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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Fox-Transkriptionsfaktoren

Proteine der Fox-Transkriptionsfaktorenfamilie besitzen die namensgebende, konservierte
Forkhead-Box (Fox). Dieses Motiv ist eine aus 110 Aminosduren bestechende DNA-
bindende Sequenz, die aufgrund ihrer Struktur oft auch als ,,winged helix“-Doméne
bezeichnet wird (Clark et al., 1993; Kaestner et al., 2000; Weigel et al., 1989). Entdeckt
wurde diese Sequenz zunéchst in Drosophila melanogaster (Weigel et al., 1989). Durch
eine Mutation im fkh-Gen wurde der Vorder- und Hinterdarm durch ektopische Kopf-
strukturen ersetzt. Nach und nach sind von der Hefe bis zum Menschen weitere Proteine
mit dieser Sequenz identifiziert worden. Fiir Sduger sind bisher liber 100 Fox-Proteine
bekannt (Greer und Brunet, 2005). Seit dem Jahr 2000 werden die Proteine der Fox-
Familie in unterschiedliche Gruppen mit einheitlicher Nomenklatur, von FoxA bis FoxR,

unterteilt (Kaestner et al., 2000)".

1.1.1 Fox-Transkriptionsfaktoren der Klasse O

In der Gruppe O werden derzeit fiir den Menschen 4 bekannte Fox-Proteine zusammenge-
fasst: FoxOla (FKHR1, Forkhead in rhabdomyosarcoma), FoxO3a (FKHRL1, Forkhead
in rhabdomyosarcoma-like 1), FoxO4 (AFX, ALLI-fused-gene-from-chromosome-X) und
FoxO6 (Anderson et al., 1998). Das urspriinglich als FoxO2 bezeichnete Protein stellte
sich als identisch mit FoxO3a heraus (Carter und Brunet, 2007), FoxOS5 ist als Homolog
von menschlichem FoxO3a in Fischen identifiziert worden (Rudd et al., 2003; Greer und
Brunet, 2005). Um die Bedeutung der FoxO Proteine aufzukliaren, wurden unterschiedli-
che Mausmodelle herangezogen. Wihrend homozygote FoxO1l Knockout-
Mausembryonen bereits am 11. Tag unter anderem aufgrund von Defekten bei der
GefaBentwicklung (Hosaka et al., 2004; Furuyama et al., 2004) starben, sind FoxO3 und
FoxO4 Knockout-Mause lebensfahig, was auf funktionelle Unterschiede zwischen den
verschiedenen FoxO-Isoformen hindeutet. Die gleichzeitige Deletion von beiden Allelen
der drei FoxO-Isformen im erwachsenen hdmatopoetischen System fiihrte, wie kiirzlich

gezeigt wurde, unter anderem zu Defekten in der Entwicklung des Blutsystems. Zudem

! Vgl. , Fox-Nomenclature index* Internetseite unter: http://biology.pomona.edu/fox/
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wurde in aus diesen Méusen isolierten Blutstammzellen ein hoherer Spiegel von reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) im Vergleich zu Zellen aus Wildtyp-
Maiusen beobachtet (Tothova et al., 2007).

FoxO6 kommt eine gewisse Sonderstellung zu, da es im Gegensatz zu den drei anderen
Isoformen nur im Nervensystem vorkommt und zudem iiberwiegend kernlokalisiert ist.
Der Grund ist vermutlich das Fehlen der dritten durch Akt phosphorylierbaren Aminoséu-
re (vgl. Abb. 1.1; zur Phosphorylierung von FoxO vgl. 1.1.4.2), wodurch der Export von
FoxO6 aus dem Kern stark beeintréchtigt ist (Jacobs et al., 2003).

1.1.2 Struktur und Funktion der FoxO-Proteine

Essentielle Strukturelemente fiir die vollstdndige Funktion der FoxO Proteine sind (i) die
N-terminale DNA-bindende Forkhead-Domine und (ii) die C-terminale Transaktivie-

rungsdomaéne.

Uber die DNA-Bindestelle kénnen die FoxO-Transkriptionsfaktoren an Bindeelemente
auf der DNA (Konsensus-Sequenz: 5’-TTGTTTAC-3) binden und die Transkription von
FoxO-Zielgenen modulieren. Dieses Bindeelement wird auch im menschlichen Organis-
mus hdufig DBE (DAF-16-Bindeelement) genannt, obwohl dieser Name auf das FoxO-
Orthologe DAF-16 des Fadenwurms Caenorhabditis elegans (C. elegans) zuriickgeht.
Die Basensequenz des sogenannten insulin  responsive element (IRE),
TT(G/A)TTT(T/G)(G/T), unterscheidet sich in den letzten zwei Basen vom DBE
(Streeper et al., 1997; O’Brien und Granner, 1996). FoxOla bindet sowohl an DBE als
auch an IRE, jedoch scheint die Bindung an das DBE stirker zu sein (Furuyama et al.,
2000). Die Entscheidung, ob FoxO an IRE oder an DBE bindet, wenn beide Elemente in
einem Promotor vorzufinden sind, konnte von der Umgebung der Elemente abhidngen.
Dass die Umgebung der Bindesequenz die Interaktion von Forkheadproteinen mit der
DNA beeinflusst, ist bereits fiir FREAC-3 (FoxC1) gezeigt worden (Pierrou et al., 1994).

FoxO-Transkriptionsfaktoren besitzen nicht nur eine aktivierende, sondern auch eine
reprimierende Funktion. Fiir letztere konnte gezeigt werden, dass hier die Bindung der
FoxO-Faktoren an die DNA nicht zwingend erforderlich ist (Ramaswamy et al., 2002;
Bouchard et al., 2004). So kénnen FoxO-Proteine durch einen von dem IRE unabhingi-
gen Weg zu Promotoren rekrutiert werden und so mit Cofaktoren die Expression von

Zielgenen inhibieren.
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Der Bereich des FoxOla-Gens, der fiir die C-terminale Transaktivierungsdoméne codiert,
kann in Rhabdomyosarkomen, in denen die FoxO-Proteine entdeckt wurden, durch
chromosomale Translokation mit den DNA-Bindedoménen der PAX(paired box)3- und
PAX7-Gene fusioniert sein. Die entstehenden Proteine besitzen zwar noch die Transakti-
vierungsdoméne von FoxOla (Galili et al., 1993), jedoch keine DNA-bindende Forkhead-

Domane.

