 min mit verdiinnter CSPD-Lésung (CSPD
in Puffer 3 auf 25 mM = 1:100 = 10 yl CSPD in 1 ml Puffer 3) inkubiert. Die Flissigkeit
wurde mit Hilfe eines Glasstabs entfernt, die Membran eingeschweifl3t und zur Erhéhung
der Lumineszenzreaktion fur 10 min bei 37°C in einer Filmkassette inkubiert. Danach

wurde fir 1-1,5 h ein Film aufgelegt, der densitometrisch ausgewertet werden konnte.

Zur Quantifizierung der RNA-Banden auf der Nylonmembran diente das

Videodensitometer der Firma Biotec-Fischer.

Puffer 1 (Maleinsaurepuffer) 1x

Endkonzentration
Maleinsaure 11,61g 0,1M
NaCl 8,78 g 0,15 M

H,O ad 11

Der pH-Wert von 7,5 wurde mit fester NaOH eingestellt. Die Losung wurde autoklaviert.
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Puffer 3

Tris
NaCl
MgCl,
H,O

12,11g
5,84 g
10,17 g

ad 11

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 9,5 eingestellit.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Proteinbestimmung

Endkonzentration
0,1 M
0,1 M

50 mM

Fir die Bestimmung des Proteingehaltes einer Probe wurde 1 ul des Mediums (s. 3.1.3 )

in den Ansatz von 1,1 ml eingesetzt. Fiir den Leerwert wurden 100 ul H,O + 1000 pl

Reagenz verwendet. Nach der Zugabe des Bradford-Reagenzes wurde der Ansatz ohne

Schaumen gut gemischt. Nach 10 bis hochstens 60 min bei RT wurde die OD bei 595 nm

gemessen; mit dem Leerwert wurde gegen Null abgeglichen.

Mit Rinderserumalbumin wurde eine Eichgerade von 0 bis 6 pg Protein erstellt. Die

Eichgerade war bis 6 ug Protein linear.

Ansatz fiir die Proteinbestimmung :

Medium M 199 von den Inkubationsplatten

oder Stammloésung BSA (1 pg/ul)
H,O
Bradford-Reagenz

Bradford-Reagenz:

Serva Blau (No. 35050)
Ethanol (95%)

Phosphorsaure (85%)

ad 11 mit H;O.

1 ul
1;2;4; 6 ul
ad 100 pl

1 ml

100 mg
50 mi

100 ml
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3.3.2  Western-Blot-Analyse

Im Western Immuno Blot werden auf einen NC-Filter geblottete Proteine direkt tber
Antikorper-Bindung nachgewiesen. Nach Inkubation mit dem Primarantikorper folgt eine
Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper, der den
Primarantikorper erkennt. Die Bindung der Antikdrper an die Proteine wird dann durch die

Peroxidase-Reaktion sichtbar gemacht.

Vorbereitung der Proteine fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

50 pg Protein wurde auf ein Volumen von 10 pl eingedampft, mit 7 pl Probenpuffer fur 5
min bei 95°C inkubiert und dann auf Eis abgekunhlt.

Auftrennung von Proteinen auf SDS-Polyacrylamidgelen

In der eindimensionalen Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen, also in
der Gegenwart von SDS, wandern Proteine umgekehrt proportional zum Logarithmus
ihrer Molekulargewichte durch die Polyacrylamid-Matrix zur Anode. Das negativ geladene
SDS lagert sich bevorzugt an die positiv geladenen Aminosaurereste in den Proteinen an,
aber auch an die hydrophoben Seitenketten, so dass nach SDS-Behandlung alle Proteine
negativ geladen sind. Um die Proteine mit SDS zu umhiullen, werden sie vor dem Auftrag
auf das Gel mit SDS gekocht. Zusatzlich wird Mercaptoethanol zugegeben, wodurch
Disulfidbricken reduziert werden und die Untereinheiten der Proteine sich voneinander
trennen. Eine besonders gute Auftrennung der Proteine mit klar abgegrenzten Banden
bekommt man mit der diskontinuierlichen Elektrophorese. Dabei werden Proteine erst in
einem Sammelgel konzentriert, ehe sie im Trenngel aufgetrennt werden. Die
Konzentrierung der Proteine im Sammelgel kommt durch die unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeit der CI™-lonen des Sammelgels und der Glycinat-lonen des
Laufpuffers zustande. Legt man eine Spannung an, so entsteht zwischen der
Wanderungsfront der schnellen Cl-lonen und der langsamen Glycinat-lonen eine
lonenverdunnte Zone mit geringerer Leitfahigkeit, was zum Ansteigen der Feldstarke
fuhrt. Der Anstieg der Feldstarke flhrt zu einer beschleunigten Wanderung der Glycinat-
lonen. Es stellt sich ein Gleichgewicht ein, bei dem die geringere Glycinat-
lonenbeweglichkeit durch die damit verbundene hdhere Feldstarke kompensiert wird. Die
Proteine im Sammelgel haben eine Wanderungsgeschwindigkeit, die zwischen der der
Glycinat- und ClI-lonen liegt; sie werden deswegen im Bereich der hohen Feldstarke sehr
scharf konzentriert. Durch den pH-Sprung zwischen Trenn- und Sammelgel (pH 6,8-8,8)
wird die Konzentrierung aufgehoben, da die Glycinat-lonen bei pH 8,8 die gleiche

Wanderungsgeschwindigkeit haben wie die Cl™-lonen. Im Trenngel werden die Proteine
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dann umgekehrt proportional zu ihrer GréRe aufgetrennt, da die Poren des Gels fir

gréliere Proteine einen grofReren Bewegungswiderstand darstellen.

Sammelgelpuffer

Endkonzentration
7,2 g Tris/100 ml, pH 6,8 0,6 M
Trenngelpuffer
Endkonzentration
22,7 g Tris/100 ml, pH 8,8 1,875 M
Nach dem Ansetzen wurden die Puffer sterilfiltriert.
Laufpuffer
Endkonzentration
6 g Tris/I 50 mM
29 g Glycin/I 384 mM
10 ml 10% SDS/I 0,1%
Probenpuffer
Endkonzentration
1 ml 0,6 M Tris, pH 6,8/10 ml 4%
4 ml 10% SDS/10 ml 1%
1 ml Glycerol 10%
1 Tropfen Bromphenolblau ~ 1%

Vor Gebrauch wurde 5% Mercaptoethanol zugegeben.
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SDS-Minigel (85 mm x 90 mm x 0,8 mm)

Trenngel (10%iges Gel)

Sammelgel (5%iges Gel)

Acryl-/ Bisacrylamid 2,33 ml 0,3 ml
Trenngelpuffer 1,462 ml -
Sammelgelpuffer - 0,18 ml
H,O 3,05 ml 1,293 ml
SDS 69 pl 10% Stlisg. 18 pl
TEMED 2,2 ul 1,8 ul
APS 34,5 pl 10% Stlsg. o ul

Nach der Zugabe von TEMED und APS muss das Gel kurz gerihrt werden, damit die

Polymerisation gleichmaRig verlauft.

Praparation eines SDS-Minigels und Durchfiihrung der Elektrophorese:

Zuerst wurde auf die Glasplatte mit den Abstandhaltern ("Spacer”) die Gummidichtung
und dann die Ohrenplatte gelegt; beides wurde mit 2 Klammern zusammengeklemmt und
hingestellt. Das Trenngel wurde gleich nach Zugabe von TEMED und APS zwischen die
Platten gegossen und vorsichtig mit H,O Uberschichtet, damit das Gel nicht austrocknet
und ein gerader Rand entsteht. Das Polymerisieren dauerte etwa 45 min bei RT. Danach
wurde das H,O abgegossen und das Trenngel mit dem Sammelgel Uberschichtet. In das
Sammelgel wurde sofort nach dem GieRen ein Kamm gesteckt, dessen Zahne die
Taschen zum spateren Auftragen der Proben bildeten. Nachdem auch das Sammelgel
fest war, wurden die Klammern und die Gummidichtung entfernt und das Gel in die
Elektrophoresekammer eingebaut. Der Laufpuffer wurde in die Kammer eingefiillt und die
Proben aufgetragen. Wahrend der ersten 15 min, in denen die Proteine im Sammelgel
konzentriert wurden, lief die Elektrophorese bei 10 mA. Danach wurden die Proteine noch
1 h bei 20 mA nach ihrer Grélke aufgetrennt. Nach Ende des Laufs wurde das Gel von

den Glasplatten geldst, das Sammelgel abgetrennt und verworfen.

Blotten der Proteine auf Nitrocellulose (NC)

Das Ubertragen der Proteine aus dem Gel auf NC erfolgte durch Elektrotransfer. Hierfiir
wurde das Gel fir 20 min in Kathodenpuffer geschwenkt und die auf passende GrofRe
zurechtgeschnittene NC kurz in H,O und dann fiir 10 min in Anodenpuffer 2 inkubiert.
Whatmanpapier wurde auf GelgroRe zurechtgeschnitten. Das Papier wurde in
Kathodenpuffer, Anodenpuffer 1 oder 2 getrankt. Danach wurde der Western Blot

aufgebaut (Abb. 10). Kathode und Anode der Apparatur bestehen aus zwei
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plastikumhullten Graphitplatten. Der Gesamtaufbau wurde mit einem Gewicht (1 kg)
beschwert und der Transfer schlieRlich mit 1 mA/cm? Filterfliche durchgefiihrt. Nach einer
Transferzeit von 50-70 min waren die Proteine zum grofdten Teil aus dem Gel auf die
Nitrocellulose gewandert. (Um die Effizienz des Transfers zu Uberprufen, wurde das Gel
nach dem Blot mit Coomassie-Blue angefarbt. Meistens waren von den Proteinen noch
geringflgige Reste im Gel geblieben). Die Proteine auf der NC wurden mit Ponceau S
angefarbt, dann wurde eine Fotokopie des Blots angefertigt und die NC durch kurzes
Schwenken in TBS wieder entfarbt. Nach dem Entfarben wurde der Blot 1-3 h in

Blockierungspuffer inkubiert.

Western Blot
1 Kg

E—— e R
L 1

Whatmanpapier in Kathodenpuffer
( ) Gel

. ___________________________________________________|] Nitrocellulose

[ 1 Whatmanpapier in Anodenpuffer 2
[ 1 Whatmanpapier in Anodenpuffer 1

R [ R

Abb. 10: Schematischer Aufbau eines Western Blots.

Endkonzentration
Anodenpuffer 1 18,2 g Tris/500 ml, pH 11,3 (mit 2 M Borat) 300 mM
100 ml Methanol/500 ml 20%
Anodenpuffer 2 1,5 g Tris/ 500 ml, pH 10,6 25 mM
100 ml Methanol/500 ml 20%
Kathodenpuffer 1,5 g Tris/ 500 ml, pH 9 25 mM
100 ml Methanol/500 ml 20%
Ponceau S
Endkonzentration
Ponceau S (Sigma P-3504) 1,25 g/500 ml
Methanol 200 mI/500 ml 40%

Essigsaure (konz.) 75 ml/500 ml 15%
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Entfarber (TBS)

Endkonzentration
Tris 3,69/, pH7,8 30 mM
NaCl 17,5 g/l 300 mM

Coomassie-Farbeldsung

Endkonzentration

Coomassie Blue G250 2,5 ml/l 0,25% (v/v)
Methanol 400 ml/I 40% (v/v)
Essigsaure (konz.) 100 ml/I 10% (v/v)
Glycerin 20 mi/I 2% (vIv)

Inkubation des "Blots" mit Antikérpern

Die Blockierungsreaktion erfolgte bei 37°C fur 30 min. Danach erfolgte die
Bindungsreaktion mit dem Primarantikérper bei 4°C Uber Nacht. Der eingesetzte primare
Kaninchen-lgG-Antikdrper gegen Ratten-PAI-1 wurde auf 1:100 (1 pl/ml) mit der
Blockierungslosung verdinnt. Die Antikorper-Losung wurde nach der Reaktion bei -20°C
aufbewahrt und bis zu 3 mal wieder benutzt. Der NC-Filter wurde nach dieser ersten
Inkubation 6 mal fir 5 min mit dem Blockierungspuffer (ohne Milchpulver) gewaschen.
Dann erfolgte fur 1 h die Inkubation bei 37°C mit dem zweiten, Peroxidase-gekoppelten
Antikorper (1:2000 verdunnt). Der eingesetzte Sekundarantikdrper war ein Anti-
Kaninchen-Immunglobulin-G.  AbschlieRend wurde der Filter, wie nach dem

Primarantikorper, noch 6 mal gewaschen.

Blockierungspuffer

Endkonzentration
1M Tris, pH 7,5 1 ml /100 ml 10 mM
5 M NacCl 2 ml/100 ml 100 mM
Tween 20 0,3 mi/100ml 0,1%
Milchpulver 10 g/100 ml 10%

Das Milchpulver soll unspezifische Bindungen des Antikorpers an die Proteine abblocken.
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Nachweis der gebundenen Antikérper durch die Peroxidase-Reaktion

Der gebundene Zweit-Antikbrper war Peroxidase-gekoppelt. Die Peroxidase-Reaktion
wurde mit dem ECL (Enhanced Chemiluminescence) Kit der Firma Amersham
durchgefuhrt. Das Substrat war in diesem Fall Luminol, das in Gegenwart von H,O, durch
die Peroxidase oxidiert wurde. Durch die Oxidation befand sich das Luminol in einem
angeregten Zustand, durch Emission von Licht wurde nach einer gewissen Zeit wieder der

Grundzustand erreicht.

Nach dem letzten Waschen wurde 1 ml der 1:1 gemischten Reagenzien des Kits auf den
auf einer Frischhaltefolie liegenden Filter (ca. 50 cm?) gegeben. Der iiberstehende Rest
der Folie wurde jetzt moglichst faltenfrei auf den benetzten Filter gelegt, wodurch sich die
Flussigkeit gleichmaRig verteilt. Nach 1 min wurde Uberschissige Flussigkeit durch
Rollern mit einer Glaspipette entfernt und sofort ein Film aufgelegt. Der Film wurde nach

2,5 bis 7 min Exposition entwickelt.
3.3.3  Luciferase-Nachweis

Grundlage des Luciferase-Tests ist die enzymkatalysierte Chemilumineszenz.

Der verwendete Luciferase Assay Kit der Firma Berthold (Pforzheim) ermdglicht den
Nachweis von Luciferase aus der nordamerikanischen Feuerfliege (Photinus pyralis) in
transfizierten Zellen. Dabei wird Luciferin in Gegenwart von ATP, Luftsauerstoff und
Magnesiumionen durch die Luciferaseeinwirkung oxidiert. Diese Reaktion liefert Licht der
Wellenlange von 562 nm. Die Lichtintensitat kann mit einem Luminometer gemessen

werden.

20 pl des Uberstandes aus den transfizierten Zellen wurden im Luminometer automatisch
mit 100 ul Luciferase Assay Reagenz injiziert, welches unmittelbar vor der Messung zu
gleichen Teilen aus Substanz A und B - auf Raumtemperatur erwarmt - gemischt wurde.
Die Reaktion wurde 10 x 2 s gemessen. Die Lichtintensitat ist Uber 20 s nahezu konstant
und nimmt dann mit einer Halbwertszeit von 5 min ab. Vom Hersteller wurden keine

Angaben Uber die Zusammensetzung der Substanzen gemacht.
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34 SicherheitsmafRnahmen

Die Arbeiten mit genetisch veranderten Organismen und Plasmid-DNA wurden gemaf
dem Gentechnikgesetz von 1990 und den Richtlinien der Gentechnik-
Sicherheitsverordnung von 1990 durchgeflihrt. Mit Bakterien kontaminierte Gegenstande

wurden mit Wasserstoffperoxid und Seifenlauge behandelt und anschlieend sterilisiert.

Die Chemikalien Formaldehyd, DEPC, Phenol und Ethidiumbromid gelten als karzinogen

und wurden dementsprechend vorsichtig gehandhabt und entsorgt.
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4. ERGEBNISSE
4.1 Modulation der PAI-1-Genexpression durch Insulin und pO, in primaren
Rattenhepatozyten

In kultivierten primaren Rattenhepatozyten wurde der Einfluss von Insulin auf die PAI-1-
MRNA-Expression unter arteriellem pO, (16% O;) und venésem pO, (8% O,) mittels
Northern Blot und die Expression des PAI-1-Proteins mittels Western-Blot-Analysen

untersucht.

4.1.1 Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch Insulin unter arteriellem pO, (16%

0O,) in primaren Rattenhepatozyten

Der Einfluss von Insulin auf die PAI-1-mRNA-Expression wurde untersucht, nachdem in
24 h kultivierten primaren Rattenhepatozyten unter 16% O, nach einem Mediumwechsel
die Insulinkonzentration auf 5 nM erh6ht wurde. Die Zellen wurden anschlieend fiir 2 h, 4
h, 6 h, 8 h und 24 h unter 16% O, weiter kultiviert. Nach Ernte der Zellen und RNA-
Isolierung wurde diese im Northern Blot mit DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-

1 und B-Actin) analysiert.