Kernlokalisations- und exportsequenzen (NLS, nuclear localization signal; NES, nuclear
export sequence) sind schlieflich fiir die subzellulidre Lokalisation der FoxO-Proteine von
Bedeutung. In FoxOla dient die Phosphorylierung von T24 und S256 als Ausloser flir
den Export (Zhao et al., 2004). Vermutlich erfolgt durch die Bindung von 14-3-3
Proteinen eine Konformationsédnderung, so dass die leucinreiche NES freigelegt wird
(Brunet et al., 2002). Hingegen wird gleichzeitig die NLS durch die Proteine maskiert, so
dass ein Riicktransport in den Zellkern verhindert wird (Rena et al., 2001). Mutiert man
die beschriebenen Aminosduren zu Alaninen, konnen diese nicht mehr phosphoryliert und
durch 14-3-3 Proteine erkannt werden. Die so verdnderten FoxO-Faktoren sind konstitutiv

aktiv.

Nach der Phosphorylierung durch Akt sind die FoxO-Proteine nicht mehr aktiv im
Hinblick auf die transkriptionelle Kontrolle von Zielgenen. Im Cytoplasma erfolgt ihr
Abbau iiber den Ubiquitin-Proteasom-Weg (Matsuzaki et al., 2003; Plas und Thompson,
2003). Fiir die FoxO-Transkriptionsfaktoren sind zwei Félle zu unterscheiden. Bei der
Polyubiquitinierung unterscheiden sich die katalysierenden E3-Ubiquitin-Ligase-
Komplexe je nach FoxO-Isoform (Huang et al., 2005). So ist die Phosphorylierung an
S256 fiir FoxOla sowie die Interaktion mit Skp2 (S-phase kinase-associated protein 2),
einer Untereinheit des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes, Voraussetzung fiir die Polyubi-
quitinierung (Huang et al., 2005). Die Monoubiquitinierung an Lysinresten konnte fiir
FoxO4 gezeigt werden, die mit einem Reimport in den Zellkern und Erhdhung der

transkriptionssteigernden Aktivitdt einhergeht (van der Horst et al., 2006).
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Transaktivierungsdoméne

/\

Forkhead | “w
N— Domine 3 —C
| | | |
FoxO1a T24 S$256 S$319
FoxO3a T32 $253 S$315
FoxO4 T28 5193 5258
FoxO6 T26 5184

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Aufbaus von FoxO-Proteinen

Uber die Forkhead-Domine findet die Bindung an die Konsensus-Sequenz in Promotoren von
FoxO-Zielgenen statt. FoxO-Transkriptionsfaktoren  besitzen  Kernlokalisations- und
-exportsequenzen (NLS, nuclear localization signal; NES, nuclear export sequence), iiber die die
subzelluldre Lokalisation reguliert wird. Die angegebenen Aminoséurereste werden durch die
Proteinkinase Akt phosphoryliert (vgl. 1.1.4.2.1). Abbildung modifiziert nach Calnan und Brunet
(2008).

1.1.3 Zielgene von FoxO-Transkriptionsfaktoren

FoxO-Transkriptionsfaktoren regulieren die Expression einer Vielzahl von Genen, die fiir
Proteine codieren, die an unterschiedlichen Zellfunktionen beteiligt sind. Diese betreffen
z. B. die Kontrolle des Zellzyklus, Prozesse zum Einleiten der Apoptose, den Glucoseme-

tabolismus und die Abwehr gegen oxidativen Stress.

Der Ubergang von Zellen von der G1- in die S-Phase wurde durch die Uberexpression
von FoxO-Proteinen verhindert. Der Grund dafiir ist die Aktivierung des KIP1(Kinase-
Inhibitor Protein p27, p27“"")-Gens durch FoxO-Faktoren. Die Expression des Inhibi-
torproteins fiihrt zur Hemmung von cyclinabhingigen Kinasen (Medema et al., 2000;
Collado et al., 2000), wodurch der Ubergang der Zelle von der Gl- in die S-Phase
unterbunden wird. Auch der Ubergang von der G2- in die M-Phase wird durch FoxO-
Faktoren reguliert, da die Bildung von GADDA45a (growth arrest and DNA damage
response gene product of 45 kDa) (Tran et al., 2002) und Cyclin G2 (Furukawa-Hibi et
al., 2002), die eine Verzégerung dieses Ubergangs bewirken, unter der transkriptionellen
Kontrolle von FoxO-Proteinen steht.

Neben der Regulation des Zellzyklus kontrollieren FoxO Proteine auch die Apoptose. Das
prominenteste Zielgen stellt hier das fiir FasL (Fas-Ligand) codierende dar (Brunet et al.,
1999). Die Uberexpression von FoxO-Proteinen fiihrt so zu einer erhdhten Apoptoserate

(Zheng et al., 2000; Dijkers et al., 2002).
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Als unter anderem auch iiber den Insulinsignalweg regulierte Proteine kontrollieren
FoxO-Transkriptionsfaktoren die Bildung von am Glucosemetabolismus beteiligten
Proteinen. Schliisselenzyme der  Gluconeogenese sind die Glucose
6-Phosphatase (G6Pase) und die Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK), deren
Expression nach Stimulation durch Insulin FoxO-kontrolliert inhibiert wird (Schmoll et
al., 2000). Im Zusammenhang mit der FoxO-abhéngigen Expression der G6Pase konnte
gezeigt werden, dass FoxO-Transkriptionsfaktoren O-glykosyliert werden konnen, was in
einer gesteigerten Expression der G6Pase resultierte (Kuo et al., 2008). Die O-
Glykosylierung wurde als unabhingig von der Lokalisation der FoxO-
Transkriptionsfaktoren beschrieben, da sie ebenfalls bei einer konstitutiv aktiven FoxO-
Form von FoxOla auftrat.

Eine groe Bedeutung kommt den FoxO-Zielgenen zu, die oxidativem Stress entgegen-
wirken. Als unter anderem fiir diesen Schutz verantwortliche Enzyme konnten die
Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) und Catalase (CAT) als FoxO-Zielgene identifi-
ziert werden (Kops et al., 2002; Nemoto und Finkel, 2002). Die FoxO-vermittelte Erh6hung
des Schutzes gegen ROS geht einher mit der Antagonisierung der durch Glucosedepletion

induzierten Apoptose.