Die PAI-1-mRNA-Expression wurde nach 2 h Inkubation mit 5 nM Insulin auf das 2,5-
fache im Vergleich zu der Kontrolle ohne Insulin erhéht. Nach einer Inkubation von 4 h
konnte eine weitere Steigerung der Expression auf das 4,5-fache im Vergleich zu den
Kontrollen festgestellt werden. Nach 6 h Inkubation sank die PAI-1-mRNA-Expression auf
das 4-fache, nach weiteren 2 h auf das 3-fache ab. Nach 24 h Inkubationsdauer unter
16% O, und 5 nM Insulin war keine signifikante Induktion der PAI-1-mRNA im Vergleich

zu den Kontrollen zu beobachten (Abb. 11).

4.1.2 Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch Insulin unter venésem pO; (8% O,)

in primaren Rattenhepatozyten

Der Einfluss von Insulin und venésem pO, (8% O,) auf die PAI-1-mRNA-Expression
wurde untersucht, indem bei 24 h kultivierten primaren Rattenhepatozyten unter 16% O,
nach einem Mediumwechsel die Insulinkonzentration auf 5 nM erhdht wurde. Die Zellen
wurden anschlieRend fir 2 h, 4 h, 6 h, 8 h und 24 h unter 8% O, weiter kultiviert. Nach
Ernte der Zellen und RNA-Isolierung wurde diese im Northern Blot mit DIG-markierten
Antisense-RNA-Sonden (PAI-1 und B-Actin) analysiert.

Die PAI-1-mRNA-Expression in den Zellen ohne Hormonzusatz wurde durch 8% O, nach
2 h auf das 3-fache erhoht. Insulin erhéhte die PAI-1-mRNA-Expression nach 2 h

Inkubationszeit mit 5 nM Insulin unter 8% O, auf das 5,5-fache im Vergleich zu der
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Kontrolle ohne Insulin unter 16% O,. Nach einer Inkubationszeit von 4 h konnte eine
weitere Steigerung der Expression auf das 7-fache festgestellt werden. Die Induktion der
PAI-1-mRNA-Expression sank wieder auf das 6- bzw. 5-fache nach einer
Inkubationsdauer von 6 h und 8 h. Nach 24 h Inkubationsdauer konnte keine signifikante

Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch Insulin festgestellt werden (Abb. 11).
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Abb. 11:  Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch Insulin in priméren
Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und venésem (8% O;) pO,. Primare
Rattenhepatozyten wurden flr 24 h unter arteriellem pO, (16% O,) kultiviert. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt und die Zellen fiir 2 h, 4 h, 6 h, 8 h und 24 h in Gegenwart von 5 nM Insulin
unter arteriellem (16% O,) und vendsem (8% O,) pO, weiter kultiviert. (A) In jedem Experiment
wurde die im Northern Blot gemessene mRNA-Menge unter 16% O, ohne Insulin 100% gesetzt.
Die Werte sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten. Statistik: Student’s t-Test
fir gepaarte Werte, p<0,05; = signifikante Differenz 16% O, (Kontrolle) vs. 16% O, + Insulin; ==
signifikante Differenz 16% O, (Kontrolle) vs. 8% O, + Insulin, p<0,05. (B) Northern Blot. Bei der
Northern-Blot-Analyse wurden 40 pg Gesamt-RNA kultivierter Rattenhepatozyten mit DIG-
markierter Antisense-PAl-1-RNA-Sonde oder Antisense-B-Actin-RNA-Sonde hybridisiert. Die
Chemilumineszenz-Signale wurden mittels Videodensitometrie quantifiziert. Ins: Insulin; Kon:
Kontrolle.

4.1.3 Induktion des PAI-1-Proteins durch Insulin in primaren Rattenhepatozyten unter
arteriellem (16% O;) und vendsem (8% O,) pO.

Zur Untersuchung der Induktion des PAI-1-Proteins durch Insulin und O, wurden
kultivierte Rattenhepatozyten mit 5 nM Insulin stimuliert und fir 24 h unter arteriellem
(16% O) und vendésem (8% O,) pO; inkubiert. Proteinspiegel wurden im Western Blot mit

einem polyklonalen Antikdrper gegen das PAI-1-Protein der Ratte gemessen.

Nach 24 h Inkubation unter 8% O, war die PAI-1-Proteinmenge 3-fach hoher als bei den
Kontrollen unter 16% O.. Insulin steigerte die PAI-1-Proteinexpression unter 16% O, auf

das 4-fache wahrend unter 8% O, eine Expressionsinduktion auf das 5-fache beobachtet
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werden konnte. Diese Ergebnisse auf Proteinebene stehen im Einklang mit der Induktion
der PAI-1-mRNA durch Insulin sowohl bei 16% als auch 8% O, (Abb. 12).
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Abb. 12:  Induktion der PAI-1-Proteinexpression durch Insulin in primédren

Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und vendésem (8% O,) pO,. Primare
Rattenhepatozyten wurden fir 24 h unter arteriellem (16% O,) pO; kultiviert. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt und die Zellen fur 24 h in Gegenwart von 5 nM Insulin unter arteriellem (16%
0O,) und vendsem pO, (8% O,) weiter kultiviert. Von den Zellkulturen wurde 1 ml Medium flr die
Proteinbestimmung gewonnen und 50 ug im Western Blot mit einem Antikdrper aus Kaninchen
gegen Ratten-PAl-1-Protein (American Diagnostics, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Die
Detektion erfolgte mittels ECL (enhanced chemiluminescence). Die fur PAI-1 spezifischen Banden
liegen bei 49 kDa (Hauptbande) und 46 kDa; * signifikante Differenz Kontrolle 16% O, vs. 16% O,
+ Insulin; ** signifikante Differenz Kontrolle 8% O, vs. 8% O, + Insulin, p<0,05. Ins: Insulin; Kon:
Kontrolle.

4.2 Modulation der PAI-1-Genexpression durch Glucagon und pO; in primaren

Rattenhepatozyten

In kultivierten primaren Rattenhepatozyten wurde der Einfluss von Glucagon auf die PAI-
1-mRNA-Expression unter arteriellem pO; (16% O;) und venésem pO; (8% O;) mittels
Northern Blot und die Expression des PAI-1-Proteins mittels Western-Blot-Analysen

untersucht.

4.21 Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch Glucagon unter arteriellem pO,

(16% O,) in primaren Rattenhepatozyten

Der Einfluss von Glucagon auf die PAI-1-mRNA-Expression unter arteriellem pO, (16%
O,) wurde in 24 h kultivierten primaren Rattenhepatozyten untersucht, nachdem die Zellen
mit 5 nM Glucagon stimuliert wurden. Die Zellen wurden anschliel3end flir 2 h, 4 hund 6 h
unter 16% O, weiter kultiviert. Nach Ernte der Zellen und RNA-Isolierung wurde diese im
Northern Blot mit DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-1 und B-Actin) analysiert.
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Die PAI-1-mRNA-Expression wurde nach 2 h Inkubation mit 5 nM Glucagon unter
arteriellem pO; (16% O;) auf das 4-fache im Vergleich zu der Kontrolle ohne Glucagon
erhdht. Nach einer Inkubation von 4 h konnte eine weitere Steigerung der Expression auf
das 5-fache festgestellt werden. Die Induktion der PAI-1-mRNA-Expression war transient
und sank wieder auf das 4-fache nach einer Inkubationsdauer von 6 h mit 5 nM Glucagon

im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 13).

4.2.2 Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch Glucagon unter venésem pO, (8%

O,) in primaren Rattenhepatozyten

Der Einfluss von Glucagon auf die PAI-1-mRNA-Expression unter venésem pO, (8% O5)
wurde in 24 h kultivierten primaren Rattenhepatozyten untersucht nachdem die Zellen mit
5 nM Glucagon stimuliert wurden. Die Zellen wurden anschlielend fir 2 h, 4 h und 6 h
unter vendsem pO; (8% O;) weiter kultiviert. Nach Ernte der Zellen und RNA-Isolierung
wurde diese im Northern Blot mit DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-1 und B-

Actin) analysiert.
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Abb. 13:  Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch Glucagon in primaren
Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und vendésem (8% O,;) pO,. Primare
Rattenhepatozyten wurden fiir 24 h unter arteriellem pO, (16% O,) kultiviert. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt und die Zellen fir 2 h, 4 h und 6 h in Gegenwart von 5 nM Glucagon unter
arteriellem (16% O,) und vendsem (8% O,) pO, weiter kultiviert. (A) In jedem Experiment wurde die
im Northern Blot gemessene mRNA-Menge unter 16% O, ohne Glucagon 100% gesetzt. Die Werte
sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten. Statistik: Student’s t-Test fir
gepaarte Werte, p<0,05; * signifikante Differenz Kontrolle 16% O, vs. 16% O, + Glucagon; =*
signifikante Differenz Kontrolle 8% O, vs. 8% O, + Glucagon, p<0,05. (B) Northern Blot. Bei der
Northern-Blot-Analyse wurden 40 pg Gesamt-RNA kultivierter Rattenhepatozyten mit DIG-
markierter Antisense-PAl-1-RNA-Sonde oder Antisense-B-Actin-RNA-Sonde hybridisiert. Die
Chemilumineszenz-Signale wurden mittels Videodensitometrie quantifiziert. Ggn: Glucagon; Kon:
Kontrolle.
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Die PAI-1-mRNA-Expression war bei den 2h Kontrollen ohne Glucagon unter 8% O, auf
das 3-fache gegenlber den Kontrollen unter 16% O, erhdht. Nach 2 h Inkubation unter
8% O, mit 5 nM Glucagon war die PAI-1-mRNA-Expression auf das 6-fache im Vergleich
zu der Kontrolle ohne Glucagon und unter 16% O, erhéht. Nach einer Inkubation von 4 h
konnte eine weitere Steigerung der Expression auf das 8-fache im Vergleich zu den
Kontrollen festgestellt werden. Die Induktion der PAI-1-mRNA-Expression sank wieder auf
das 7-fache nach einer Inkubationsdauer von 6 h mit 5 nM Glucagon im Vergleich zu den
Kontrollen (Abb. 13).

4.2.3 Induktion des PAI-1-Proteins durch Glucagon in primaren Rattenhepatozyten

unter arteriellem (16% O;) und vendsem (8% O,) pO.

Zur Untersuchung der Induktion des PAI-1-Proteins durch Glucagon und pO, wurden 24 h
kultivierte primare Rattenhepatozyten nach einem Mediumwechsel mit 5 nM Glucagon
stimuliert. Die Zellen wurden anschlielend flir 24 h unter arteriellem (16% O;) und
venosem (8% O,) pO, weiter kultiviert. Die Proteinspiegel wurden im Western Blot mit

einem Antikérper gegen das PAI-1-Protein der Ratte gemessen.
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Abb. 14:  Induktion der PAIl-1-Proteinexpression durch Glucagon in priméren

Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O,;) und venésem (8% O,) pO,. Primare
Rattenhepatozyten wurden fiir 24 h unter arteriellem pO, (16% O,) kultiviert. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt und die Zellen fir 24 h in Gegenwart von 5 nM Glucagon unter arteriellem
(16% O3) und vendésem (8% O,) pO, weiter kultiviert. Von den Zellkulturen wurde 1 ml Medium fir
die Proteinbestimmung gewonnen und 50 ug im Western Blot mit einem Antikdrper aus Kaninchen
gegen Ratten-PAl-1-Protein (American Diagnostics, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Die
Detektion erfolgte mittels ECL (enhanced chemiluminescence). Die fir PAI-1 spezifischen Banden
liegen bei 49 kDa (Hauptbande) und 46 kDa; * signifikante Differenz Kontrolle 16% O, vs. 16% O,
+ Glucagon; =#* signifikante Differenz Kontrolle 8% O, vs. 8% O, + Glucagon, p<0,05. Ggn:
Glucagon; Kon: Kontrolle.
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Nach 24 h Inkubation der Zellen unter 8% O, war die PAI-1-Proteinmenge im Medium 3-
fach héher als bei den Kontrollen unter 16% O,. Glucagon steigerte ebenfalls die PAI-1-
Proteinspiegel unter 16% O, auf das 5-fache, wahrend unter 8% O, eine Induktion auf das
6-fache beobachtet werden konnte. Diese Ergebnisse auf Proteinebene stehen im
Einklang mit der Induktion der PAI-1-mRNA durch Glucagon sowohl bei 16% als auch 8%
O; (Abb. 14).

4.3 Modulation der PAI-1-Genexpression durch Insulin und Glucagon in
Abhéangigkeit von der Hormonkonzentration unter arteriellem pO, (16% O,)

in primaren Rattenhepatozyten

In kultivierten primaren Rattenhepatozyten wurde der Einfluss von Insulin und Glucagon in
Abhangigkeit von der Hormonkonzentration auf die PAI-1-mRNA-Expression unter
arteriellem pO, (16% O;) mittels Northern Blot und die Expression des PAI-1-Proteins

mittels Western-Blot-Analysen untersucht.

4.31 Modulation der PAI-1-mRNA-Expression durch Insulin und Glucagon in
Abhangigkeit von der Hormonkonzentration unter arteriellem pO, (16% O3) in

primaren Rattenhepatozyten

Insulin und Glucagon induzierten die PAI-1-mRNA-Expression bei einer Konzentration
von 5 nM im Medium M199 nach 4 h Inkubationszeit unter 16% O, und 8% O, maximal.
Nach 6 h Inkubationszeit wurde bereits eine geringere Induktion beobachtet. Somit
wurden zur Untersuchung der Abhangigkeit der Expressionsinduktion von der
Hormonkonzentration primare Rattenhepatozyten mit unterschiedlichen Insulin- oder
Glucagonkonzentrationen unter arteriellem pO, (16% O,) flr 4 h inkubiert. Dabei wurde
die Insulin- oder Glucagonkonzentration nach einem Mediumwechsel bei 24 h kultivierten
primaren Rattenhepatozyten auf 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM oder 100 nM erhdht.
AnschlieRend wurden die Hepatozyten unter arteriellem pO, (16% O,) fir 4 h weiter
kultiviert. Nach Ernte der Zellen und RNA-Isolierung wurde diese im Northern Blot mit
DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-1 und B-Actin) analysiert.

Bis zu einer Konzentration von 50 nM Insulin und Glucagon stieg die PAI-1-mRNA-
Expression im Vergleich zu den Kontrollen ohne Insulin und Glucagon an. Die PAI-1-
mRNA-Expression war bei Insulinkonzentrationen von 1 nM auf das 2,5-fache, bei 5 nM
auf das 4-fache, bei 10 nM auf das 4,5-fache und bei 50 nM auf das 5-fache erhoht. Im
Vergleich zu der Induktion durch 50 nM Insulin kam es bei den Hepatozytenkulturen unter
arteriellem pO, (16%0,) und in Gegenwart von 100 nM Insulin im Medium nicht zu einem
weiteren Anstieg der PAI-1-mRNA-Menge. Die PAI-1-mRNA-Expression bei 100 nM
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Insulin war ebenfalls auf das 5-fache erhéht. Die PAI-1-mRNA-Expression war bei
Glucagonkonzentrationen von 1 nM auf das 3,5-fache, bei 5 nM auf das 5-fache, bei 10
nM auf das 6-fache und bei 50 nM auf das 7-fache erhoht. Wie bei der
Insulinkonzentrationserhdhung auf 100 nM kam es auch bei Glucagonkonzentrationen
von 100 nM nicht zu einem weiteren PAI-1-mRNA-Anstieg. Die PAI-1-mRNA-Expression
war bei 100 nM Glucagon ebenfalls auf das 7-fache erhoht (Abb. 15).
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Abb. 15:  Induktion der PAI-1-mRNA-Expression in Abhdngigkeit von der Insulin- und
Glucagonkonzentration unter arteriellem (16% O;) pO, in primdren Rattenhepatozyten.
Primare Rattenhepatozyten wurden fir 24 h unter arteriellem pO, (16% O,) kultiviert. Nach 24 h
wurde das Medium gewechselt und die Zellen fiir 4 h in Gegenwart von 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM
oder 100 nM Insulin bzw. Glucagon unter arteriellem (16% O;) pO, weiter kultiviert. (A) In jedem
Experiment wurde die im Northern Blot gemessene PAI-1-mRNA-Menge unter 16% O, ohne
Insulin bzw Glucagon 100% gesetzt. Die Werte sind Mittelwerte £+ SEM von drei unabhangigen
Experimenten. (B) Northern Blot. Bei der Northern-Blot-Analyse wurden 40 pg Gesamt-RNA
kultivierter Rattenhepatozyten mit DIG-markierter Antisense-PAl-1-RNA-Sonde oder Antisense-f3-
Actin-RNA-Sonde hybridisiert. Die Chemilumineszenz-Signale wurden mittels Videodensitometrie
quantifiziert. Ggn: Glucagon; Ins: Insulin; Kon: Kontrolle.

4.3.2 Modulation der PAI-1-Proteinexpression durch Insulin und Glucagon in
Abhangigkeit von der Hormonkonzentration unter arteriellem pO, (16% Oy) in

primaren Rattenhepatozyten

Da auf der Transkriptionsebene eine von der Insulin- und Glucagonkonzentration
abhangige Induktion der PAI-1-mRNA-Expression beobachtet werden konnte, sollte

dieser Effekt ebenfalls auf der Proteinebene untersucht werden.

Zur Untersuchung der PAI-1-Proteininduktion durch Insulin und Glucagon in Abhangigkeit
von der Hormonkonzentration wurden 24 h kultivierte primare Rattenhepatozyten nach
einem Mediumwechsel mit 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM bzw 100 nM Insulin- bzw.

Glucagonkon stimuliert. Die Zellen wurden anschlieRend flir weitere 24 h unter arteriellem
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pO, (16% O,) inkubiert. Die Proteinspiegel wurden im Western Blot mit einem Antikérper

gegen das PAI-1-Protein der Ratte gemessen.

Bis zu einem Konzentrationsanstieg von Insulin und Glucagon auf 50 nM kam es zu
steigender Proteininduktion im Vergleich zu den Kontrollen ohne Insulin und Glucagon bei
gleicher Inkubationsdauer unter 16% O,. Die Proteinexpression war bei
Insulinkonzentrationen von 1 nM auf das 2,5-fache, bei 5 nM auf das 4-fache, bei 10 nM
auf das 4,5-fache und bei 50 nM auf das 5-fache erhoht. Im Vergleich zu der Induktion
durch 50 nM Insulin kam es bei den Hepatozytenkulturen unter arteriellem pO; (16% O5)
und in Gegenwart von 100 nM Insulin nicht zu einer weiteren Steigerung der PAI-1-
Proteinmenge. Die PAI-1-Proteinexpression war bei 100 nM Insulin ebenfalls auf das 5-
fache erhoht. Die Proteinexpression war bei Glucagonkonzentrationen von 1 nM auf das
3,5-fache, bei 5 nM auf das 5-fache, bei 10 nM auf das 6-fache und bei 50 nM auf das 7-
fache erhoht. Wie bei der Insulinkonzentrationserhéhung auf 100 nM kam es auch bei
Glucagonkonzentrationen von 100 nM nicht zu einer weitern Steigerung der PAI-1-
Proteinmenge im Vergleich zu den Zellansatzen mit 50 nM Glucagon. Die PAI-1-

Proteinexpression bei 100 nM Glucagon war ebenfalls auf das 7-fache erhoht. (Abb. 16).
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Abb. 16:  Induktion der PAI-1-Proteinexpression in Abhangigkeit von der Insulin- und
Glucagonkonzentration unter arteriellem (16% O;) pO, in primdren Rattenhepatozyten.
Primare Rattenhepatozyten wurden fir 24 h unter arteriellem (16% O,) pO. kultiviert. Nach 24 h
wurde das Medium gewechselt und die Zellen fir 24 h in Gegenwart von 1 nM, 5 nM, 10 nM, 50
nM oder 100 nM Insulin bzw. Glucagon unter arteriellem (16% O,) pO, weiter kultiviert. Von den
Zellkulturen wurde 1 ml Medium fir die Proteinbestimmung gewonnen und 50 ug im Western Blot
mit einem Antikérper aus Kaninchen gegen Ratten-PAl-1-Protein (American Diagnostics,
Heidelberg, Deutschland) analysiert. Die Detektion erfolgte mittels ECL (enhanced
chemiluminescence). Die fir PAI-1 spezifischen Banden liegen bei 49 kDa (Hauptbande) und 46
kDa. Ggn: Glucagon; Ins: Insulin; Kon: Kontrolle.
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44 Modulation der PAI-1-Genexpression durch cAMP und pO; in priméaren

Rattenhepatozyten

Da es durch Glucagon zu einer Induktion der PAI-1-mRNA- und Proteinexpression
gekommen ist, sollte in den folgenden Versuchen untersucht werden, ob die beobachtete
Induktion durch Glucagon Uber eine Stimulation der Adenylatcyclase und Erhéhung der
intrazellularen cAMP-Konzentrationen vermittelt wird. Hierfir wurde in kultivierten
primaren Rattenhepatozyten der Einfluss von cAMP auf die PAI-1-mRNA-Expression
unter arteriellem pO; (16% O) und vendsem pO, (8% O,) mittels Northern Blot und der

Einfluss auf die PAI-1-Proteinexpression mittels Western-Blot-Analysen untersucht.

441 Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch cAMP unter arteriellem pO; (16%

0O,) in primaren Rattenhepatozyten

Der Einfluss von cAMP auf die PAI-1-mRNA-Expression wurde untersucht, indem 24 h
kultivierte primare Hepatozyten nach einem Mediumwechsel mit 500 uM cAMP unter 16%
O, stimuliert wurden. Die Zellen wurden anschlieRend fiir 2 h, 4 h, 6 h und 8 h unter 16%
O, weiter kultiviert. Nach Ernte der Zellen und RNA-Isolierung wurde diese im Northern
Blot mit DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-1 und B-Actin) analysiert.

Die PAI-1-mRNA-Expression war nach 2 h Inkubation mit 500 uM cAMP unter 16% O, im
Vergleich zu der Kontrolle ohne cAMP auf das 1,5-fache erhéht. Nach 4 h konnte eine
deutliche Steigerung der Expression auf das 5-fache im Vergleich zu den Kontrollen
festgestellt werden. Die Induktion der PAI-1-mRNA-Expression war transient und sank
wieder auf das 3,5-fache nach 6 h Inkubation mit 500 uM cAMP im Vergleich zu den
Kontrollen. Nach 8 h Inkubation kam es zu einer weiteren Abnahme der PAI-1-mRNA-
Induktion auf das 2,5-fache (Abb. 17).

4.4.2 Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch cAMP unter vendsem pO; (8% O5)

in primaren Rattenhepatozyten

Der Einfluss von cAMP auf die PAI-1-mRNA-Expression unter vendsem pO;, (8% O,)
wurde untersucht, nachdem 24 h kultivierte primadre Hepatozyten nach einem
Mediumwechsel mit 500 uM cAMP stimuliert wurden. Die Zellen wurden anschlielend fur
4 h, 6 h und 8 h unter 8% O, weiter kultiviert. Nach Ernte der Zellen und RNA-Isolierung
wurde diese im Northern Blot mit DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-1 und B-

Actin) analysiert.

Die PAI-1-mRNA-Expression wurde nach 2 h Inkubation mit 500 uM cAMP unter 8% O,

im Vergleich zu der 16% O, Kontrolle ohne cAMP und auf das 4-fache erhdht. Nach einer
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Inkubation von 4 h konnte eine deutliche Steigerung der Expression auf das 7-fache
festgestellt werden. Die Induktion der PAI-1-mRNA-Expression sank auf das 6-fache nach
einer Inkubation von 6 h mit 500 uM cAMP und 8% O,. Nach 8 h Inkubation war die PAI-
1-mRNA-Induktion nur noch auf das 5-fache erhéht (Abb. 17).
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Abb. 17:  Induktion der PAI-1-mRNA-Expression durch cAMP in primdren
Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und venésem (8% O;) pO,. Primare
Rattenhepatozyten wurden fir 24 h unter arteriellem pO, (16% O5) kultiviert. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt und die Zellen fir 2 h, 4 h, 6 h und 8 h in Gegenwart von 500 uM cAMP unter
arteriellem (16% O;) und vendsem (8% O,) pO, weiter inkubiert. (A) In jedem Experiment wurde
die im Northern Blot gemessene mRNA-Menge unter 16% O, ohne cAMP 100% gesetzt. Die Werte
sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten. Statistik: Student’s t-Test fur
gepaarte Werte, p<0,05; * signifikante Differenz Kontrolle 16% O, vs. 16% O, + cAMP; xx
signifikante Differenz Kontrolle 8% O, vs. 8% O, + cAMP, p<0,05. (B) Northern Blot. Bei der
Northern-Blot-Analyse wurden 40 ug Gesamt-RNA kultivierter Rattenhepatozyten mit DIG-
markierter Antisense-PAl-1-RNA-Sonde oder Antisense-B-Actin-RNA-Sonde hybridisiert. Die
Chemilumineszenz-Signale wurden mittels Videodensitometrie quantifiziert. Kon: Kontrolle.

4.4.3 Modulation der PAI-1-Proteinexpression durch cAMP unter arteriellem (16% O,)

und vendsem (8% O,) pO, in primaren Rattenhepatozyten

Zur Untersuchung der Induktion des PAI-1-Proteins durch cAMP wurden 24 h kultivierte
primare Rattenhepatozyten nach einem Mediumwechsel mit 500 uM cAMP stimuliert. Die
Zellen wurden anschlieBend fur 12 h unter arteriellem (16% O,) und vendsem (8% O,)
pO. weiter kultiviert. Die Proteinspiegel wurden im Western Blot mit einem Antikérper

gegen das PAI-1-Protein der Ratte gemessen.

Nach 12 h Inkubation der Zellen unter 8% O, war die PAI-1-Proteinmenge 3-fach héher
als bei der Kontrolle unter 16% O,. cAMP steigerte den PAI-1-Proteinspiegel unter 16%
O, auf das 5-fache, wahrend unter 8% O, eine Induktion auf das 7-fache beobachtet
werden konnte (Abb. 18).
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Abb. 18:  Induktion der PAIl-1-Proteinexpression durch cAMP in priméaren
Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und venésem (8% O,;) pO,. Primare
Rattenhepatozyten wurden fiir 24 h unter arteriellem pO, (16% O,) kultiviert. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt und die Zellen fir 12 h in Gegenwart von 500 uM cAMP unter arteriellem (16%
0O,) und vendsem (8% O,) pO, weiter kultiviert. Von den Zellkulturen wurde 1 ml Medium flr die
Proteinbestimmung gewonnen und 50 ug im Western Blot mit einem Antikdrper aus Kaninchen
gegen Ratten-PAl-1-Protein (American Diagnostics, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Die
Detektion erfolgte mittels ECL (enhanced chemiluminescence). Die fur PAI-1 spezifischen Banden
liegen bei 49 kDa (Hauptbande) und 46 kDa; * signifikante Differenz Kontrolle 16% O, vs. 16% O,
+ cAMP; =x* signifikante Differenz Kontrolle 8% O, vs. 8% O, + cAMP, p<0,05. Kon: Kontrolle.

4.5 Modulation der Insulin-, Glucagon- und cAMP-induzierten PAI-1-
Genexpression durch Wortmannin, H7 und Rp-cAMPS in priméren

Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O,) und venésem (8% O,) pO,

451 Modulation der Insulin-induzierten PAI-1-Genexpression durch Wortmannin in
primaren Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und vendésem (8% O,)
PO

Da die PAI-1-mRNA- und Protein-Expression durch Insulin unter 16% O, und 8% O,
induziert wurde, sollte in den folgenden Experimenten untersucht werden, ob der
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Hemmstoff Wortmannin einen Einfluss auf die Insulin-

induzierte PAI-1-Expression hat.

Der Einfluss von Wortmannin auf die Induktion der PAI-1-mRNA durch Insulin wurde
untersucht, indem mit dem Hemmstoff Wortmannin (10 nM) die Zellen fir 1 h unter 16%
O, und 8% O, weiter inkubiert wurden. Nach der Vorinkubationszeit mit dem Hemmstoff
wurde die Insulinkonzentration im Medium bei einem Teil der Hepatozytenkulturen auf 5
nM erhoht. Die entsprechenden Hepatozytenkulturen ohne Hemmstoff oder Insulin, mit

Wortmannin und ohne Insulin und die Inkubationsansatze mit Wortmannin und Insulin
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wurden dann fur 4 h unter 16% O, und 8% O, weiter kultiviert (Versuchsaufbau siehe
Abb. 19). Nach Ernte der Zellen und RNA-Isolierung wurde diese im Northern Blot mit
DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-1, PCK und B-Actin) analysiert.
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Abb. 19:  Versuchsaufbau zur Untersuchung der Hemmwirkung durch Wortmannin, H7
und Rp-cAMPS. (A) Untersuchung auf mMRNA-Ebene: Ein Teil der bei 16% O, fir 24 h kultivierten
primaren Rattenhepatozytenkulturen wurde nach einem Mediumwechsel fir 1 h unter arteriellem
pO, (16% O,) nach bzw. ohne Zugabe von entweder Wortmannin (10 nM), H7 (20 uM) oder Rp-
cAMPS (10 puM bei den Kulturen fir Ggn und 50 uM bei den Kulturen fir cAMP) kultiviert.
Anschliefdend wurde bei den entsprechenden Inkubationsansatzen die Insulinkonzentration auf 5
nM, die Glucagonkonzentration auf 1 nM und die cAMP-Konzentration auf 500 uM erhoht. Die
Hepatozytenkulturen wurden fir 4 h unter 8% O, bzw 16% O, weiter kultiviert. (B) Untersuchung
auf Proteinebene: Fir die Proteingewinnung wurden Zellkulturen fir 24 h unter 16% und 8% O,
nach Zugabe der Hormone und Hemmstoffe, in den in der Grafik angegebenen Konzentrationen,
inkubiert. Ggn: Glucagon; Ins: Insulin; Wort: Wortmannin.

Zur Untersuchung der Hemmwirkung von Wortmannin auf die Insulin-induzierte PAI-1-
Proteinexpression wurden die Zellen fir weitere 24 h unter 16% und 8% O, inkubiert. PAI-
1-Protein wurde aus 1 ml Medium mittels Western Blot mit einem Antikérper aus

Kaninchen gegen PAI-1-Protein der Ratte gemessen.

Nach 4 h Inkubation konnte bei den Hepatozytenkulturen, die mit 5 nM Insulin unter 16 %
O, kultiviert waren eine PAI-1-mRNA-Induktion auf das 4,5-fache im Vergleich zu den
Kontrollen ohne Hemmstoff und ohne Hormon festgestellt werden. Bei den
Hepatozytenkulturen, die unter 8% O, in Gegenwart von 5 nM Insulin inkubiert wurden,
lag die PAI-1-mRNA-Induktion bei 6-fach. Bei den Inkubationsansatzen mit Wortmannin
bzw. Wortmannin und Insulin unter 16% O, und unter 8% O, konnte eine effiziente
Hemmung der Insulin-induzierten PAI-1-mRNA-Induktion beobachtet werden. Ferner war
die durch Hypoxie-induzierte PAI-1-mRNA-Induktion in Gegenwart von Wortmannin

ebenfalls reduziert.
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Als Kontrolle wurde die PCK-mRNA-Expression gemessen, die durch Insulin hemmbar ist.
Eine Aufhebung der Insulinwirkung durch Wortmannin sollte also dementsprechend zu

einer Derepression der PCK-mRNA fiihren.

Die PCK-mRNA-Expression war bei den mit Insulin inkubierten Zellansatzen gegentber
der Kontrolle erwartungsgemaf reduziert. Wortmannin selber hatte keinen Einflufd auf die
PCK-mRNA-Spiegel, jedoch konnte Wortmannin in Gegenwart von Insulin die Insulin-
vermittelte Repression der PCK-mRNA aufheben (Abb. 20).

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Hemmwirkung von Wortmannin auf die Insulin-
induzierte PAI-1-Proteinexpression korrespondierten mit den oben beschriebenen
Ergebnissen auf der mRNA-Ebene (Abb. 20).
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Abb. 20: Hemmung der Insulin-abhdngigen PAI-1-Genexpression durch Wortmannin in
primdren Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O,) und venésem (8% O,) pO.. 24 h unter
16% O, kultivierte primare Rattenhepatozyten wurden nach einem Mediumwechsel fur 1 h mit
Wortmannin (10 nM) inkubiert, bevor 5 nM Insulin hinzugegeben wurde und die Zellen unter
arteriellem pO, (16% O;) und vendsem pO, (8% O,) fur 4 h Kkultiviert wurden. Fir die
Proteingewinnung wurden die Zellen nach 24 h unter 16% O, und 8% O, geerntet. (A) In jedem
Experiment wurde die im Northern Blot gemessene mRNA-Menge unter 16% O, ohne Insulin oder
Wortmannin 100% gesetzt. Die Werte sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen
Experimenten. Statistik: Student’s t-Test fir gepaarte Werte, p<0,05. Signifikante Differenz =
Kontrollen vs. Insulin; signifikante Differenz ** Kontrolle 8% O, vs. 8% O, + Wortmannin. (B)
Northern und Western Blot: Bei der Northern-Blot-Analyse wurden 40 ng Gesamt-RNA kultivierter
Rattenhepatozyten mit DIG-markierter Antisense-PAl-1-RNA-Sonde, Antisense-B-Actin-RNA-
Sonde und Antisense-PCK-RNA-Sonde hybridisiert. Die Chemilumineszenz-Signale wurden mittels
Videodensitometrie quantifiziert. Western Blot: Aus den Zellkulturen wurde 1 ml Medium fur die
Proteinbestimmung gewonnen und 50 ug im Western Blot mit einem Antikdrper aus Kaninchen
gegen Ratten-PAl-1-Protein (American Diagnostics, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Die
Detektion erfolgte mittels ECL (enhanced chemiluminescence). Die fur PAI-1 spezifischen Banden
liegen bei 49 kDa (Hauptbande) und 46 kDa. Ins, Insulin; Kon, Kontrolle; Wort, Wortmannin.
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4.5.2 Modulation der Glucagon-abhangigen PAI-1-mRNA-Expression durch H7 und
Rp-cAMPS in primaren Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O,) und
vendsem (8% O,) pO,

Da die PAI-1-mRNA- und Protein-Expression durch Glucagon induziert wurde, sollte in
den folgenden Experimenten untersucht werden, ob die Hemmstoffe Rp-cAMPS und H7

einen Einfluss auf die Glucagon-induzierte PAI-1-Induktion haben.