Das Plasmaprotein Selenoprotein P (SeP) wird zu 75% von der Leber sekretiert (Carlson
et al., 2004) und wurde als zweites Selenoprotein nach der cytosolischen Glutathionpero-
xidase (Gpx-1) entdeckt (Herrman, 1977). Es wird in unterschiedlich glykosylierten
Formen mit Molekularmassen im Bereich zwischen 51 und 61 kDa von der Leber
sekretiert (Mostert et al., 1998). Insgesamt besitzt Selenoprotein P mit zehn Selenocystei-
nen (Sec) als bisher einziges identifiziertes Selenoprotein mehr als ein Selenocystein (Hill
et al., 1991). Nachdem zundchst unbekannt war, welche Basenkombination fiir das
Selenocystein codiert, wurde das Triplett UGA (ein Stopp-Codon) als fiir Selenocystein
codierend identifiziert (Chambers et al., 1986). Die Unterscheidung zwischen Sec und
STOP wird durch das Vorliegen von Haarnadelstrukturen in der untranslatierten Region
am 3'-Ende der SeP-mRNA, den SECIS (Selenocystein Insertionssequenzen), ermoglicht
(Hill et al., 1993). SeP dient in extrahepatischen Geweben als Selenquelle und induziert
die Bildung von antioxidativ wirkenden Selenoenzymen wie die Glutathionperoxidasen
(Gpx) (Steinbrenner et al., 2006). Wie gezeigt werden konnte, steht auch die Expression
von SeP unter der Kontrolle von FoxO Proteinen (Walter et al., 2008).
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1.14 Regulation der FoxO-Faktoren

FoxO-Proteine werden sowohl auf transkriptioneller Ebene als auch durch posttranslatio-
nale Modifikationen reguliert. Zur posttranslationalen Regulation {iber Vorginge wie
Ubiquitinierung (vgl. Kapitel 1.1.2), aber vor allem Phosphorylierung und Acetylierung,

ist weitaus mehr bekannt als zur Regulation der Transkription.

1.1.4.1 Transkriptionelle Regulation

Die Regulation der Expression von FoxO-Proteinen ist bisher nicht systematisch unter-
sucht worden. Da zumindest auf posttranslationaler Ebene FoxO-Proteine durch eine
Vielzahl von exogenen Noxen moduliert werden konnen, wéren gerade Langzeitstudien
interessant, die zeigen wiirden, wie die FoxO-Expression sich bei Behandlung von Zellen
oder Organismen mit Umweltfaktoren verhdlt. Erhohte FoxO1 mRNA- sowie Protein-
spiegel konnten in Méusen mit nahrungsinduzierter Insulinresistenz beobachtet werden
(Samuel et al., 2006; Qu et al., 2007). Ebenso wurden erhohte Spiegel in Patienten mit
nichtalkoholischer Steatohepatitis gefunden (Valenti et al., 2008). Kiirzlich konnte mittels
durch Hydroxytamoxifen induzierbarer Zelllinien gezeigt werden, dass nach Aktivierung
des Transkriptionfaktors E2F1 (E2 promoter binding factor), der Apoptose und Prolifera-
tion reguliert, die FoxOla und FoxO3a mRNA- und Proteinspiegel um bis das Zwolffa-
che gesteigert wurden. Mittels Reportergenanalysen, bei denen ein Teil des FoxOl-
Promotors inklusive der E2F1 Bindestellen vor ein Luziferasereportergen kloniert war,
konnten diese Ergebnisse verifiziert werden. Der Transkriptionsfaktor E2F1 ist demnach
ein direkter Modulator fiir die Expression von FoxO1- und FoxO3-Genen (Nowak et al.,
2007). Interessanterweise wurden die Wachstumsfaktoren PDGF (Platelet-derived growth
factor) und FGF (fibroblast growth factor) als Repressoren der Expression von FoxOl,
FoxO3 und auch FoxO4 beschrieben (Essaghir et al., 2009). In derselben Arbeit konnte
gezeigt werden, dass FoxO3 fiir einen Riickkopplungsmechanismus verantwortlich ist:
Die Phosphorylierung und damit Deaktivierung von FoxO3 durch PDGF fiihrt zu einer
Verminderung der Expression der FoxO-Gene. Somit stimuliert FoxO3 die Expression

der FoxO mRNA.
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1.1.4.2 Posttranslationale Modifikationen

1.1.4.2.1 Phosphorylierung von FoxO-Transkriptionsfaktoren

Der Mechanismus der FoxO-Phosphorylierung wurde zundchst im Fadenwurm C. elegans
an dem FoxOla homologen DAF-16 entdeckt (Ogg et al., 1997). FoxO-Proteine kénnen
durch unterschiedliche Kinasen wie Akt, JNK, SGK, IKKb, DYRK oder CK1 phosphory-
liert werden. Die am héufigsten zitierte und am besten untersuchte fiir FoxO-
Phosphorylierung verantwortliche Kinase ist die Proteinkinase B, auch Akt genannt, auf

die im Folgenden ndher eingegangen wird.

Der (PI3K)/Akt Signalweg

Der (PI3K)/Akt-Signalweg wird unter physiologischen Bedingungen hauptsédchlich durch
Insulin und andere Wachstumsfaktoren beeinflusst.

Der Insulinrezeptor ist ein Tetramer und besteht aus zwei a- (135 kDa) und zwei B- (95
kDa) Untereinheiten, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Uber die
extrazelluldren o-Untereinheiten findet die Bindung von Insulin statt, wihrend die
intrazelluldren B-Untereinheiten eine Rezeptortyrosinkinaseaktivitit besitzen, wodurch
das extrazelluldre Signal in das Zellinnere iibertragen wird. Durch Konformationsénde-
rungen kommt es zu einer Erhohung der Kinaseaktivitit und Autophosphorylierung an
Tyrosinresten des Rezeptors. Proteine mit Phosphotyrosinbindungs (PTB)-Doménen oder
Src-homology 2 (SH2)-Dominen sind in der Lage, die phosphorylierten Tyrosinreste zu
erkennen und binden (Virkaméki et al., 1999).

Die Phosphoinositid 3'-Kinasen (PI3K) gehoren zur Familie der Lipidkinasen und
katalysieren die Phosphorylierung von Inositolphospholipiden. Die PI3-Kinasen der
Klasse TA sind Heterodimere, die aus einer regulatorischen und einer katalytischen
Untereinheit bestehen. Die p85-Untereinheit der PI3K besitzt zwei SH2-Doménen und
kann die Phosphotyrosinreste des Rezeptors entweder direkt binden, oder es kdnnen
Adapterproteine wie der Grb-2/SOS(growth factor receptor binding protein/son of
sevenless)-Komplex oder das Insulin-Rezeptorsubstrat-1 (IRS-1) zwischengeschaltet sein
(Cantley, 2002). Eine enzymatische Aktivitit konnte fiir die p85-Untereinheit bisher nicht

nachgewiesen werden.
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Die pl110-Untereinheit der PI3-Kinasen katalysiert nach Stimulation des Signalweges
durch Insulin die Phosphorylierung der Hydroxylgruppe in 3'-Position des Inositolringes
von Membranphosphoinositiden. Wird Phosphatidylinositol-4',5'-bisphosphat (PIP2) in
3'-Position des Inositolringes phosphoryliert, entsteht Phosphatidylinositol-3',4',5'-
trisphosphat (PIP3).

PIP3 dient sodann als Anker flir Proteindoméinen wie die Pleckstrin-Homologie (PH)-
Doméne, was zur Rekrutierung von PH-Doménen tragenden Proteinen zur Zellmembran
fiihrt. Auf diese Weise werden die Serin/Threoninkinase Akt sowie die Akt phosphorylie-
renden Kinasen ,,PIP3-dependent kinase 1¢“ (PDK-1) und ,,PIP3-dependent kinase 2
(PDK-2) zur Membran rekrutiert und in Nachbarschaft zueinander gebracht (Murga et al.,
1998; Coffer et al., 1998; Leevers et al., 1999).

Akt wird durch PDK-1 und PDK-2 an den Aminosiureresten T308 bzw. S473 phosphory-
liert und dadurch aktiviert, wobei zum Erreichen der vollen Kinaseaktivitit die Phospho-
rylierung beider Reste erfolgt sein muss (Alessi et al., 1997). Die Fahigkeit von PDK-1,
Akt zu phosphorylieren, ist hierbei nur gegeben, wenn PDK-1 an der Plasmamembran
und nicht in anderen Zellkompartimenten lokalisiert ist (Andjelkovié et al., 1999; Scheid
et al., 2002).

Menschliches FoxOla wird durch Akt an drei konservierten Positionen phosphoryliert,
(Abb. 1.2) S256, S319 und T24 (Rena et al., 1999; Brunet et al., 1999; Kops et al., 1999),
wobei zunédchst der Serinrest an der Position 256 phosphoryliert wird, bevor die Phospho-
rylierung an den beiden iibrigen Aminosdureresten, entweder durch Akt oder andere
PI3K-abhédngige Kinasen, stattfinden kann (Rena et al., 2001; Nakae et al., 2000). Die
durch Akt vermittelte Phosphorylierung von FoxO-Proteinen fiihrt zu einer Translokation

vom Zellkern ins Cytoplasma, wodurch FoxO-Zielgene nicht mehr transkribiert werden.

Zu den Substraten von Akt zdhlen nicht nur die FoxO-Transkriptionsfaktoren. So wird die
Hemmung von Apoptosesignalen iiber die Phosphorylierung und Inaktivierung von BAD
(Bcl2 [B-cell lymphoma 2] antagonist of cell death) und Caspase 9 erreicht (Datta et al.,
1997; Cardone et al., 1998). Als Antwort auf die Insulinbindung an den Insulinrezeptor
wird eine gesteigerte Glycogensynthese durch die Hemmung der Glycogensynthasekina-
se-3 (GSK-3) erreicht, wohingegen die Phosphorylierung der 6-Phosphofruktokinase-2
(PFK2) zur Glycolysestimulation fiihrt. Als weiteres Substrat von Akt, das eine Rolle im

Glucosemetabolismus libernimmt, ist der Glucosetransporter GLUT4 zu nennen, dessen
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subzelluldre Translokation zur Zellmembran zum Zweck der Regulation der Glucoseauf-

nahme ebenfalls von Akt moduliert wird (Coffer et al., 1998).

Insulin

l

RTK

PLP.P)
FoxO

FoxO

GTAAA(CJ’T)A Transkrlp ion

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Phosphorylierung von FoxO-Transkriptions-
faktoren durch die Proteinkinase Akt

Durch Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor kommt es zu einer Phosphoinositid-3'-kinase
(PI3K)-abhingigen Aktivierung der Kinase Akt, die wiederum FoxO-Proteine im Kern an drei
Aminoséureresten phosphoryliert und damit deaktiviert. Phosphorylierte FoxO-Proteine werden
mittels eines Exportmechanismus unter Beteiligung von 14-3-3 Proteinen ins Cytosol iiberfiihrt.
Ebenfalls dargestellt ist die DBE-Sequenz (DAF16-Bindeelement) in der Promotorregion von
FoxO-Zielgenen, die durch FoxO-Transkriptionsfaktoren erkannt wird.

Die Akt-Phosphorylierung wird von verschiedenen Phosphatasen an unterschiedlichen
Punkten des Signalwegs antagonisiert. Erstens wird die Phosphorylierung der jeweiligen
Rezeptortyrosinkinase (RTK) durch Proteintyrosinphosphatasen (PTPasen) wie PTP1B
kontrolliert. PTP1IB dephosphoryliert entweder die RTK selbst oder das Insulin-
Rezeptorsubstrat-1 (Klaman et al., 2000; Kenner et al., 1996; Goldstein et al., 2000).

9
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Interessanterweise ist Akt in der Lage, PTP1B an S50 zu phosphorylieren und so die
Dephosphorylierung von PTP1B-Substraten einzuschrianken. Dadurch koénnte es nach
Insulinstimulation zu einem Riickkopplungsmechanismus kommen (Ravichandran et al.,
2001). Zweitens kann die Dephosphorylierung und Inaktivierung von Akt selbst durch
Serin/Threoninphosphatasen katalysiert werden. Drittens greifen Lipidphosphatasen in
die Signalkette ein, indem zum einen PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome 10) die Abspaltung des 3'-Phosphatrestes von 3'-Phosphoinositiden kataly-
siert und so der Signaliibergang von PI3K auf PDK-1 und Akt unterbunden wird (Stocker
at al., 2002; Stambolic et al., 1998) und zum anderen SHIP-2 (Src-Homology Inositol
Phosphatase-2), eine Phosphoinositid 5'-Phosphatase, die die Hydrolyse der Phosphatbin-
dung an der 5'-Position von PIP3 katalysiert (Wada et al., 2001).

Die Aktivitdt der PI3K kann auch pharmakologisch blockiert werden. So verursacht der
zellgéngige Pilzmetabolit Wortmannin eine irreversible Hemmung der PI3K {iber
kovalente Bindung an einen konservierten Lysinrest im aktiven Zentrum (Yano et al.,
1993). Eine reversible Hemmung erfolgt durch ATP-Analoga wie LY294002 [2-(4-
Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on].

Der JNK-Signalweg

Neben der beschriebenen Phosphorylierung durch Akt nach Stimulation des PI3K/Akt-
Signalweges erfolgt eine andere posttranslationale Regulation der FoxO-
Transkriptionsfaktoren durch oxidativen Stress.

C-Jun N-terminale Kinasen (JNK) gehdren zu der Familie der MAP (mitogen-activated
protein) Kinasen, zu der auch ERK (extracellular regulated kinase) und p38-MAPK
gehoren. Da die Aktivierung sowohl der JNK als auch der p38-MAP Kinasen durch
oxidativen Stress, durch Hitzeschock und andere extrazelluldre Stimuli induziert wird,
findet sich in der Literatur auch die alternative Bezeichnung SAPK (stress-activated
protein kinase) (Kyriakis et al., 1990 und 1994).