Der Einfluss von H7 und Rp-cAMPS auf die Induktion der PAI-1-mRNA durch Glucagon
wurde untersucht, nachdem 24 h unter 16% O, kultivierte primare Hepatozyten nach
einem Mediumwechsel mit den Hemmstoffen H7 (20 uM) und Rp-cAMPS (10 uM) fir 1 h
unter 16% O kultiviert wurden, bevor die Glucagonkonzentration im Medium bei einem
Teil der Hepatozytenkulturen auf 1 nM erhéht wurde. Die entsprechenden
Hepatozytenkulturen wurden ohne Hemmstoffe oder Glucagon, mit H7 oder Rp-cAMPS
und ohne Glucagon und die Inkubationsansatze mit jeweils einem der Hemmstoffe und
Glucagon fir 4 h unter 16% O, und 8% O, weiter inkubiert (Versuchsaufbau siehe Abb.
17). Nach Ernte der Zellen und RNA-Isolierung wurde diese im Northern Blot mit DIG-
markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-1, PCK und B-Actin) analysiert.

Zur Untersuchung der Hemmwirkung von H7 und Rp-cAMPS auf die Glucagon-induzierte
PAI-1-Proteinexpression wurden die analog behandelten Zellen fur 24 h unter 16% und
8% O, inkubiert und das PAI-1-Protein aus 1 ml Medium im Western Blot mit einem

Antikorper aus Kaninchen gegen PAI-1-Protein der Ratte gemessen.

Nach 4 h Inkubation konnte bei den Hepatozytenkulturen, die mit 1 nM Glucagon unter 16
% Oy kultiviert wurden, eine PAI-1-mRNA-Induktion auf das 3,5-fache im Vergleich zu den
Kontrollen ohne Hemmstoff und Hormon festgestellt werden. Bei den Hepatozytenkulturen
unter 8% O, war die PAI-1-mRNA-Induktion 6-fach. Bei den Inkubationsansatzen mit H7
oder Rp-cAMPS bzw. H7, Rp-cAMPS und Glucagon konnte sowohl unter 16% O, als
auch unter 8% O, eine effiziente Hemmung der durch Glucagon induzierten PAI-1-mRNA-

Expression beobachtet werden (Abb. 21).

Erwartungsgemall war die PCK-mRNA-Expression nach Stimulation mit Glucagon
deutlich erhéht. Eine Hemmung der Glucagon-induzierten PCK-Expression durch H7 und
Rp-cAMPS konnte ebenfalls bei der PCK-mRNA-Expression beobachtet werden (Abb.
21).

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Hemmwirkung von H7 und Rp-cAMPS auf die
durch Glucagon induzierte PAI-1-Proteinexpression korrespondierten mit den oben
beschriebenen Ergebnissen auf mMRNA-Ebene (Abb. 21).
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Abb.21: Hemmung der Glucagon-abhidngigen PAI-1-Genexpression durch H7 und Rp-
cAMPS in primdren Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und venésem (8% O,) pO,.
24 h unter 16% O, kultivierte primare Rattenhepatozyten wurden nach einem Mediumwechsel mit
H7 (20 uM) oder Rp-cAMPS (10 uM) fiir 1 h inkubiert, bevor 1 nM Glucagon hinzugegeben wurde
und die Hepatozytenkulturen fir weitere 4 h unter 8% O, bzw 16% O, inkubiert wurden. Fir die
Proteingewinnung wurden die Zellen nach 24 h Kultur unter 16% O, und 8% O, geerntet. (A) In
jedem Experiment wurde die im Northern Blot gemessene PAI-1-mRNA-Menge unter 16% O, ohne
Glucagon, H7 oder Rp-cAMPS 100% gesetzt. Die Werte sind Mittelwerte + SEM von drei
unabhangigen Experimenten. Statistik: Student’s t-Test fiir gepaarte Werte, p<0,05. Signifikante
Differenz * 16% O, vs. 8% O,; ** Ggn vs. H7/Rp-cAMPS und Ggn + H7/Rp-cAMPS. (B) Northern
und Western Blot: Bei der Northern-Blot-Analyse wurden 40 ug Gesamt-RNA kultivierter
Rattenhepatozyten mit DIG-markierter Antisense-PAl-1-RNA-Sonde, Antisense-p-Actin-RNA-
Sonde und Antisense-PCK-RNA-Sonde hybridisiert. Die Chemilumineszenz-Signale wurden mittels
Videodensitometrie quantifiziert. Bei der Western-Blot-Analyse wurde von den Zellkulturen 1 ml
Medium fur die Proteinbestimmung gewonnen und 50 pg im Western Blot mit einem Antikdrper aus
Kaninchen gegen Ratten-PAI-1-Protein (American Diagnostics, Heidelberg, Deutschland)
analysiert. Die Detektion erfolgte mittels ECL (enhanced chemiluminescence). Die fur PAI-1
spezifischen Banden liegen bei 49 kDa (Hauptbande) und 46 kDa. Ggn: Glucagon; Kon: Kontrolle.
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453 Modulation der durch cAMP induzierten PAI-1-mRNA-Expression durch Rp-
cAMPS in primaren Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und vendsem
(8% O2) pO

Da die PAI-1-mRNA- und Protein-Expression durch cAMP induziert wurde, sollte in den
folgenden Experimenten untersucht werden, ob der Hemmstoff Rp-cAMPS einen Einfluf

auf die cAMP-induzierte PAI-1-Expression hat.

Der Einfluss von Rp-cAMPS auf die Induktion der PAI-1-mRNA durch cAMP wurde
untersucht, nachdem bei 24 h kultivierten primaren Hepatozytenkulturen nach einem
Mediumwechsel die Zellkulturen mit dem Hemmstoff Rp-cAMPS (50 uM) fir 1 h unter
16% O, kultiviert wurden, bevor die cAMP-Konzentration bei einem Teil der
Hepatozytenkulturen auf 500 uM erhéht wurde. Die entsprechenden Hepatozytenkulturen
ohne Hemmstoff oder cAMP, mit Rp-cAMPS und ohne cAMP und die Inkubationsansatze
mit Rp-cAMPS und Glucagon wurden flr 4 h unter 16% O, und 8% O, weiter inkubiert
(Versuchsaufbau siehe Abb. 17). Nach Ernte der Zellen und RNA-Isolierung wurde diese
im Northern Blot mit DIG-markierten Antisense-RNA-Sonden (PAI-1, PCK und B-Actin)

analysiert.

Nach 4 h Inkubation konnte bei den Hepatozytenkulturen, die mit 500 uM cAMP unter 16
% O, kultiviert wurden, eine PAI-1-mRNA-Induktion auf das 5-fache im Vergleich zu den
Kontrollen festgestellt werden. Bei den Hepatozytenkulturen unter 8% O, war die PAI-
mRNA-Induktion bei 7-fach. Bei den Inkubationsansatzen mit Rp-cAMPS oder Rp-cAMPS
und cAMP konnte eine effiziente Hemmung der durch cAMP induzierten PAI-1-mRNA-
Expression beobachtet werden (Abb. 22).
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Abb. 22:  Hemmung der cAMP-abhidngigen PAI-1-Genexpression durch Rp-cAMPS in
primédren Rattenhepatozyten unter arteriellem (16% O;) und venésem (8% O,) pO,. 24 h unter
16% O, kultivierte primare Rattenhepatozytenkulturen wurden nach einem Mediumwechsel mit Rp-
cAMPS (50 uM) fir 1 h inkubiert, bevor 500 uM cAMP hinzugegeben wurde und die Zellkulturen fir
weitere 4 h unter 8% O, bzw 16% O, inkubiert wurden. (A) In jedem Experiment wurde die im
Northern Blot gemessene mRNA-Menge unter 16% O, ohne cAMP oder Rp-cAMPS 100% gesetzt.
Die Werte sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten. Statistik: Student’s t-Test
fur gepaarte Werte, p<0,05. * signifikante Differenz 16% O, vs 8% O,; ** signifikante Differenz
cAMP vs. cAMP + Rp-cAMPS. (B) Northern Blot: Bei der Northern-Blot-Analyse wurden 40 pg
Gesamt-RNA kultivierter Rattenhepatozyten mit DIG-markierter Antisense-PAl-1-RNA-Sonde,
Antisense-p-Actin-RNA-Sonde und Antisense-PCK-RNA-Sonde hybridisiert. Die
Chemilumineszenz-Signale wurden mittels Videodensitometrie quantifiziert. Kon, Kontrolle.
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4.6 Modulation der Luciferase-Aktivitat durch Insulin und Glucagon in mit PAI-
1-Promotor-Genkonstrukten transfizierten primaren Rattenhepatozyten

unter arteriellem (16% O;) und venésem (8% O,) pO;

Um zu untersuchen, ob die Insulin- und Glucagon-abhangige Induktion der PAI-1-
Genexpression Uber eine bestimmte PAI-1-Promotorsequenz vermittelt wird, wurden
primar kultivierte Rattenhepatozyten mit PAI-1-Promotor-Luciferase-Genkonstrukten

transfiziert.

4.6.1 Modulation der Luciferase-Aktivitdt durch Insulin in mit PAI-1-Promotor-
Genkonstrukten transfizierten primaren Rattenhepatozyten unter arteriellem (16%
O;) und vendsem (8% O,) pO.,

Der PAI-1-Promotor enthalt zwei Hypoxie-responsive Elemente (HRE-1, -175/-158; HRE-
2 -165/-158) (vgl. Abb 7). Da Wortmannin sowohl die Hypoxie-abhangige, als auch die
Insulin-vermittelte Steigerung der PAI-1-Expression hemmte, sollte untersucht werden, ob
die Aktivierung des Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktors (HIF-1) Uber den
PI3K/PKB-Signalweg fir die Insulin-abhangige Modulation der PAI-1-Genexpression
verantwortlich ist. Dazu wurden Genkonstrukte, in denen das HRE-1 (pGL3PAI-766M1-
Luc) oder das HRE-2 (pGL3PAI-766M2-Luc) in der PAI-1-Promotorregion mutiert sind und
vor dem Luciferase-(Luc)-Gen fungieren, eingesetzt. Ferner wurde ein Konstrukt mit der
Wildtyp-PAlI-1-Promotorregion -766/+31 (pGL3PAI-766-Luc) eingesetzt.

Die Zellen wurden am Tag nach der Transfektion mit Insulin (20 nM) und Wortmannin (5
nM) behandelt und unter arteriellem (16% O;) und venésem (8% O;) pO, fur 24 h
inkubiert.

In mit pGL3PAI-766-Luc transfizierten Hepatozyten induzierte Insulin die Luc-Aktivitat 4-
fach unter arteriellem pO, und 6,5-fach unter venésem pO,. Durch Wortmannin wurde
sowohl die durch Insulin als auch die durch Hypoxie induzierte Luc-Aktivitat gehemmt. In
mit pGL3PAI-766M1-Luc und pGL3PAI-766M2-Luc transfizierten Hepatozyten wurde die
Luc-Aktivitat weder durch Insulin noch durch Hypoxie beeinflusst (Abb. 23).
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Abb. 23:  Modulation der Insulin-abhangigen Induktion der Luc-Aktivitat in mit PAI-1-
Promotor-Luciferase-Genkonstrukten transfizierten Hepatozyten unter arteriellem (16% O,)
und venésem (8% O;) pO,. (A) Der PAI-1-Promotor der Ratte mit seinen zwei Hypoxie-
responsiven Elementen (HRE-1, -2) und die HIF-1 Consensus-Sequenz BACGTSSK
(unterstrichen) (B=G/C/T; S=C/G; K=G/T) (Siehe Material 2.2.3). (B) Hepatozyten wurden mittels
der Calcium-Phosphat-Prazipitationsmethode unter arteriellem (16% O,) pO, 5 h mit pGL3PAI-766-
Luc- sowie deren mutieten Formen pGL3PAI-766M1-Luc- und pGL3PAI-766M2-Luc-
Genkonstrukten transfiziert und nach einem Mediumwechsel 24h unter arteriellem pO, kultiviert.
Bei den Konstrukten pGL3PAI-766M1 und M2 ist die PAI-1-Promotor-Wildtyp-Sequenz auf dem
oberen Strang dargestellt, der mutierte Strang darunter. Mutierte Basen in Kleinbuchstaben. Sterne
zeigen die Mutation an. Danach erfolgte ein erneuter Mediumwechsel und die Insulinkonzentration
wurde, wenn angegeben, auf 20 nM erhdht. Des Weiteren wurde Wortmannin zu bestimmten
Zellansatzen in einer Konzentration von 5 nM hinzugegeben. Die Zellen wurden dann fir weitere
24 h unter arteriellem (16% O,) und vendsem (8% O,) pO, kultiviert. In jedem Experiment wurde
die Luc-Aktivitat des jeweils transfizierten PAI-1-Promotor-Luc-Konstruktes unter 16% O, und ohne
Insulin oder Wortmannin = 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von 4 unabhangigen
Experimenten. Student’s t-Test fiir gepaarte Werte; p<0,05. * signifikante Differenz 16% O, vs 8%
O,; ** signifikante Differenz Kontrolle vs. Insulin. HIF-1: Hypoxie-induzierbarer Faktor 1; Ins,
Insulin; Kon, Kontrolle; Wort, Wortmannin.
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4.6.2 Modulation der Luciferase-Aktivitdt durch Glucagon in mit PAI-1-Promotor-
Genkonstrukten transfizierten primaren Rattenhepatozyten unter arteriellem (16%
O3) und vendsem (8% O,) pO,

Um herauszufinden, ob an der durch Glucagon vermittelten Induktion der PAI-1-
Genexpression ebenfalls die zwei Hypoxie-responsiven Elemente (HRE-1, -175/-158;
HRE-2, -165/-158) im PAI-1-Promotor beteiligt sind, wurden primar kultivierte
Rattenhepatozyten mit Genkonstrukten, in denen das HRE-1 (pGL3PAI-766M1-Luc) oder
das HRE-2 (pGL3PAI-766M2-Luc) in der PAI-1-Promotorregion mutiert sind und vor dem
Luciferase-Gen fungieren, fir die Transfektionen eingesetzt. Ferner wurde ein Konstrukt
mit der Wildtyp-PAIl-1-Promotorregion -766/+31 aus dem 5’-flankierenden Bereich
(pPGL3PAI-766-Luc) eingesetzt.

Die Zellen wurden am Tag nach der Transfektion mit Glucagon (10 nM) und H7 (10 uM)
behandelt und unter arteriellem (16% O,) und vendésem (8% O,) pO- fir 24 h inkubiert.

In mit pGL3PAI-766-Luc transfizierten Hepatozyten induzierte Glucagon die Luc-Activitat
5-fach unter arteriellem pO, und 8-fach unter vendsem pO,. Durch H7 wurde die durch
Glucagon induzierte Luc-Aktivitat unter 16% O, und 8% O, gehemmt. In mit pGL3PAI-
766M1-Luc und pGL3PAI-766M2-Luc transfizierten Hepatozyten wurde die Luc-Aktivitat
weder durch Glucagon noch durch Hypoxie beeinflusst (Abb. 24).
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Abb. 24:  Modulation der Glucagon-abhangigen Induktion der Luc-Aktivitat in mit PAI-1-
Promotor-Luciferase-Genkonstrukten transfizierten Hepatozyten unter arteriellem (16% O,)
und venoésem (8% O,) pO,. (A) Der PAI-1-Promotor der Ratte mit seinen zwei Hypoxie-
responsiven Elementen (HRE-1, -2) und die HIF-1 Consensus-Sequenz BACGTSSK
(unterstrichen) (B=G/C/T; S=C/G; K=G/T) (Siehe Material 2.2.3). (B) Hepatozyten wurden mittels
der Calcium-Phosphat-Prazipitationsmethode unter arteriellem (16% O;) pO, 5 h mit pGL3PAI-766-
Luc- sowie deren mutieten Formen pGL3PAI-766M1-Luc- und pGL3PAI-766M2-Luc-
Genkonstrukten transfiziert und nach einem Mediumwechsel 24 h unter arteriellem pO, kultiviert.
Bei den Konstrukten pGL3PAI-766M1 und M2 ist die PAI-1-Promotor-Wildtyp-Sequenz auf dem
oberen Strang dargestellt, der mutierte Strang darunter. Mutierte Basen in Kleinbuchstaben. Sterne
zeigen die Mutation an. Danach erfolgte ein erneuter Mediumwechsel und die
Glucagonkonzentration wurde, wenn angegeben, auf 10 nM erhéht. Des Weiteren wurde H7 zu
bestimmten Zellanséatzen in einer Konzentration von 10 uM hinzugegeben. Die Zellen wurden dann
fir weitere 24 h unter arteriellem (16% O;) und vendsem (8% O;) pO, kultiviert. In jedem
Experiment wurde die Luc-Aktivitat des jeweils transfizierten PAI-1-Promotor-Luc-Konstruktes unter
16% O, und ohne Glucagon oder H7 = 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 4
unabhangigen Experimenten. Student’s t-Test fir gepaarte Werte; p<0,05. * Signifikante Differenz
16% O, vs. 8% O,; ==+ signifikante Differenz Kontrolle vs. Glucagon. Ggn, Glucagon; HIF-1:
Hypoxie-induzierbarer Faktor 1; Kon, Kontrolle.
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5. DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in primar kultivierten Rattenhepatozyten die
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1)-Genexpression durch Insulin und Glucagon
positiv reguliert wird. Die Induktion konnte sowohl in Abhangigkeit von der
Hormonkonzentration als auch in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer auf der mRNA-
und Proteinebene nachgewiesen werden. Durch Transfektion von primar kultivierten
Rattenhepatozyten mit PAI-1-Promotor-Luc-Genkonstrukten wurde ebenfalls gezeigt,
dass die Insulin- und Glucagon-abhangige Induktion der PAI-1-Genexpression innerhalb
der ersten 766 bp des PAI-1-Promotors stattfindet und dass die zwei Hypoxie-responsiven
Elemente innerhalb dieser Promotorregion an der Insulin- und Glucagon-abhangigen PAI-

1-Genregulation beteiligt sein konnten.