Die Aktivierung von JNK nach Belastung von Zellen mit Stress auslosenden Stimuli
erfolgt durch deren doppelte Phosphorylierung, was wiederum zur Phosphorylierung von
JNK-Substraten sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern fiihrt (Kaneto et al., 2005).
Zu den cytosolischen JNK-Substraten zéhlen beispielsweise Bel-2 und auch Akt, zu den
nukledren der Transkriptionsfaktor p53, der nukledre Rezeptor PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor) sowie FoxO-Proteine (Bogoyevitch und Kobe, 2006). Es

konnte gezeigt werden, dass sowohl menschliches FoxO4 sowie das Homolog DAF-16

10



Einleitung

durch JNK phosphoryliert wird. Die Phosphorylierungsstellen wurden als T447 und T451
identifiziert, wobei diese Stellen nicht in den {ibrigen FoxO-Isoformen konserviert zu sein
scheinen. Die durch JNK phosphorylierten Aminosédurereste der FoxO-Proteine unter-
scheiden sich somit von den durch Akt phosphorylierten Aminoséureresten. Die Phospho-
rylierung durch JNK fiihrt zu einer Translokation der Proteine vom Cytoplasma in den
Kern (Essers et al., 2004; Oh et al., 2005).

Oxidativer Stress kann in einer Phosphorylierung der FoxO-Proteine durch JNK resultie-
ren, gefolgt von einer Aktivierung von FoxO-Proteinen. Dieser Mechanismus antagoni-
siert demnach die Phosphorylierung und Deaktivierung der FoxO-Transkriptionsfaktoren
durch Akt, die nach Stimulation von Zellen mit Insulin oder anderen Wachstumsfaktoren
auftritt. Tatsdchlich kdnnen die fiir den Export von FoxO aus dem Zellkern benétigten 14-
3-3 Proteine durch JNK phosphoryliert werden, woraufhin diese ihre gebundenen
Substrate freisetzen. Ein Riicktransport der freigesetzten FoxO-Proteine in den Kern wére

also denkbar (Sunayama et al., 2005).

1.1.4.2.2 Acetylierung/Deacetylierung

Nicht nur durch Phosphorylierung kann die Aktivitit der FoxO-Molekiile beeinflusst
werden, sondern auch durch Acetylierung bzw. Deacetylierung. Besonders unter Einfluss
von zellulirem Stress wird der Acetylierungsszustand der FoxO-Proteine moduliert.
Verantwortlich fiir die Deacetylierung ist die Gruppe der Sirtuine [SIRTs, silent informa-
tion regulator 2 (Sir2) homologue]. Das erste Sirtuin wurde Anfang der 90er Jahre bei der
Suche nach Faktoren, die die Langlebigkeit beeinflussen, in Hefe (Sir2) entdeckt. Der
Name der Sirtuine geht auf ihre Funktion zuriick: Sie legen Chromatinbereiche durch
Deacetylierung von Histonen still (,,silencing®), was zu einer Unerreichbarkeit dieser
Region fiir Replikation, Rekombination und Transkription fiihrt (Blander und Guarente,
2004). Die durch Sirtuin erreichte Deacetylierung ist NAD -abhiingig, da die freiwerden-
de Acetylgruppe im ersten Schritt von NAD" {ibernommen wird. Die Endprodukte dieser
Reaktion sind das deacetylierte Protein, Nicotinamid und O-acetyl-ADP-Ribose (Sauve et
al., 2000).

Sirtuine sind in der Lage, die FoxO-vermittelte Stressrespons von der Apoptose hin zur
Verzogerung des Zellzyklus und der vermehrten Expression von dem Stress entgegenwir-
kenden Faktoren zu lenken: Durch die Deacetylierung von FoxO durch SIRT1 wird
FoxOla und FoxO4 aktiviert und die Expression von MnSOD sowie GADDA45 gesteigert

11
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(Tran et al., 2002; Furukawa-Hibi et al., 2002). Dadurch werden Sirtuine — und damit
verbunden auch FoxO-Transkriptionsfaktoren — mit der Regulation der Lebensspanne in
Verbindung gebracht. Dennoch sind die Untersuchungen beziiglich einer Aktivierung
oder Deaktivierung von FoxO-Proteinen durch Sirtuine durchaus kontrovers. Die meisten,
jedoch nicht alle (Motta et al., 2004), Studien beschreiben eine Aktivierung der FoxO-
regulierten Transkription von Zielgenen (van der Horst et al., 2004; Brunet et al., 2004;
Daitoku et al., 2004).

Die direkte Interaktion von SIRT1 mit FoxO3a konnte nach Behandlung von Fibroblasten
mit Stimuli, die oxidativen Stress ausldsen, nachgewiesen werden. So wird in Anwesen-
heit von Wachstumsfaktoren cytosolisch lokalisiertes FoxO3a nach Auslosen von Stress
durch einen Hitzeschock (42°C) in den Kern rekrutiert. Sowohl H,O,, Menadion, als auch
Hitzeschock induzierten die Ausbildung eines Komplexes aus FoxO3a und SIRTI, die
Behandlung mit IGF-1, UV-, oder IR-Strahlung jedoch nicht (Brunet et al., 2004). In
Rattenhepatomzellen wurden diese Ergebnisse durch Coinkubation von Insulin mit H,O,
bestitigt. Gleichzeitig konnte die FoxO-abhingige Steigerung der Gluconeogenese nach
Aktivierung von Sirtuinen mit Resveratrol gezeigt werden (Frescas et al., 2005).

Die Acetylierung der FoxO Proteine erfolgt durch p300/CBP Acetyltransferasen. p300
und CBP [CREB (cAMP response element binding) bindendes Protein] sind diskrete und
an dhnlichen zelluldren Prozessen beteiligte Proteine. Die in FoxO4 durch p300 acetylier-
ten Lysinreste konnten in Méusen als K186, K189 und K408 identifiziert werden
(Fukuoka et al., 2003). Durch Wasserstoffperoxid ausgeldster Stress in Zellen konnte als
Ursache fiir die vermehrte Bindung von p300/CBP an FoxO-Proteine und deren zuneh-
mende Acetylierung verantwortlich gemacht werden. Bemerkenswert ist, dass diese
Erhohung der Acetylierung in FoxO4 nicht durch gleichzeitige Inkubation mit Insulin
verhindert wurde, was fiir diesen Fall eine dominante Funktion zu Gunsten der Acetylie-
rung gegeniiber der des PI3K/Akt Signalweges vermuten ldsst (van der Horst et al.,

2004).
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Akt DYRK JNK IKKb
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CTARA(CA |Transkription
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Glucosemetabolismus Schutz vor ox. Stress: Zellzyklus/Apoptose: Sonstige:
- G6Pase - MnSOD - p27kip - SeP
- PEPCK - CAT - GADD45 - FoxO

Abb. 1.3: Posttranslationale Modulation von FoxO-Proteinen und Auswahl einiger Ziel-
gengruppen

Die transkriptionelle Aktivitdit von FoxO-Transkriptionsfaktoren wird z. B. iiber Akt, DYRK,
JNK und IKKb reguliert. Dementsprechend findet eine verringerte oder vermehrte Expression der
Zielgene statt. Die in rot dargestellten Zielgene (Glucose-6 Phosphatase (G6Pase), Mangan-
Superoxiddismutase (MnSOD) und Selenoprotein P (SeP)) werden in dieser Arbeit betrachtet.