5.1 Die Insulin-abhdngige Induktion der Ratten-PAl-1-Genexpression wird uber
den Phosphatidylinositol-3-Kinase- und Proteinkinase-B-Signalweg

vermittelt

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Insulin-abhangige Induktion der Ratten-PAl-1-
Genexpression Uber den PI3K/PKB-Signalweg, mdglicherweise durch den
Transkriptionsfaktor HIF-1 und seine Bindung an die Hypoxie-responsiven Elemente im

PAI-1-Promotor, vermittelt wird.
5.1.1 Der Hypoxie-induzierbare Faktor 1

HIF-1 ist ein Heterodimer, das aus zwei Untereinheiten, einer 120 kDa a- und einer 91-94
kDa B-Untereinheit, besteht (Wang GL et al. 1995; Wang GL und Semenza 1995). HIF-1
wurde als Zellkernprotein, das im Bereich der 3'-flankierenden Region des Erythropoetin-
Gens bindet, entdeckt (Semenza und Wang 1992). Wahrend die HIF-1a-Untereinheit als
ein neues Protein erkannt wurde, war die HIF-1p-Untereinheit identisch mit dem bereits
bekannten ARNT (aryl hydrocarbon receptor (AhR) nuclear translocator) Protein (Hoffman
et al. 1991). Neben HIF-1a (Wang GL et al. 1995; Wang GL und Semenza 1995) wurden
HIF-2a, das auch als HRF, HLF oder EPAS bekannt ist (Tian et al. 1997; Ema et al. 1997;
Flamme et al. 1997; Hogenesch et al. 1997), und HIF-3a (Gu et al. 1998) als weitere
Vertreter dieser Proteinfamilie nachgewiesen. Die Aminosauresequenzen der fiir die
Funktion von HIF-1a wichtigen Domanen (bHLH, PAS, ODDD (oxygen-dependent
degradation domain), amino- und carboxyterminale Transaktivierungsdomane) sind bei

HIF-2a ebenfalls zu finden und weisen im Vergleich zu den Sequenzen der HIF-1a-
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Domanen eine groRe Ahnichkeit auf (Tian et al. 1997; Wiesener et al. 1998; O’'Rourke et
al. 1999).

Die HIF-a-Untereinheiten und die ARNT-Proteine gehoéren zu einer strukturell verwandten
Proteinfamilie. Das aminoterminale Ende der Untereinheiten besitzt eine basische Helix-
Loop-Helix-Struktur (bHLH) und eine PAS-Domane. PAS ist ein Akronym flr die zuerst
entdeckten Vertreter dieser Proteinfamilie PER-ARNT-SIM (Per, periodic; SIM, single
minded) (Gu et al. 2000). Die bHLH-Doméane definiert eine grolte Familie von dimeren
Transkriptionsfaktoren bei Eukaryoten, bei denen die HLH-Domane die Dimerisierung und
die basische Domane die Bindung an die DNA vermittelt. Die bHLH-PAS-Proteine
gehdren zu einer relativ kleinen Transkriptionsfaktorenfamilie (Crews und Fan 1999), die
zusatzlich die PAS-Domane, zur Dimerisierung benutzen (Jiang et al. 1996). Die
Transkriptionsfaktoren werden durch Untereinheiten zweier Proteinklassen gebildet, die
miteinander Heterodimare bilden kénnen (Tab. 4). Zu den bHLH-PAS-Klasse I-Proteinen
gehdren die Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor-Untereinheiten. Alle Klasse |
Untereinheiten, wie HIF-1a, -2a und -3a koénnen potentiell mit den Klasse |l
Untereinheiten, ARNT (HIF-1B), ARNT2 oder ARNT3, Heterodimare bilden.

Tab.4: bHLH-PAS-Proteine

Klasse | Klasse Il

AhR’ ARNT (HIF-1p)™
CLOCK? ARNT2"

HIF-10° ARNT3 (BMAL1/MOP3)"
HIF-20 (EPAS1/HLF/HRF/MOP2)*

HIF-30°

NPAS1 (MOP5)°
NPAS2 (MOP4)’
Sim1®
Sim2°

(1) Burbach et al. 1992; (2) King et al. 1997; (3) Wang GL et al. 1995; (4) Ema et al. 1997; Flamme
et al. 1997; Hogenesch et al. 1997; Tian et al. 1997; (5) Gu et al. 1998; (6) Hogenesch et al. 1997;
Zhou et al. 1997; (7) Hogenesch et al. 1997; Zhou et al. 1997; (8) Fan et al. 1996; (9) Fan et al.
1996; (10) Hoffman et al. 1991; (11) Hirose et al. 1996; (12) Hogenesch et al. 1997; lkeda M und
Nomura 1997; Takahata et al. 1998.

AhR: aryl hydrocarbon receptor; bHLH: basische Helix-Loop-Helix-Struktur; BMAL: brain and
muscle ARNT-like; EPAS: endothelial PAS domain protein; HIF-1: Hypoxie-induzierbarer Faktor 1;
HLF: HIF-1a-like factor; HRF: HIF-1a-related factor; MOP: member of the PAS domain protein;
NPAS: neuronal PAS domain protein; PAS: periodic (PER)-aryl hydrocarbon-nuclear-translocator
(ARNT)-single minded (SIM).

HIF-10- und ARNT (HIF-1B3)-mRNA wird von vielen, wenn nicht sogar allen humanen und

Nagetier-Gewebszellen, exprimiert (Wenger et al. 1996; Wiener et al. 1996). Im
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Gegensatz dazu werden die anderen HIF-Untereinheiten in einigen wenigen
spezialisierten Gewben gebildet, wie z.B. HIF-2a, das durch im Wachstum befindliche
vaskulare Endothelzellen, Lungenzellen des Foetus und durch Katecholamin-
produzierende Zellen gebildet wird (Ema et al. 1997; Flamme et al. 1997; Hogenesch et
al. 1997; Tian et al. 1997; Jain et al. 1998; Tian et al. 1998). Durch sein ubiquitares
Vorkommen scheint HIF-1a eine besonders wichtige Rolle bei der Hypoxie-vermittelten
Signallbertragung auf die Transkriptionsaktivitdt zahlreicher Zelltypen zu spielen.
Tierexperimente zeigen ebenfalls, dass HIF-1 eine zentrale Rolle bei der Anpassung des
Organismus an Sauerstoffmangelsituationen, nicht nur auf zelluldrer sondern auch auf
systemischer Ebene, spielt (lyer et al. 1998; Ryan et al. 1998; Kotch et al. 1999; Yu AY et
al. 1999; Shimoda et al. 2001; Kline et al. 2002;).

5.1.2  Induktionswege des Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktors 1

Die Mechanismen, wie durch Hypoxie die Aktivierung von HIF-1 vermittelt wird, sind noch
nicht detailiert bekannt. Mdégliche Modelle zur Sauersoff-abhangigen Signaltransduktion
gehen von sauerstoffbindenden Hamproteinen und der Bildung reaktiver
Sauerstoffprodukte aus (Semenza 2000). Des Weiteren wurde eine Sauerstoff-abhangige
Prolin- und Asparaginhydroxylierung (lvan et al. 2001; Jaakkola et al. 2001; Lando et al.
2002 a; Lando et al. 2002 b) beschrieben. Der zuletzt genannte Mechanismus scheint
besonders wichtig fir die Stabilitat der HIF-1a-Untereinheit und ihre Rekrutierung durch
Coaktivatoren zu sein. Die Aktivitdt von HIF-1 wird in erster Linie durch die HIF-1a-
Untereinheit limitiert; wahrend unter O,-Einflul die HIF-1p-Untereinheit stabil bleibt, wird
die HIF-1a-Untereinheit mit einer Halbwartszeit von weniger als 5 min vergleichsweise
schnell deaktiviert. Fir die HIF-1a- und HIF-2a-Deaktivierung ist der Proteinabbau Uber
das Ubiquitin-Proteasom-System verantwortlich (Salceda und Caro 1997; Huang et al.
1998), was durch die Bindung des von-Hippel-Lindau-Tumorsupressor-Proteins (pVHL)
als E3-Komponente des Ubiquitin-Proteasom-Systems an HIF-1a vermittelt wird (lwai et
al. 1999; Maxwell et al. 1999; Tanimoto et al. 2000). Das pVHL bindet jedoch erst dann an
die HIF-1a-Untereinheit, wenn diese O,-abhangig an den Prolinresten P402 und P564
hydroxyliert wurde (Bruick und McKnight 2001; Epstein et al. 2001; Ivan et al. 2001;
Jaakkola et al. 2001; Masson et al. 2001; Yu F et al. 2001) (Abb. 25).

Die HIF-1-Transkriptionsaktivierung wird ebenfalls Uber die O,-abhangige Hydroxylierung
von HIF-1a und HIF-2a im Bereich der carboxyterminalen Transaktivierungsdomane
reguliert. Die Bindung der Transkriptionscoaktivatoren CBP/p300 an die HIF-1-
carboxyterminale Transaktivierungsdomane (TAD-C) ist flr die Transkriptionsinduktion

durch HIF-1 entscheidend (Arany et al. 1996; Ema et al. 1999). Diese Vorgange werden
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durch die O,-abhangige Hydroxylierung von HIF-1a am Asparagin 803 im TAD-C Bereich
durch FIH-1 (factor inhibiting HIF-1) negativ beeinflusst (Lando et al. 2002 a, Lando et al.
2002 b) (Abb. 25).
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Abb. 25:  Struktur und die Sauerstoff-abhangige Regulation von HIF-1a. (A) HIF-1a ist ein
Polypeptid, das aus 826-Aminosauren besteht. Die basische Helix-Loop-Helix (bHLH)-Domane und
die PAS-Domaéane (periodic (PER)-aryl hydrocarbon-nuclear-translocator (ARNT)-single minded
(SIM)) sind an der Heterodimerisierung der Untereinheiten beteiligt, was indirekt ebenso fir die
Bindung des HIF-1 an die DNA zustandig ist. Die regulatorischen Domanen von HIF-1a sind NLS-
N (aminoterminal nuclear localisation signal), NLS-C (carboxyterminal nuclear localisation signal),
die ODDD (oxygen-dependent degradation domain), die amino- und carboxyterminale-
Transaktivierungsdomane (TAD-N und TAD-C) sowie die transkriptionsinhibierende Doméane (ID)
(Semenza, 2000) (B) Sauerstoff-abhangige Hydroxylierungsvorgange, die die HIF-1a Stabilitat und
Transkriptionsaktivitat regulieren. Unter Oo,-Einfluss wird HIF-1a an Prolinresten 402 und 564
(P402 und P564) und am Asparaginrest 803 (N803), die im Bereich der carboxy- und
aminoterminalen Transaktivierungsdomanen lokalisiert sind, hydroxyliert (OH). Die Hydroxylierung
von P402 und P564 durch die Prolylhydroxylasen PHD-1, -2 oder -3 (ebenfalls als HIF-1a
Prolylhydroxylasen-1, -2 oder -3 bekannt) ist fur die Bindung des von-Hippel-Lindau-
Tumorsupressor-Proteins (VHL) erforderlich, das seinerseits den E3-Ubiquitin-Proteinligase-
Komlex (bestehend aus Elongin B, Elongin C, CUL2 und RBX1) rekrutiert und den Abbau von HIF-
1o Uber das Ubiquitin-Proteasom-System initiiert. Die Hydroxylierung von N803 durch die
Asparagin-Hydroxylase (Asn-Hydroxylase) FIH-1 (factor-inhibiting HIF-1) verhindert die Bindung
der TAD-N von HIF-1a mit der TAZ-Doméne (transcriptional adapter zinc binding 1 domain) des
Transkriptionscoaktivators p300 und CBP (CREB-binding protein), was eine wichtige Rolle bei der
Transkriptionsaktivierung durch HIF-1 von Hypoxie-responsiven Genen spielt (Semenza 2002).
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Abb. 26:  Modell der Regulation des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1. Bei Hypoxie liegt HIF-
1o in stabiler, nicht hydroxylierter Form vor und wird Uber den PI3K/PKB- oder MAP-Kinase-
Kaskade-Signalweg modifiziert. Der in den Nucleus translozierte HIF-1 (HIF-1a/HIF-1B) rekrutiert
Coaktivatoren und induziert die Transkription Hypoxie-responsiver Gene. Unter Sauerstoffeinfluss
wird HIF-1a durch die Sauerstoff-abhangige Prolylhydroxylase hydroxyliert und dem Abbau Uber
das Ubiquitin-Proteasom-System, was durch pVHL vermittelt wird, zugefihrt. Des Weiteren fihrt
die Sauerstoff-abhdngige Hydroxylierung von HIF-1a durch Asparagin-Hydroxylasen zur Hemmung
der Bindung der Transkriptionscoaktivatoren CBP/p300 (Wenger 2002). Erklarung siehe auch Text.
Ang II: Angiotensin Il; Asn: Asparagin; bHLH: basische Helix-Loop-Helix-Struktur; EGF: epidermal
growth faktor; Fe': Eisen2+; FGF-2: fibroblast growth factor-2; HIF-1a, -1B: Hypoxie-induzierbarer
Faktor-1a, -1B; His: Histidin; HRE: Hypoxie-responsives Element; IGF-1/2: insulin-like growth factor
1/2; Erk 1/2: extracellular-ligand-regulated kinase 1/2; IL-1fB: Interleukin-1p3; MEK: mitogen-
activated protein kinase kinase; PAS: (PER) periodic-(ARNT) aryl hydrocarbon receptor (AhR)
nuclear translocator-(SIM) single minded; PDGF: platelet-derived growth factor; PI3K:
Phosphatidylinositol-3-Kinase; PKB: Proteinkinase B; Pro: Prolin; PTEN: deletiertes Phosphatase-
Tensin-Homolog von Chromosom 10 mit einer Phosphoinositid-Lipid-3-Phosphatase-Aktivitat;
pVHL: von-Hippel-Lindau-Tumorsupressor-Protein; TAD-N, -C: amino- und carboxyterminale
Transaktivierungsdomane; TNF-a: Tumornekrose-Faktor-a; Ub: Ubiquitin.

Die an der HIF-1a-Regulation beteiligten Prolylhydroxylasen sind die drei HIF-
Prolylhydroxylasen (HPH)-1, -2 und -3 (Bruick und McKnight 2001; Epstein et al. 2001). In
seiner aktiven Form enthalten die Enzyme im aktiven Zentrum Fe®, wo a-Ketoglutarat
und O, schrittweise als Donor der benétigten Reduktionsaquivalente angelagert werden.
Bei der anschlieRenden Hydroxylierung wird ein Atom des Sauerstoffmolekils als Prolyl-
OH-Gruppe eingebaut, das andere Atom zur Oxidation der nach Decarboxylierung von o-
Ketoglutarat im entstehenden Succinatsemialdehyd vorhandenen Carbonylgruppe

verwendet. Ein Modell der moglichen regulatorischen Mechanismen, die an der
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Aktivierung bzw. Hemmung des Hypoxie-induzierbaren Faktors beteiligt sind, sind in Abb.

26 dargestellt.

In dieser Arbeit konnte in Transfektionsversuchen mit dem pGL3PAI-766-Luc-
Genkonstrukt, der die zwei Hypoxie-responsiven Elemente (HRE-1, -175/-158; HRE-2,
-165/-158) des PAI-1-Promotors enthalt, eine Induktion der Luc-Aktivitat unter arteriellem
und vendsem pO, durch Insulin beobachtet werden. Durch Wortmannin konnte die
Insulin- und Hypoxie-induzierte Luc-Aktivitdt gehemmt werden. Diese Beobachtung kann
dahingehend gewertet werden, dass sowohl bei der Insulin- als auch Hypoxie-abhangigen
Induktion der PAI-1-Genexpression der PI3K/PKB-Signalweg, beteiligt sein konnte. In
Transfektionsversuchen mit pGL3PAI-766M1-Luc und pGL3PAI-766M2-Luc, in denen das
HRE-1 (pGL3PAI-766M1-Luc) oder das HRE-2 (pGL3PAI-766M2-Luc) in der PAI-1-
Promotorregion mutiert sind und vor dem Luciferase-(Luc)-Gen fungieren, wurde die Luc-
Aktivitat weder durch Insulin noch durch Hypoxie beeinflusst. Diese Beobachtungen
flhren zu der Annahme, dass die zwei HRE-Promotorelemente an der PAI-1-
Genregulation Uber den PI3K/PKB-Signalweg durch Insulin und Hypoxie mit dem
Transkriptionsfaktor HIF-1 an der Regulation beteiligt sein kénnten. Experimente mit
humanen Prostatakarzinomzellen zeigten ebenfalls, dass der PI3K-Hemmstoff
Wortmannin und der Hemmstoff LY294002 die Induktion von HIF-1a durch Insulin und
EGF (epidermal growth faktor) aufheben kann (Jiang et al. 2001).

Es ist bekannt, dass Gene, deren Expression durch Hypoxie positiv reguliert wird und die
eine wichtige Rolle beim Glukose- und Energiemetabolismus spielen (Granner und Pilkis
1990; Loike et al. 1992; Taha et al. 1999) wie Erythropoetin (Masuda et al. 1997) und
VEGF (Sato K et al. 1995), ebenfalls durch Insulin induziert werden. Das fuhrte zu der
Annahme, dass die Hypoxie- und Insulin-Signalwege Gemeinsamkeiten aufweisen
kénnten (Pilkis und Granner 1992; Bunn und Poyton 1996).

In mit Insulin stimulierten humanen embryonalen Nierenzellen 293 und der humanen
Hepatomzelllinie HepG2 konnte eine Steigerung der HIF-1a-Proteinmenge beobachtet
werden (Feldser et al. 1999; Stiehl et al. 2002). In EMSA-Experimenten mit
Zellkernextrakten aus HepG2 Zellen und L8 Rattenskeletmuskelmyoblasten, die mit
Insulin stimuliert wurden, konnte durch Einsatz von Oligonukleotiden, die mit HRE-
Sequenzen des EPO-Gens korrespondierten, eine Induktion von aktiven HIF-1-
Komplexen gezeigt werden (Zelzer et al. 1998). Des Weiteren konnte durch Insulin die
Induktion eines Luc-Reporter-Genkonstrukts mit flinf Kopien des EPO-HRE als

Enhancerelement beobachtet werden (Zelzer et al. 1998).

Neben Insulin, konnte durch andere Hormone, Wachstums- und Gerinnungsfaktoren wie
IGF (insulin-like growth factor) (Zelzer et al. 1998; Feldser et al. 1999), Thrombin (Gorlach
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et al. 2001), Angiotensin Il (Richard et al. 2000) und TNF-a. (Tumornekrose-Faktor-a.)
(Hellwig-Burgel et al. 1999) eine Induktion der HIF-1a-Proteinmenge und Aktivitat
unabhangig von der Sauerstoffkonzentration gezeigt werden. Die genauen Mechanismen
und Signalwege dieser Beobachtungen sind noch nicht hinreichend bekannt, so dass
sowohl unterschiedliche MAPKs sowie der PI3K/PKB-Induktionsweg als mdgliche

Aktivierungsmechanismen in Frage kommen.

5.1.3 Die Rolle des PI3K/PKB-Signalwegs in der Aktivierung der Plasminogen-

Aktivator-Inhibitor-1-Genexpression

Die Befunde dieser Arbeit, dass PI3K an der Induktion der PAI-1-Genexpression beteiligt
sein koénnte, wird weiterhin durch die Beobachtung gestitzt, dass die durch den nerve-
growth-factor induzierte PAI-1-mRNA-Expression durch Wortmannin in
Rattenphdochromozytomzellen PC12 gehemmt werden konnte (Takahashi et al. 2000)
und dass die Insulin-induzierte PAI-1-Proteinexpression in der humanen Hepatomzelllinie
HepG2 durch den Hemmstoff LY294002 ebenfalls aufgehoben werden konnte (Banfi et al.
2001). Im Gegensatz zu den hier vorgestellten Ergebnissen wurde in einer anderen
Arbeit, die den Signaltransduktionsweg der Insulin-vermittelten Aktivierung der PAI-1-
Genexpression untersuchte, gezeigt, dass durch die PI3K eine Proteinkinase-C- und
schliellich MAP-Kinase-Aktivierung stattfindet (Banfi et al. 2001). Folglich scheint in
humanen Zellreihen unterhalb der PI3K mehr als nur ein Signalweg an der durch Insulin

vermittelten PAI-1-Genregulation beteiligt zu sein.

Der Transkriptionsfaktor, der die Expressionsaktivierung des humanen PAI-1 (ber den
PKC/MAPK-Signalweg in HepG2 Zellen vermittelt sowie die Position des Insulin-
responsiven Elements innerhalb des humanen PAI-1-Promotors wurden bisher noch nicht
identifiziert. In EMSA- und Cotransfektionsversuchen wurde gezeigt, dass drei Regionen
innerhalb des humanen PAI-1-Promotors, -777/-741, -157/-128 und -93/-62 fir die PAI-1-
Genaktivierung verantwortlich sein kénnten (Banfi et al. 2001). Hypoxie-responsive
Elemente im Bereich des humanen PAI-1-Promotors, entsprechend denen des Ratten-
PAIl-1-Pomotors, sind an Position -158/-151 und -194/-187 lokalisiert (Fink et al. 2002).
Die partielle Ubereinstimmung der HRE-Sequenz -158/-151 mit einer der putativen
Insulin-responsiven Sequenzen -157/-128 lasst erneut die Annahme zu, dass HIF-1 auch
an der Insulin-vermittelten Aktivierung des humanen PAI-1-Promotors beteiligt sein

kbnnte.

Des Weiteren wird angenommen, dass MAP-Kinasen die Transkriptionsaktivitat von HIF-1
Uber die Phosphorylierung ihrer regulatorischen Doméanen regulieren (Richard et al. 1999;
Zundel et al. 2000). Fir den PI3K/PKB-Signalweg wird angenommen, dass die

Regulierung der Aktivitdt von HIF-1 in erster Linie Uber die Stabilisierung der HIF-1a-
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Untereinheit vermittelt wird (Zundel et al. 2000; Sodhi et al. 2001). Es wurde ebenfalls
beschrieben, dass der PI3K/PKB-Signalweg an der NO-abhangigen (Sandau et al. 2000),
Thrombin-abhangigen (Gorlach et al. 2001), Heregulin-abhangigen (Laughner et al. 2001)
und Insulin-abhangigen (Treins et al. 2002) HIF-1-Aktivierung unter normalen

Sauerstoffkonzentrationen verantwortlich ist.

5.1.4 Insulin- und HIF-abhangige PAI-1-Genexpression unter physiologischen und

pathophysiologischen Gesichtspunkten

Die Induktion der PAI-1-Expression durch Insulin tGber HIF-1 kann eine Rolle in der
Genese kardiovaskularer Erkrankungen spielen. HIF-1 scheint an der Neovaskularisation
von ischamisch geschadigtem Myokard Uber eine VEGF-Aktivierung beteiligt zu sein
(Forsythe et al. 1996; Lee SH et al. 2000). Die PAI-1-Plasmakonzentration ist ebenfalls
bei Hyperinsulinamie, Hypertriglyceridamie, arterieller Hypertonie, Adipositas und
Diabetes mellitus Typ Il erhoht. Bei diesen Erkrankungen liegt ein gesteigertes Risiko fiir
kardiovaskulare Erkrankungen vor, was mit den erhdhten PAI-1-Konzentrationen im
kausalen Zusammenhang stehen konnte (Bastard et al. 2000; Kohler und Grant 2000).
Die Hemmung der Fibrinolyse durch die PAI-1-Uberexpression wird als ein mdglicher
Mechanismus beschrieben, der an der Genese von kardiovaskuldren Erkrankungen
insbesondere bei Hyperinsulinamie beteiligt ist (Wiman 1995). Daten hinsichtlich der
Expressionsinduktion des humanen PAI-1 durch Insulin in vivo sind zum Teil
wiedersprichlich. Manche in-vivo-Studien zu der Wirkung von Insulin auf die PAI-1-
Expression fanden durch Insulininfusionen keinen Effekt auf die PAI-1-Konzentration im
Blut der Probanden oder sogar eine Reduktion der PAI-1-Konzentration (Grant et al.
1990; Landin et al. 1991; Vuorinen-Markkola et al. 1992). Im Gegensatz dazu konnte eine
Induktion der PAI-1-Expression lokal durch Insulininfusionen beobachtet werden
(Carmassi et al. 1999). Des Weiteren wurde bei Hyperinsulindmie in Kombination mit
Hypertriglyceridamie und Hyperglycamie eine erhdhte PAI-1-Konzentration im Blutplasma

festgestellt (Calles-Escandon et al. 1998).

Weiterfihrende Experimente zur vollstdndigen Aufklarung der physiologischen Rolle der
PAI-1-Induktion durch Insulin und der daran beteiligten molekularen Mechanismen sind
vor allem fir das Verstandnis der Pathogenese von cerebro- und kardiovaskularen

Erkrankungen von besonderer Bedeutung.
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5.2 Die Glucagon-abhidngige Induktion der Ratten-PAl-1-Genexpression wird
tiber den zweiten Boten zyklisches Adenosin-3°,5-monophosphat (cAMP)

vermittelt

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Glucagon-abhangige Induktion der Ratten-PAI-1-
Genexpression Uber den second messenger cAMP vermittelt wird. Durch den
spezifischen kompetitiven cAMP-Hemmstoff RocAMPS wurde die Glucagon- und cAMP-
abhangige Induktion der PAI-1-Expression aufgehoben. Da in den durchgefihrten
Tranfektionsversuchen mit den HRE-mutierten-PAI-1-Promotor-Genkonstrukten die
Glucagon-abhangige Induktion nicht mehr nachgewiesen werden konnte, kénnte in den
Signalweg, Uber den mdoglicherweise die Induktion der PAI-1-Expression durch cAMP
stattfindet, ebenfalls eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 und seine Bindung

an die Hypoxie-responsiven Elemente im PAI-1-Promotor involviert sein.
5.2.1 Zellspezifische Regulation der PAI-1-Genexpression durch cAMP

In vielen Zellreihen, wie humanen Adipozyten, Thrombozyten und auch primar kultivierten
Hepatozyten konnte eine Regulation der PAI-1-Genexpression durch zyklische Nukleotide
oder Signalstoffe, die zur Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration flihren,
gezeigt werden. Dabei wurde kein einheitlicher Regulationseffekt durch cAMP, sondern
sowohl eine hemmende als auch aktivierende Wirkung in den unterschiedlichen

Zellsystemen beobachtet.

In Untersuchungen mit vaskularen Endothelzellen von Mensch, Ratte und Rind wurden
durch Forskolin, cAMP-Analoge-Substanzen oder IBMX (Isobutylmethylxanthin) die PAI-
1-mRNA-Konzentration (Konkle et al. 1990; Sugano et al. 2001), die PAI-1-Synthese
(Slivka und Loskutoff 1991; Zidovetzki et al. 1999) und die PAI-1-Proteinkonzentration im
Medium (Santell und Levin 1988; Rydholm et al. 1995) vermindert. Ahnliche Ergebnisse
erbrachten Experimente mit z.B. humanen Fibroblasten (Georg et al. 1990; Bergonzelli et
al. 1992; DiBattista et al. 1994), Epithelzellen der Lunge (Nerz) (Thalacker und Nilsen-
Hamilton 1992), glatten Muskelzellen (Ratte und Pawian) (Ren et al. 1997; Lau und Ho
2002), Sertolizellen (Ratte und Affe) (Liu et al. 1995; Le Magueresse-Battistoni et al.
1998), Osteoblasten (Fukumoto et al. 1992), Astrozyten (Tranque et al. 1992) und
Myoidzellen der Ratte (Nargolwalla et al. 1990).

Eine durch Prolactin und LH (luteotropes Hormon) induzierte PAI-1-Expression wurde in
Granulosazellen der Ratte beobachtet (Liu et al. 1998). Bei Keratinozyten, die mit
Dibutyryl-cAMP inkubiert wurden, konnte eine PAI-1-mRNA-Induktion beobachtet werden,
wobei eine PAI-1-Proteinkonzentrationserhéhung nicht nachgewiesen werden konnte
(Bator et al. 1998).
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Auch die Regulationsmechanismen der PAI-1-Expression in Fettgewebszellen durch
cAMP sind nicht genau bekannt. Bei Adipositas wurden im Plasma der Probanden
erhdhte PAI-1-Konzentrationen festgestellt, so dass das Fettgewebe als Quelle der
Uberproduktion angenommen wurde (Juhan-Vague et al. 2000; Lijnen und Juhan-Vague
2002). Die Inkubation von ausdifferenzierten Adipozyten mit IBMX flihrte zu einer
erhdhten Expression von PAI-1-Protein, wahrend Glucagon keinen nennenswerten Effekt
auf die PAI-1-Expression hatte (Seki et al. 2001). Experimente mit humanen
Fettgewebsexplantaten und primar kultivierten humanen Adipozyten zeigten durch cAMP
eine Reduktion der PAI-1-mRNA-Konzentration (Halleux et al. 1999; Gottschling-Zeller et
al. 2000).

Die Regulation der PAI-1-Expression durch cAMP in Hepatozyten und Leberzelllinien ist
ebenfalls nicht einheitlich. Die basale PAI-1-Expression der Rattenleber in vivo und bei
primar kultiviertern Rattenhepatozyten ist gering. Durch Inkubation von Hepatozyten mit
cAMP oder Substanzen, die zu einer Erhéhung der cAMP-Konzentration flihren, wird die
PAI-1-Genexpression, was auch in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, induziert
(Heaton et al. 1989; Uno et al. 1997). Im Gegensatz dazu kommt es in Hepatomzellreihen
oder proliferierenden Hepatozytenkulturen, die eine erhdhte basale PAI-1-
Expressionsaktivitdt aufweisen, zu einer Hemmung der PAI-1-Bildung durch cAMP
(Heaton und Gelehrter 1990; Uno et al. 1998).

Im Gegensatz zu dieser Arbeit mit primaren Hepatozyten zeigen Untersuchungen mit der
Rattenhepatomzellreihe HTC zu den Regulationsmechanismen der PAI-1-Expression
durch cAMP, dass diese durch eine posttranskriptionelle Regulation des PAI-1-mRNA-
Abbaus stattfinden konnte (Heaton et al. 2003). An diesen Vorgangen ist ein Bereich von
ca. 134 Nucleotiden in der 3 -untranslantierten Region der PAI-1-mRNA beteiligt (Heaton
et al. 1998). Im Bereich dieser PAI-1-cAMP-responsiven Sequenz (PAI-CRS) wurden
Adenin- und Uracil-reiche Regionen gefunden, wobei in erster Linie die A-reiche Region
fur die Stabilitdt der PAI-1-mRNA verantwortlich zu sein scheint (Tillmann-Bogush et al.
1999) (Abb. 27). Des Weiteren konnte eine Interaktion dieser Region mit einem neu
entdeckten Protein, das als PAI-RNA-bindendes Protein 1 (PAI-RBP1) benannt wurde,
nachgewiesen werden, das an der Regulation der PAI-1-mRNA-Stabilitat durch zyklische
Nukleotide beteiligt zu sein scheint (Heaton et al. 2001). Die genauen
Regulationsmechanismen der PAI-1-Expression Uber eine posttranskriptionelle
Modifikation der PAI-1-mRNA sind derzeit nicht genau bekannt. Ebenso ist unklar, ob
dieser Weg auch in anderen Zellsystemen an der Regulation der PAI-1-Expression durch
zyklische Nukleotide beteiligt ist und warum in den oben erwahnten Zellreihen, wie auch

in dieser Arbeit, durch cAMP eine Induktion der PAI-1-Expression stattfindet.
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In einer weiteren Arbeit, die die Regulation der PAI-1-Expression durch cAMP und
Proteinkinase C untersucht, reduzierte Forskolin, die durch PMA (Phorbol-12-myristate-
13-acetate) induzierte PAI-1-mRNA-Expression in humanen MCF7 Brustkarzinomzellen.
Transfektionsversuche zeigten aber, dass beide Effekte Uber PAI-1-Promotorsequenzen
im 5’-flankierenden Bereich vermittelt werden, was, wie die vorliegende Arbeit, fiir einen
Regulationsmechanismus auf der Transkriptionsebene spechen wirde (Knudsen et al.
1994).

5'— codierende Sequenz AAAAA. A3
‘19q£o %Q{{'b %chb‘
| U-Region | A-Region]|
PAI-1 CRS

Abb. 27:  Die cAMP-responsive Region in der PAI-1-mRNA. Erklarung siehe Text. A: Adenin;
U: Uracil; PAI-1: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1; CRS: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1-cAMP-
responsive Sequenz.