1.1.5 FoxO-Proteine und Co-Regulatoren

In den vergangenen Jahren ergaben sich Hinweise, dass FoxO-Proteine die Regulation
von Zielgenen auch iiber direkte oder indirekte Interaktion mit anderen Proteinen
bewirken.

Eine 52 Aminosduren umfassende Sequenz am N-terminalen Ende von FoxO3a konnte
zunidchst als fiir die Bindung des transkriptionellen Coactivators p300 (vgl. vorangegan-
gener Abschnitt) hinreichend beschrieben werden (Mahmud et al., 2002). In einer
weiteren Studie konnte diese Doméne von FoxO3a kiirzlich néher spezifiziert werden.
Vor allem die Aminosduren L620 bis A635 wurden dort als fiir die Interaktion der beiden
Proteine verantwortlich beschrieben (Wang et al., 2009).

Auch fiir den Coaktivator Peroxisom Proliferator aktivierter Receptor-y Coactivator-1la
(PGC-1a), der beispielsweise die B-Oxidation der Fettsduren oder auch die Glukoneoge-
nese in der Leber reguliert (Herzig et al., 2001; Puigserver et al., 2003; Rhee et al., 2003),
konnte eine Interaktion mit FoxO-Proteinen beschrieben werden (Puigserver et al., 2003).
Die FoxO-regulierte Aktivitit eines SeP-Promotorkonstruktes konnte bei gleichzeitiger

Uberexpression von PGC-1a nochmals gesteigert werden (Speckmann et al., 2008).
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Die Beteiligung von PGC-1a an der Expressionsregulation von (FoxO-)Zielgenen, die fiir
Proteine codieren, die fiir den Schutz vor ROS sorgen, konnte in murinen Endothelzellen
und Fibroblasten dadurch gezeigt werden, dass die Expression dieser Zielgene bei
gleichzeitiger Abwesenheit des Coregulators PGC-la stark verringert (Olmos et al.,
2009).

Mittels Reportergenanalysen sowie Co-Immunoprézipitationen wurde die direkte
Interaktion von FoxO-Proteinen und B-Catenin nachgewiesen. B-Catenin ist ein wichtiges
Signalmolekiil innerhalb des Wnt (wingless Int)-Signalweges. Mutationen, die zu einer
gesteigerten Aktivitdt von B-Catenin fithren, erhohen das Risiko zur Entwicklung einer
Krebserkrankung. Die gleichzeitige Uberexpression von FoxO und p-Catenin fiihrte zu
einer erhohten Aktivitit von Promotoren einiger FoxO-Zielgene. Der Verlust des [-
Catenin-Orthologs BAR-1 in C. elegans fiihrte zu einer verringerten Aktivitit von DAF-
16 bei Induktion von oxidativem Stress durch Paraquat (Essers et al., 2005).

Weitere Beispiele fiir Co-Regulatoren sind der nukledre Rezeptor SHP (orphan nuclear
receptor small heterodimer partner) (Yamagata et al., 2004) sowie der Leber-spezifische

Transkriptionsfaktor HNF-4 (Hirota et al., 2003; Speckmann et al., 2008).

Umgekehrt werden auch inhibitorische Eigenschaften von FoxO-Proteinen diskutiert; so
ergaben sich kiirzlich Hinweise auf eine Hemmung von NFkB durch FoxO4, da sowohl
die NFxB-Proteinspiegel als auch die NFkB-DNA-Bindungsaktivitit in FoxO4 Knock-
out-Mdusen signifikant erh6ht waren (Zhou et al., 2009).

1.1.6 Die Rolle von FoxO-Proteinen in Alterungsprozessen

Insbesondere Untersuchungen an den Modellorganismen C. elegans und D. melanogaster
haben dazu beigetragen die Funktion der FoxO-Transkriptionsfaktoren in Bezug auf
Alterungsprozesse zu verstehen. Der funktionelle Verlust von DAF-2 (Ortholog des
Insulinrezeptors) oder AGE-1 (Ortholog der PI3K) oder die Uberexpression von DAF-16
in C. elegans fiihrten zu einer signifikanten Erh6hung der Lebensspanne und induzierten
den Ubergang in den sogenannten Dauer-Zustand, der mit einer Art Stillstand in der
Entwicklung vergleichbar ist und in dem die Nematoden schwierige Bedingungen

iiber,,dauern” konnen (Vanfleteren und Braeckmann, 1999; Burnell et al., 2005).
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Auch die Gruppe der Sirtuine ist an der Regulation der Aktivitit von FoxO-Proteinen
beteiligt. Sirtuine wiederum werden durch Kalorienrestriktion und oxidativen Stress

stimuliert, was ebenfalls zu einer erhdhten Lebensspanne fiihrt.

1.2 Reaktive Sauerstoffspezies und Schwermetalle

Reaktive Sauerstoffspezies entstehen innerhalb der Zelle unter anderem durch die
Vorginge an der mitochondrialen Atmungskette. Durch die Mitochondrien entsteht aus
ca. 1-2% des dort verbrauchten intrazelluldren Sauerstoffs (Chance und Williams, 1956)
zundchst Superoxid, das spontan zu Wasserstoffperoxid disproportioniert, was durch
Superoxiddismutasen (SOD) beschleunigt wird. Die Disproportionierung des Was-
serstoffperoxids wird durch die Catalase katalysiert (Chance et al., 1979). Superoxid
reagiert weiterhin mit Stickstoffmonoxid in einer diffusionskontrollierten Reaktion unter
Bildung von Peroxynitrit (ONOO™; Radi et al., 1991; Radi et al., 1991a), einem stark
oxidierenden und nitrierenden Agens. In sich anschlieBenden Reaktionen kann es zur
Generierung von Stickstoffradikalen kommen, die als reaktive Stickstoffspezies (reactive
nitrogen species, RNS) bezeichnet werden.