5.2.2  Alternative Signaltransduktionswege des second messengers cAMP

Die Glucagonwirkung wird Uber einen Glucagonrezeptor vermittelt, der aufgrund seiner
Struktur zur Gruppe der R7G- oder 7TMD-Rezeptoren gehért (Jelinek et al.1993; Mayo et
al. 2003). An der Signaltransduktion des Glucagonrezeptors sind G-Proteine beteiligt:
Gsa, das zur Aktivierung der Adenylatzyklase, cAMP-Bildung und Proteinkinase-A-
Aktivierung fuhrt und G,, das die Phospholipase C aktiviert, was zur Bildung von Inositol-
1,4,5-triphosphat und intrazellularer Calziumkonzentrationserhéhung fiihrt. Neben
Glucagon wird auch die Signaltransduktion weiterer Hormone, wie z.B. der
Hypophysenhormone ACTH (adrenocorticotropes Hormon), FSH (Follikel stimulierendes
Hormon), LH (luteotropes Hormon) oder TSH (Thyreoidea stimulierendes Hormon) tber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und eine Erhéhung der intrazellularen cAMP-

Konzentration vermittelt.

Der second messenger cAMP (zyklisches Adenosin-3",5-monophosphat) wurde erstmals
1968 mit cAMP-abhangigen Proteinkinasen als deren Aktivator in Verbindung gebracht
(Langan 1968; Walsh et al. 1968; Kuo und Greengard 1969), wodurch ein Prototyp fiir die
Signallibertragung vieler Hormone und anderer Stimulie wie Wachstumsfaktoren und
Neurotransmitter etabliert wurde. Bis heute wurde dieses Modell Uber die Entdeckung
einer Vielzahl von Isoformen der Adenylatzyklase (Sunahara et al. 1996; Hanoune et al.
1997), Phosphodiesterasen (Conti 2000) und Proteinkinasen A (PKA) (Jahnsen et al.
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1986) sowie von PKA-Ankerproteinen (Scott und McCartney 1994; Pawson und Scott
1997; Carr et al. 1999) erweitert. Ebenso konnte gezeigt werden, dass einige der cAMP-
Effekte Uber den Transkriptionsfaktor CREB (cAMP-responsive-element-binding protein)
(Gonzalez und Montminy 1989; Habener et al. 1995; Shaywitz und Greenberg 1999) und
die Coaktivatoren CBP/p300 (CREB-binding protein) (Arias et al. 1994; Kwok et al. 1994)
vermittelt werden. CREB ist jedoch nicht der einzige Transkriptionsfaktor, der durch die
intrazellulare Konzentrationserhéhung von cAMP aktiviert wird. In Ovarien werden
beispielsweise durch eine cAMP-Erhéhung Sp1 (stimulatory protein 1), USF (upstream
stimulatory factor) und die Ostrogenrezeptoren o/p aktiviert (Morris und Richards 1996;
Alliston et al. 1997; Clemens et al. 1998; Sharma et al. 1999; Chen S et al. 2000). Die
Rekrutierung weiterer Faktoren wie Egr-1 (early growth response protein 1), der AP-1-
Komponenten Fra2 und JunD sowie C/EBPB wurde durch cAMP ebenfalls induziert
(Sirois und Richards 1993; Sharma und Richards 2000). CREB seinerseits kann nicht nur
durch die PKA, sondern auch durch z.B. Calmodulinkinase IV und RSKB (ribosomale S6
Kinase B) phosphoryliert werden (Habener et al. 1995; Pierrat et al. 1998; Shaywitz und
Greenberg 1999). Der Coaktivator CBP/p300 bindet ebenfalls nicht nur an CREB,
sondern an eine Vielzahl anderer Transkriptionsfaktoren wie z.B. NFxB (nuclear factorkB)
(Gerritsen et al. 1997), an Vertreter der Kernrezeptorfamilie (Kurokawa et al. 1998), HIF-1
(Arany et al. 1996; Ema et al. 1999) und andere (Kawasaki et al. 1998 a; Yuan et al.
1999). Fir die Funktion der PKA konnte gezeigt werden, dass sie an der Hemmung und
auch Aktivierung anderer Signalkaskaden wie z.B. der MAP-Kinase-Kaskade in
zellspezifischer Weise beteiligt ist (Vossler et al. 1997; Maizels et al. 1998; Gonzalez-
Robayna et al. 2000; Qiu et al. 2000). Auch die G-Protein-Untereinheiten § und y weisen
neben der Steuerung der Aktivitdt von Gas und AC-Aktivierung weitere regulierende
Funktionen auf (Stephens et al. 1997; Metjian et al. 1999; Murga et al. 2000; Ueda et al.
2000). In spezialisierten Zellen, wie denen des olfaktorischen Systems, wurden durch
zyklische Nukleotide regulierte lonenkanale gefunden, die durch cAMP direkt aktiviert
werden koénnen (Dhallan et al. 1990; Goulding et al. 1994). Dieses sind nur einige
Beispiele der Vielzahl an Signalmechanismen, die Gber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
und cAMP als second messenger vermittelt werden kénnen. Sie fiihren jedoch zu der
Annahme, dass das lineare Modell der PKA-Aktivierung durch cAMP lediglich einen Teil
von moglichen Interaktionen der intrazellularen Signaltransduktionswege iber cAMP
darstellt (Bhalla und lyengar 1999).

Beobachtungen, dass nicht alle der Gber TSH vermittelten Effekte durch Stimulation von
Thyreoidzellen mit PKA erzielt werden konnen, fihrten zu der Annahme, dass weitere
cAMP-abhangige jedoch PKA-unabhangige Signalmechanismen existieren missen, die

durch TSH vermittelt werden. PKA alleine konnte die Zellproliferation oder die
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Thyreoglobulin-Expression nicht induzieren, obwohl die Thyreoperoxidase-Expression
durch PKA alleine induziert wurde (Dremier et al. 1997). In Anlehnung an diese
Ergebnisse wurden auch in anderen Zellsystemen cAMP-vermittelte jedoch PKA-
unabhangige Signaltransduktionsmechanismen angenommen, wie z.B. bei der MAPK-
Aktivierung in Melanozyten (Busca et al. 2000), der durch FSH induzierten
Zelldifferenzierung in Granulosazellen (Gonzalez-Robayna et al. 2000), bei der
Expressionsinduktion des fibrilaren sauren Proteins in Gliazellen (Anciaux et al. 1997), der
Actindepolarisation in Skelettmuskelzellen (Hirshman et al. 2001) sowie bei Hemmung der
Interleukin-5-Freisetzung durch humane T-Lymphozyten (Staples et al. 2001). Die
Annahme, dass diese zellspezifischen cAMP-abhangigen Vorgange nicht tber die PKA
vermittelt werden basierten in erster Linie auf der Beobachtung, dass durch den PKA-
spezifischen Hemmstoff H89 keine Hemmung dieser Effekte erzielt werden konnte. In
Zusammenschau dieser Ergebnisse wurde die Existenz und ebenso eine wichtige
Bedeutung von PKA-unabhangigen Mechanismen angenommen, die an der
Signaltransduktion von cAMP beteilgt sind und gleichzeitig die PKA als Hauptvermittler
der cAMP-Wirkung in Frage gestellt.

1998 wurden in zwei Publikationen neue Gene beschrieben, deren Proteinprodukte cAMP
mit dhnlicher Affinitdt binden kdnnen, wie die regulatorischen Untereinheiten der Typ |
PKA (de Rooij et al. 1998; Kawasaki et al. 1998 b). Des Weiteren wurde durch die beiden
Arbeitsgruppen gezeigt, dass die neuen cAMP-bindenden Proteine Regionen aufwiesen,
deren Struktur und Funktion denen von GEFs (Guanine nucleotide exchange factors)
entsprach, die Ras-ahnliche GTP-asen durch den Austausch von GDP gegen GTP
aktivieren kénnen. In Anlehnung an diese Ergebnisse wurden die neuen Proteine als
cAMP-GEF | und Il bzw. Epac | und Il (Exchange proteins activated by cAMP) benannt.
Wahrend Epac |, wie die PKA, in vielen unterschiedlichen Zelltypen gleichermalen
exprimiert wird, findet man die Epac-ll-Bildung nur in Gehirn- und Nebennierenzellen
(Kawasaki et al. 1998 b).

Rap1 war die erste GTP-ase, fur die eine Aktivierung durch Epac beschrieben wurde (de
Rooij et al. 1998; Kawasaki et al. 1998 b). Die Struktur der GTP-ase weist eine mehr als
50%ige Homologie zu der von Ras auf (Pizon et al. 1988; de Rooij et al. 1998; Kawasaki
et al. 1998 b) und sowohl die GTP- als auch die putative katalytische Domane von Rap1
und Ras sind identisch, so dass eine mdgliche Regulation der gleichen Substrate durch
Ras und Rap1 angenommen wird (Bos 1998). Weitere Untersuchungen zeigten ebenfalls,
dass Rap2 (Nancy et al. 1999; de Rooij et al. 2000) und moglicherweise auch Ras (Pham
et al. 2000) durch die cAMP-GEFs aktiviert werden kénnen.

Eine weitere strukturelle Besonderheit von Epac | und Il ist deren DEP (Dishevelled, Egl-

10, Plecstrin)-Domane, die fiir die Translokation der Enzyme an die Plasmamembran
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verantwortlich ist (de Rooij et al. 2000) (Abb. 8). Diese Positionierung bringt die cAMP-
GEFs in die Nahe weiterer an der Plasmamembran lokalisierter Enzyme, wie PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase), PDK1 (Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase 1) und
PKB (Proteinkinase B) (Kandel und Hay 1999). Fir die Translokation der cAMP-GEFs in
die Mitochondrien scheint jedoch eine Struktursequenz im N-terminalen Bereich
verantwortlich zu sein (Qiao et al. 2002). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die
Lokalisation der Epacs vom Stadium des Zellzyklus, in dem sich die Zellen befinden,
abhangig ist; wahrend in der Metaphase Epacs in erster Linie im Bereich der
Mitosespindel und der Zentriolen zu finden sind, sind sie in der Interphase und zum Ende
des Zellzyklus perinukleéar lokalisiert (Qiao et al. 2002). Diese Ergebnisse zeigen, dass
Epacs eine wichtige Rolle bei mitotischen Vorgangen spielen kdnnten. Fur die
unterschiedliche cAMP-Wirkung auf die PAI-1-Expression in den verschiedenen Zelltypen
koénnten diese Ergebnisse ebenfalls eine Rolle spielen, denn die beobachtete Hemmung
bzw. Induktion der PAI-1-Expression durch cAMP scheint in den untersuchten Zellreihen
ebenfalls von deren Wachstumsstadium abhangig zu sein (Heaton et al. 1989; Heaton
und Gelehrter 1990; Uno et al. 1997; Uno et al. 1998)

Epacl N (DEP)— CAMP @ C
Epac Il N— cAMP-A —( DEP)— cAMP-B @ C

Abb. 28:  Struktur von Epac | und Il. Im C-terminalen Bereich gehoren zur katalytische Region
die CDC25-Homologie-Domane und REM (Ras exchange motif), die flir den Nucleotidaustausch
zustandig sind. Obwohl die CDC25-Homologie-Domane alleine die katalytischen Vorgange
vermitteln kann, was bei der GTP-ase Sos nachgewiesen werden konnte, (Coccetti et al. 1995;
Lenzen et al. 1998) wird fir REM eine die katalytische Aktivitdt modulierende Funktion
angenommen (Margarit et al. 2003). Im N-terminalen regulatorischen Bereich befinden sich die
cAMP-bindende Doméne und die DEP (Dishevelled, Egl-10, Plecstrin)-Domane. Die DEP-Doméne
vermittelt die Lokalisation von Epac im Bereich der Plasmamembran und ist nicht an den
regulatorischen Vorgangen beteiligt. Die cAMP-bindende Domane hemmt die katalytische Funktion
von Epac in Abwesenheit von cAMP. Die Hemmung wird durch Bindung von cAMP aufgehoben.
Epac Il besitzt eine zweite cAMP-bindende Doméane im N-terminalen Bereich (cCAMP-B). Diese
scheint zur Aufrechterhaltung der inaktiven Form von Epac Il jedoch nicht notwendig zu sein (de
Rooij et al. 2000).

Die Entdeckung von Epac wirft eine Vielzahl von Fragen in Bezug auf die molekularen
Mechanismen der cAMP-vermittelten Signaltransduktion auf. Beide cAMP-regulierten
Proteine, sowohl PKA als auch Epac, werden gleichermassen in vielen unterschiedlichen
Zelltypen exprimiert (de Rooij et al. 1998; Kawasaki et al. 1998 b), so dass eine
intrazellulare Konzentrationserhéhung von cAMP auch zur Aktivierung beider Enzyme und

moglicherweise zur Aktivierung weiterer Zielproteine flhrt. Es ist denkbar, dass wahrend
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PKA zur Aktivierung der bekannten Signalwege fihrt, durch Epac eine Verbindung bzw.

die Aktivierung anderer Tranduktionswege stattfindet.

Die Mechanismen, die zu den unterschiedlichen zellspezifischen Effekten von cAMP
fuhren, sind noch unklar, wobei die durch cAMP aktivierten Epacs als alternativer
Signaltransduktionsweg des cAMP fur das Verstandnis der unterschiedlichen durch
cAMP-vermittelten Effekte von besonderer Bedeutung zu sein scheinen. Es wird
angenommen, dass die wachstumshemmende Wirkung von cAMP zum Teil Uber die
Hemmung des Ras/MAPK-Signalwegs durch PKA vermittelt wird (Qiu et al. 2000). Es
wurde jedoch auch eine Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade durch cAMP beobachtet
(Frodin et al. 1994; Vossler et al. 1997; Klinger et al. 2002).

Zu einem Modell, wie die MAP-Kinase-Kaskade durch cAMP aktiviert werden kann,
fuhrten folgende Beobachtungen. Als Antwort auf die intrazellulare Erhdhung der cAMP-
Konzentration wurde eine erhéhte Epac-Aktivitdt beobachtet (Altschuler et al. 1995;
Vossler et al. 1997; Bos et al. 2001), die dann Rap1 aktivieren (de Rooij et al. 1998;
Kawasaki et al. 1998 b). Es konnte gezeigt werden, dass in vitro B-Raf (Raf1) ein Substrat
der GTPase Rap1 ist und durch diese aktiviert werden kann (Ohtsuka et al. 1996).
Aufgrund dieser Beobachtungen sieht das Modell, wie der MAPK-Signalweg durch cAMP
aktiviert wird wie folgt aus: G-Protein-gekoppelter Rezeptor / Adenylatzylatzyklase / cAMP
/ Epac / Rap1 / Raf1 (Ohtsuka et al. 1996; Vossler et al. 1997; de Rooij et al. 1998;
Kawasaki et al. 1998 b).

Rap1 kann jedoch zelltypspezifisch auch durch Diacylglycerol, Phospholipase C und
Calzium aktiviert werden (Franke B et al. 1997; McLeod et al. 1998; Zwartkruis et al.
1998;), so dass vielleicht auch noch weitere Wege existieren, die zur Aktivierung von
Rap1 flhren (M'Rabet et al. 1998). Rap1 kann auch durch die PKA in seinem C-
terminalen Bereich phosphoryliert werden (Quilliam et al. 1991), was zu der Annahme
fuhrte, dass Rap1 durch diese Phosphorylierung aktiviert wird (Vossler et al. 1997). Die
Rap1S180-Mutante, in der die PKA-Phosphorylierungsstelle fehlt, kann jedoch durch
Epac als Antwort auf erhéhte cAMP-Konzentrationen weiterhin aktiviert werden (de Rooij
et al. 1998). Dartiberhinaus wird die biologische Funktion von Drosophila-Rap1 durch die
Mutation der PKA-Phosphorylierungsstelle nicht beeintrachtigt (Asha et al. 1999).

Welchen Stellenwert diese Prozesse in vivo einnehmen, ist jedoch noch unklar.

5.2.3  Alternative Aktivierungswege der Proteinkinase B

Entsprechend der zahlreichen durch cAMP regulierten Vorgange beeinflusst cAMP die
MAP-Kinase-Kaskade (Burgering et al. 1993; Wu et al. 1993; Graves et al. 1993; Cook
und McCormick 1993; Frodin et al. 1994), den IP3-, Ca*-abhangigen (DeBernardi und
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Brooker 1996; Rogue et al. 1998), den Jak/STAT- (David et al. 1996) oder auch den
PI3K/PKB-Signalweg (Monfar et al. 1995; Du und Montminy 1998). Der PI3K/PKB-
Transduktionsweg spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Zellproliferation und
Apoptose (Rameh und Cantley 1999; Datta et al. 1999). Interessanterweise sind die
cAMP-Effekte auf den PI3K/PKB-Signalweg zelltypspezifisch, wahrscheinlich PKA-
unabhangig und seine Aktivierung korreliert mit den mitogenen Effekten von cAMP (Cass
et al. 1999). Welche Rolle Epacs bei diesen Beobachtungen spielen, ist noch unklar.
Angenommen wird ein Modell, bei dem PKA und Epac eine antagonistische Wirkung auf
die PKB-Aktivitat haben. Dabei fiihrt Epac zur PI3K-abhangigen Aktivierung der PKB
durch die Rap1-Aktivierung, wahrend PKA die PKB-Aktivitat hemmt (Mei et al. 2002)
(Abb. 29).

Fir die Modulation des PKB-Weges durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren scheinen die
By-Untereinheiten der G-Proteine eine PI3K-abhangige Aktivierung der PKB zu vermitteln.
Die By-Untereinheiten kdnnen die p110y-Isoform der PI3-K aktivieren und schaffen damit
erneut eine Beziehung zwischen den zwei Signaltransduktionsmechanismen, dem PI3K /
PDK1 / PKB-Weg und dem der, wie der Glucagon-Signalweg, tber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren vermittelt wird (Stephens et al. 1997; Metjian et al. 1999; Murga et al. 2000;
Ueda et al. 2000).

In weiteren Arbeiten wurde eine PI3K-unabhangige Aktivierung der PKB durch PKA
beobachtet (Sable et al. 1997; Filippa et al. 1999). Es wird angenommen, dass PKB nicht
durch eine direkte Phosphorylierung durch die PKA aktiviert wird, da die Mutation der
einzigen fir PKA moglichen Phosphorylierungsstelle bei PKB, Serin (Ser)422, die
Aktivierung der PKB durch PKA nicht beeintrachtgt (Filippa et al. 1999). Ferner konnte der
PI13K-spezifische Hemmstoff Wortmannin die durch Forskolin induzierte PKB-Aktivierung
nicht aufheben (Sable et al. 1997). Es wurde gezeigt, dass PKB durch die
Phosphorylierung an Threonin (Thr)308 aktiviert wird, wahrend das Vorhandensein der
Phosphorylierungsstelle Serin (Ser)473 der PKB, fir die Aktivierung der Kinase, nach
Stimulierung mit Forskolin, nicht notwendig zu sein scheint (Filippa et al. 1999). Bei der
PKB-Aktivierung durch die CaM-K-Kinase (Ca*- und Calmodulin-abhéngige
Proteinkinase Kinase) konnte ebenfalls eine PI3K-unabhangige Phosphorylierung an
Threonin (Thr)308 nachgewiesen werden (Yano et al. 1998). Auch fir die PKB-
Aktivierung durch PDGF scheint die Phosphorylierung an Serin (Ser)473 nicht notwendig
zu sein (Bellacosa et al. 1998). Neben cAMP wurde auch durch Stressfaktoren, wie Hitze
und Hyperosmolaritat, eine PI3K-unabhangige Aktivierung der PKB beschrieben (Konishi
et al. 1997).
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Abb.29:  Modell der PI3K/IPKB- und MAP-Kinase-Kaskade-Aktivierung tliber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren und cAMP. Erklarung siehe Text. AC: Adenylatzyklase; cAMP:
zyklisches Adenosin-3’,5-monophosphat; Epac: Exchange proteins activated by cAMP; Erk1/2:
extracellular-ligand-regulated kinase; Gas, Gpy und G-Prot: G-Proteine; MEK: mitogen-activated
protein kinase kinase; PDK1: Phosphoinositid-abhéngige Proteinkinase; PI3K:

Phosphatidylinositol-3-Kinase; PKA: Proteinkinase A; PKB: Proteinkinase B; TF:
Transkriptionsfaktor.
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Die hier genannten modglichen Interaktionswege der Signaltransduktionsmechanismen
zeigen, dass Uber den second messenger cAMP viele zellulare Prozesse und
Signalkaskaden beeinflusst werden kdnnen. Einige davon sind sicherlich zellspezifisch
und die genaue Formulierung der bisher moglichen Modelle und ihre Relevanz fir die

PAI-1-Expression in unterschiedlichen Zellsystemen sind von groRer Bedeutung.

524 An der Glucagon-abhangigen Induktion der PAI-1-Expression kann die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 Gber den PKB- und/oder MAP-

Kinase-Weg beteiligt sein

Welcher der oben beschriebenen Wege Uber cAMP als second messenger an der
Induktion der PAI-1-Expression beteiligt ist, ist noch unklar. In den hier durchgefiihrten
Transfektionsversuchen mit pGL3PAI-766-Luc-Genkonstrukten, der die zwei Hypoxie-
responsiven Elemente (HRE-1, -175/-158; HRE-2 -165/-158) des PAI-1-Promotors
enthalt, wurde eine Induktion der Luc-Aktivitat unter arteriellem und venésem pO, durch
Glucagon beobachtet. Da in mit pGL3PAI-766M1-Luc und pGL3PAI-766M2-Luc, in denen
das HRE-1 (pGL3PAI-766M1-Luc) oder das HRE-2 (pGL3PAI-766M2-Luc) in der PAI-1-
Promotorregion mutiert sind und vor dem Luciferase-(Luc)-Gen fungieren, transfizierten

Hepatozyten die Luc-Aktivitat weder durch Glucagon noch durch Hypoxie beeinflusst
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werden konnte, darf angenommen werden, dass an der Glucagon-abhangigen Induktion

der PAI-1-Expression diese Promotorelemente ebenfalls eine wichtige Rolle spielen.

Durch  cAMP  konnte in  Transfektionsversuchen in HelLa Zellen mit
Reportergenkonstrukten, wo drei HRE-Kopien des Erythropoetingens als
Enhancerelement eingesetzt wurden, eine Induktion der Expression durch cAMP, jedoch
nur bei Hypoxie, nachgewiesen werden (Kvietikova et al. 1997). Da in der vorliegenden
Arbeit unabhangig vom pO, eine Induktion der PAI-1-Expression beobachtet werden
konnte, ist das Vorhandensein weiterer PAI-1-Promotorelemente in enger Nachbarschaft
zu den zwei HRE, die eine cAMP-abhangige Induktion der PAI-1-Expression vermitteln,
denkbar. Eine Interdependence zwischen CcAMP- und Hypoxie-responsiven
Promotorelementen konnte ebenfalls fir die Laktatdehydrogenase A nachgewiesen
werden (Firth et al. 1995).

Durch Rp-cAMPS konnte in dieser Arbeit keine Hemmung der Hypoxie-induzierten PAI-1-
Expression beobachtet werden, was im Einklang mit den Ergebnissen der
Transfektionsversuche mit Erythropoetin-HRE-Konstrukten in HelLa Zellen steht
(Kvietikova et al. 1997). Diese Ergebnisse fihren zu der Annahme, dass cAMP kein
Botenstoff der Hypoxie-abhangigen Expressionsinduktion ist und die HIF-1-Aktivitat durch
andere Signaltransduktionsmechanismen, wie den PI3K/PKB-Signalweg, induziert wird.
Daflr spricht, dass eine Hemmung der Hypoxie-abhangigen Expressionsinduktion durch
den PI3K-Hemmstoff Wortmannin beobachtet wurde (Takahashi et al. 2000; Jiang et al.
2001).

Ebenso ist die Bindung der Transkriptionscoaktivatoren CBP/p300, die durch cAMP
aktiviert werden kénnen, an HIF-1 fir die transkriptionsinduzierende Funktion des Faktors
entscheidend (Arany et al. 1996; Ema et al. 1999). Da aber die Bindung dieser
Coaktivatoren durch Oz,-abhangige Hydroxylierung von HIF-1a am Asparagin 803 (Lando
et al. 2002 a, Lando et al. 2002 b) negativ beeinflusst wird, kann dieser Mechanismus
nicht alleine an der cAMP-abhangigen PAI-1-Induktion unter Sauerstoffeinfluss beteiligt

sein.

Obwohl HIF-1a initial als Hypoxie-sensitiver Transkriptionsfaktor identifiziert wurde konnte
durch Hormone, Wachstumsfaktoren und Gerinnungsfaktoren wie Insulin, IGF (Zelzer et
al. 1998; Feldser et al. 1999), PDGF (Richard et al. 2000), Angiotensin Il (Richard et al.
2000), Thrombin und TGF-B (Gorlach et al. 2001) oder Zytokine (Hellwig-Burgel et al.
1999) eine Induktion der HIF-1o-Aktivitat unabhangig von der Sauerstoffkonzentration
nachgewiesen werden. Diese Faktoren kénnen ebenfalls eine Induktion der PAI-1-
Expression vermitteln. Zahlreiche Untersuchungen sprechen fir eine Beteiligung des
PI3K/PKB-Signalwegs und der MAP-Kinase-Kaskade an der O,-abhangigen PAI-1-
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Expression durch den Transkriptionsfaktor HIF-1. Sie zeigen ebenfalls, dass die Induktion
der PAI-1-Expression durch HIF-1 (ber eine Aktivierung dieser Signalwege durch
unterschiedliche Faktoren, sogar bei normalen Sauerstoffkonzentrationen, vermittelt
werden kann (Takahashi et al. 2000; Banfi et al. 2001; Kietzmann et al. 2003). Durch die
Entdeckung der oben beschriebenen moglichen Aktivierungswege der PISK/PKB- und
MAP-Kinase-Kaskade uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und cAMP darf deren
Bedeutung auch bei der hier nachgewiesenen Induktion der PAI-1-Expression durch

Glucagon und cAMP vermutet werden.

An der Glucagon-abhangigen PAIl-1-Induktion scheint aber dennoch auch die PKA
beteiligt zu sein, da durch den Hemmestoff H7 die Glucagonwirkung aufgehoben werden
konnte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang zu den Studien an primar kultivierten
Hepatozyten in denen mit dem Hemmstoff H89 eine Hemmung der Dibutyryl-cAMP-

induzierten PAI-1-Expression beobachtet werden konnte (Uno et al. 1997).
5.3 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte in primar kultivierten Rattenhepatozyten eine positive Regulation
der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1)-Genexpression durch Insulin und Glucagon
nachgewiesen werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Glucagon-abhangige

Induktion der PAI-1-Genexpression Uber den second messenger cAMP vermittelt wird.

In Transfektionsversuchen mit PAI-1-Genkonstrukten, konnte erstmals gezeigt werden,
dass an der Insulin- und Glucagon-vermittelten PAI-1-Induktion die zwei Hypoxie-
responsiven Elemente (HRE-1 und -2) des PAI-1-Promotors unabhangig vom pO, beteiligt

sind.

Ferner konnte gezeigt werden, dass wahrscheinlich sowohl an der Insulin- als auch
Hypoxie-abhangigen Induktion der PAI-1-Genexpression der PI3K/PKB-Signalweg Uber
die Aktivierung des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1, beteiligt ist. Dagegen konnte fir
cAMP keine Beteiligung an der Hypoxie-abhangigen Expressionsinduktion von PAI-1

nachgewiesen werden.

Aufgrund der hier vorliegenden Ergebnisse ist das Vorhandensein weiterer PAI-1-
Promotorelemente in enger Nachbarschaft zu den zwei HRE, die eine cAMP-abhangige
Induktion der PAI-1-Expression vermitteln, denkbar. Ebenso kdnnen bei der hier
nachgewiesenen Induktion der PAI-1-Expression durch Glucagon und cAMP die neueren
Untersuchungen zu weiteren moglichen Aktivierungswegen der PISK/PKB- und MAP-
Kinase-Kaskade Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und cAMP von besonderer
Bedeutung sein. An der Glucagon-abhangigen PAI-1-Induktion scheint auch die PKA, als

klassisches Zielprotein des cAMP, beteiligt zu sein.



94 Zusammenfassung

6. ZUSAMMENFASSUNG

Serinproteaseinhibitoren, wie der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1), sind an vielen
wichtigen biologischen Prozessen, wie Blutgerinnung, Fibrinolyse oder Umbauprozessen
der Extrazellularmatrix, regulatorisch beteiligt. Eine besondere Rolle spielt PAI-1 bei der
Regulation der endogenen Fibrinolyse, indem es die Aktivitat der Plasminogenaktivatoren
t-PA und u-PA hemmt. Erhohte PAI-1-Konzentrationen sind mit thromboembolischen,
kardio- und cerebrovaskularen Erkrankungen assoziiert. In klinischen Studien konnte
gezeigt werden, dass Hyperinsulinamie bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ I,
insbesondere bei Adipositas und arterieller Hypertonie, zu erhéhten PAI-1-
Konzentrationen im Blut fihrte. Ferner induzierte Insulin die PAI-1-Expression in vitro in
unterschiedlichen Zelltypen wie primar kultivierten humanen Hepatozyten, der humanen

Hepatomzellreihe HepG2 oder arteriellen Endothel- und glatten Muskelzellen der Gefale.

In dieser Arbeit sollte Gberprift werden, ob Insulin in primaren Rattenhepatozyten die PAI-
1-Genexpression Uber den PI3K/PKB-Signalweg induziert. Da Glucagon der klassische
Insulinantagonist ist, sollte untersucht werden, ob Glucagon die PAI-1-Genexpression in
primaren Rattenhepatozyten supprimiert. Ferner sollte untersucht werden, ob der
mogliche Glucagoneffekt auf die PAI-1-Genregulation Uber den cAMP/PKA-
Signaltransduktionsweg vermittelt wird. Mittels Transfektion von Ratten-PAl-1-Promotor-
Luc-Genkonstrukten sollten ebenfalls magliche Insulin- oder Glucagon-responsive PAI-1-

Genelemente identifiziert werden.

Positive Regulation der PAI-1-Genexpression durch Insulin und Glucagon

In primar kultivierten Rattenhepatozyten wurde eine positive Regulation der Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1)-Genexpression durch Insulin und Glucagon festgestellt. Die
Induktion konnte in Abhangigkeit von der Hormonkonzentration und Inkubationsdauer auf
der mRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden. Ebenso induzierte cAMP, als
zweiter Bote der Glucagon-Signaltransduktion, die PAI-1-Expression konzentrations- und
zeitabhangig auf der mRNA- und Proteinebene, was dafur spricht, dass die durch
Glucagon vermittelte Induktion der PAI-1-Expression Uber diesen Mechanismus
stattfindet.

An der Insulin-abhédngigen PAI-1-Induktion ist der PI3K/PKB-Signalweg (ber die
Aktivierung des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF-1) beteiligt

Durch den PI3K-Hemmestoff Wortmannin konnte die Insulin- und Hypoxie-induzierte PAI-1-
mMmRNA- und Protein-Expression gehemmt werden. Analog konnte in den
Transfektionversuchen mit der Wildtyp-PAl-1-Promotorregion -766/+31 (pGL3PAI-766-

Luc) die Insulin- und Hypoxie-induzierte Luc-Aktivitdt gehemmt werden. Diese
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Beobachtung kann dahingehend gewertet werden, dass sowohl an der Insulin- als auch
Hypoxie-abhangigen Induktion der PAI-1-Genexpression der PI3K/PKB-Signalweg
beteiligt ist. Des weiteren zeigten Transfektionsversuche mit pGL3PAI-766M1-Luc und
pGL3PAI-766M2-Luc, in denen die Hypoxie-responsiven Elemente, das HRE-1
(pGL3PAI-766M1-Luc) oder das HRE-2 (pGL3PAI-766M2-Luc), in der PAI-1-
Promotorregion mutiert sind, dass die Luc-Aktivitdt weder durch Insulin noch durch

Hypoxie induzierbar ist.

Diese Beobachtungen zeigen, dass an der PAI-1-Genregulation durch Insulin und
Hypoxie der PI3K/PKB-Signalweg und der an die zwei HRE-Promotorelemente-bindende

Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierbarer Faktor-1 (HIF-1) beteiligt ist.

Die Glucagon-abhéngige PAI-1-Expression erfolgt lber cAMP und den Hypoxie-

induzierbaren Faktor

Da durch den spezifischen kompetitiven cAMP-Hemmstoff RpcAMPS die Glucagon- und
cAMP-abhangige Induktion der PAI-1-mRNA- und Protein-Expression aufgehoben wurde,
kann angenommen werden, dass in primaren Hepatozyten die Glucagon-abhangige
Induktion der Ratten-PAl-1-Genexpression uber den second messenger cAMP vermittelt
wird. In Transfektionsversuchen mit pGL3PAI-766-Luc-Genkonstrukten konnte gezeigt
werden, dass eine Induktion der Luc-Aktivitat unabhangig vom pO, durch Glucagon
erfolgt. Interessanterweise verlauft die Induktion nicht tGber ein CRE, sondern Uber die
HIF-bindenden HRE, da in mit pGL3PAI-766M1-Luc und pGL3PAI-766M2-Luc, in denen
das HRE-1 oder das HRE-2 in der PAI-1-Promotorregion mutiert ist, transfizierten

Hepatozyten die Luc-Aktivitat weder durch Glucagon noch durch Hypoxie beeinflusst war.

Durch Rp-cAMPS konnte in dieser Arbeit keine Hemmung der Hypoxie-induzierten PAI-1-
Expression beobachtet werden. Diese Ergebnisse flihren zu der Annahme, dass cAMP

kein Botenstoff der Hypoxie-abhangigen PAI-1-Induktion ist.

Insgesamt zeigen die hier vorgestellten Befunde, dass in primaren Hepatozyten die
Induktion der PAI-1-Expression durch Insulin, Glucagon und cAMP nicht antagonistisch
ist, sondern Uber klassische und alternative Aktivierungswege der PI3K/PKB-Kinase-
Kaskade den Transkriptionsfaktor HIF-1 aktivieren kann, der dann die Induktion der PAI-

1-Expression bedingt.
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