Der so entstehende Gehalt zelluldr gebildeter ROS wird durch Schutzsysteme antagoni-
siert. Dieses FlieBgleichgewicht zwischen Bildung und Eliminierung von ROS kann zu
Gunsten der Oxidantien ausgelenkt werden, wodurch es durch die nun iiberwiegenden
schidigenden Auswirkungen zu oxidativem Stress kommt (Sies, 1986 und 1997).

Nicht nur die Reaktionen der Atmungskette fiihren in Zellen zu oxidativem Stress,
sondern auch die Behandlung von Zellen mit Metallionen. Aufgrund ihrer Natur, leicht
oxidier- oder reduzierbar zu sein, sind auch Metallionen in der Lage, intrazellulire ROS
zu bilden. Belegt werden konnte dies unter anderem mit ,,Spin Trapping® Experimenten,
bei denen der Nachweis von kurzlebigen Radikalen durch Addition an Molekiile, den
,»spin traps®, durch Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) der Abfangprodukte
erfolgt. So werden durch Behandlung mit Eisenionen durch Oxidation von Cysteinmole-
kiilen Hydroxylradikale gebildet (Searle und Tomasi, 1982). Auch die Oxidation von
Thiolgruppen, wie sie in Proteinen oder im Tripeptid Glutathion (GSH) vorkommen, wird
durch Kupfer- oder Eisenionen katalysiert. Dies geht ebenfalls mit der Bildung von
Superoxid bzw. Wasserstoffperoxid einher (Misra, 1974).
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Eine grofle Bedeutung kommt Metallionen fiir strukturelle, regulatorische oder katalyti-
sche Zentren in Proteinen zu. So besitzt die Cu,Zn-SOD im katalytischen Zentrum ein
Kupferion, dessen Wechsel zwischen Cu(l) und Cu(Il) die Disproportionierung von
Superoxid zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff ermoglicht. Dasselbe Protein enthélt
auch ein Zinkion, dessen Funktion offenbar in der Stabilisierung des Proteins liegt. Auf
dhnliche Weise dienen Zinkionen als Strukturelemente von Transkriptionsfaktoren der
Familie der Zinkfingerproteine. Auch die direkte Hemmung von Proteinen durch
Metallionen wurde beschrieben, wie beispielsweise die Hemmung der Glycerinaldehyd 3-

Phosphat-Dehydrogenase durch Zink- und Kupferionen (Krotkiewska und Banas, 1992).

Sowohl ROS, deren Bildung durch Metallionen initiiert werden kann, als auch Metalle
selbst konnen innerhalb der Zelle Signalwege aktivieren (Barthel et al., 2007).

Auch die Transkriptionsfaktoren der FoxO-Familie bleiben von einer Behandlung von
Zellen mit Schwermetallionen nicht unbeeinflusst. Kupfer- sowie Zinkionen iiben einen
»insulinmimetischen® Effekt durch Aktivierung der Proteinkinase Akt und folgende

Phosphorylierung der FoxO-Proteine aus (Walter et al., 2006).

1.3 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) sind ubiquitér in der Umwelt zu
finden. Der einfachste Vertreter dieser Klasse, das Naphthalin, war frither Bestandteil von
Mottenkugeln. Heute wird es fast nur noch zur Synthese von Azofarbstoffen oder
Phtalsdureanhydrid verwendet. Insgesamt sind iiber 500 verschiedene PAK in der
Umgebungsluft vorhanden, die meist in Verbrennungsprozessen aus Industrie und
Kraftfahrzeugen entstehen. Der groffte Anteil kommt dem Phenanthren zu — in einer
innerstddtischen Studie in Stockholm Mitte der 90er Jahre kam dieses PAK auf einen
Anteil von 24% des PAK-Gesamtgehaltes, das entspricht etwa 50-60 ng m™ (Bostrom et
al., 2002). Benzo(a)pyren (B(a)P) dient bei solchen Messungen zur Luftverschmutzung
oft als typischer Vertreter und Referenz, auch wenn der Gesamtgehalt dieses PAK nur bei
ca.2ngm” liegt.

3-Methylcholanthren (3-MC) kommt als umweltbelastendes PAK keine Bedeutung zu,
jedoch wird es aufgrund seiner Kanzerogenitit in Tiermodellen hdufig zur Erzeugung von

Tumoren verwendet.
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Die Belastung mit PAK wie Benzo(a)pyren steht im Zusammenhang mit der Entwicklung
von Krebs (Boffetta et al., 1997; Sasco et al., 2004). B(a)P und andere PAK werden
zundchst durch Cytochrom P450 (Cyp) Monooxygenasen. zu Phenolen und Epoxiden
metabolisiert und aktiviert (Nebert et al., 2000 und 2004). Durch zahlreiche Xenobiotika
wie PAK und ihre halogenierten Derivate wird insbesondere die Expression der Cyp-
Isoform 1lal induziert. Als die Transkription des Cyplal-Gens regulierendes Promotor-
element wurde unter anderem das sogenannte XRE (xenobiotic response element)
identifiziert, das in PAK-responsiven Genen in Sdugerzellen ca. 1 kb stromaufwérts vom
Transkriptionsstart zu finden ist (Hines et al., 1988). Die Kernsequenz des XRE bildet die
Basenfolge 5’-TCACGC-3".

Der cytosolische Arylhydrocarbonrezeptor (AhR) gehdrt zu einer Gruppe von Transkrip-
tionsfaktoren der ,,Basic-helix-loop-helix/Period aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator/single minded [bHLH/Per-ARNT-Sim (PAS)] Familie (Crews und Fan,
1999). Liganden wie 3-MC und B(a)P diffundieren durch die Plasmamembran in das
Cytosol, binden an den AhR und aktivieren diesen. In nicht aktiviertem Zustand liegt der
AhR als Multi-Protein-Komplex vor, assoziiert mit zwei Molekiilen des Hitzeschockpro-
teins HSP90, dem Hepatatis B Virus-X-assoziierten Protein 2 (XAP2) und p23 (Perdew,
1988; Meyer et al., 1998; Kazlauskas, 1999). Nach der Bindung des Liganden an den
AhR kommt es zu einer Translokation des Rezeptors in den Zellkern, wobei HSP90
abgespalten wird. Es erfolgt stattdessen die Bildung eines Heterodimers mit ARNT (dem
AhR nukledren Translokator). Dieser Komplex ist fiir die transkriptionelle Regulation der
Zielgene iiber die Bindung an die XRE-Konsenussequenz verantwortlich (Mimura et al.,

1999).

Nicht nur die ,klassischen®, planaren aromatischen Kohlenwasserstoffe sind Liganden
des AhR und induzieren dadurch die Expression von CYPlal. Es konnte gezeigt werden,
dass auch Flavone wie 3-Methoxy-4-nitroflavon (MNF) an den AhR binden, diesen
jedoch nicht aktivieren, sondern inhibieren (Henry et al., 1999). Auch (-)-
Epigallocatechingallat, ein Catechin, das in griinem Tee vorkommt, konnte die TCDD
induzierte Cyplal Expression, sowie die Bindung des AhR an die DNA, verhindern
(Williams et al., 2000).
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Omeprazol 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol
(FICZ)

Abb. 1.4 Strukturformeln einiger AhR-Liganden

Benzo[a]pyren und 3-Methylcholanthren sowie TCDD gehdren zu den klassischen AhR Ago-
nisten. Omeprazol wird als Protonenpumpenhemmer gegen Sodbrennen eingesetzt, FICZ wird aus
Tryptophan nach Beteiligung von UV-Strahlung gebildet.

Die PAK B(a)P und 3-MC fiihren in murinen Hepatomzellen zu oxidativem Stress.
Dosisabhédngig erfolgte ein Anstieg der Lipidoxidation, auch wenn ein signifikanter
Anstieg der Bildung von H,O; erst bei einer Konzentration von 25 uM B(a)P nachgewie-
sen wurde (Elbekai et al., 2004).

Auch Schwermetallionen konnen im weitesten Sinne als xenobiotische Substanzen
betrachtet werden. In der Tat zeigten einige Untersuchungen, dass die Expression von
Cyplal auf transkriptionellem und posttranskriptionellem Weg durch Schwermetalle
moduliert wird (Korashy et al., 2004 und 2006).

Zu den nicht-klassischen AhR-Agonisten gehort das Carbazol 6-Formylindolo[3,2-
b]carbazol (FICZ), das aus zwei Molekiilen Tryptophan nach UVB-Strahlung gebildet
wird. Bereits 1987 wurden Photoprodukte des Tryptophans als AhR-affin beschrieben,
jedoch konnte 1995 gezeigt werden, dass FICZ die starkste Affinitdt aufweist (Rannug et
al., 1987; Rannug et al., 1995).
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1.4 Fragestellung

FoxO-Transkriptionsfaktoren regulieren die Expression zentraler Proteine und Enzyme
die z. B. den Glucosemtabolismus und die Abwehr gegen oxidativen Stress betreffen. Die
transkriptionssteigernde Aktivitdt der FoxO-Proteine wird nicht nur durch den physiologi-
schen Stimulus Insulin inhibiert, sondern auch durch insulinmimetische Wirkung von
Umweltfaktoren wie z. B. Schwermetallionen. Die durch Phosphorylierung von FoxO-
Proteinen durch die Proteinkinase Akt induzierte Hemmung geht mit der Translokation

der FoxO-Faktoren vom Zellkern ins Cytoplasma einher.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von Umweltnoxen auf Transkriptionsfak-

toren der FoxO-Familie untersucht. Es sollte analysiert werden, ob

(1) cytotoxische oder oxidierende Effekte bei der Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges durch Kupfer- und Nickelionen eine Rolle spielen und ob
unter diesen Bedingungen eine Modulation von FoxO-Proteinen stattfin-
det,

(11) die transkriptionssteigernde Aktivitit von FoxO-Faktoren sowie die Ex-
pression von Zielgenen in Hepatomzellen unter Einfluss von polyzyk-
lischen aromatischen Kohlenwasserstoffen oder eines Carabazols modul-
iert wird und

(ii1))  eine Verdanderung der Expression der FoxO-Isoformen la, 3a und 4 durch

Umwelteinfliisse auf Ebene der mRNA-Spiegel nachweisbar ist.
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Materialen und Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von
Sigma-Aldrich (Miinchen), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. Die
verwendeten Losungen wurden mit Reinstwasser aus einer MilliQ-Anlage (Millipore,
Eschborn) hergestellt. Die Einmalgebrauchsmaterialien der Zellkultur wurden von der Fa.

Greiner Bio-One (Frickenhausen) bezogen.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Stammbhaltung und Anzucht

Humane Hepatomzellen (HepG2) wurden in
- DMEM (Dulbecco's modified Eagle's Medium; PAA, Pasching, Osterreich)
mit 4500 mg "' Glucose, 10% (v/v) FBS (fetal bovine serum), 2 mM Gluta-
max, 1% nicht-essentiellen Aminosduren und 1% Penicillin/Streptomycin
kultiviert.
Bei Abwesenheit von FBS wurde dieses Komplettmedium jeweils als serumfreies

Medium bezeichnet.

HaCaT (immortalisierte humane Keratinozyten aus der distalen Peripherie eines Mela-
noms) wurden in
- DMEM (Dulbecco's modified Eagle's Medium) mit 1000 mg I Glucose, 10%
(v/v) FBS, 2 mM Glutamax und 1% Penicillin/Streptomycin

herangezogen.

Alle Zellen wurden bei einer Temperatur von 37°C in einer wasserdampfgeséttigten

Atmosphire mit 5% (v/v) Kohlenstoffdioxid kultiviert.

Zum Passagieren wurden die Zellen zu einer 70-90%-igen Konfluenz herangezogen.
Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen mit PBS (2,6 mM KCI; 1,4 mM
KH,POy; 137 mM NaCl; 6,4 mM Na,HPOy; pH 7,4) vorsichtig gewaschen. Mit ca. 17 pl
Trypsin-EDTA in PBS (0,5 g/l Trypsin) je cm® Zellrasen wurden die Zellen abgeldst. Die
Trypsinierung wurde nach 3-10 Minuten durch Zugabe des Komplettmediums gestoppt.
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Die Zellen wurden resuspendiert und in entsprechendem Verhéltnis in Kulturflaschen

oder -schalen uberfiihrt.

2.1.2 Mykoplasmentest

In regelmiBigen Abstinden (in der Regel monatlich) erfolgte die Uberpriifung der
verwendeten Zellen auf Kontamination mit Mykoplasmen. Der parasitire Befall der
Zellen mit Mykoplasmen (zellwandlose, jedoch von einer Cytoplasmamembran umgebe-
ne Bakterien) kann zu erheblichen Verdnderungen der Proliferation und zu verinderten
Reaktionen auf externe Stimuli fithren. Zur Detektion von Mykoplasmen wurde 200 pl
Zellkulturiiberstand abgenommen und mittels des VenorGeM Mykoplasmen-Nachweis-
Kits (Minerva Biolabs, Berlin) nach Angaben des Herstellers analysiert. Die verwendeten

Zellen waren flir die dargestellten Ergebnisse Mykoplasmen-negativ.

2.13 Konservierung und Revitalisierung von Zellen

Eingefrorene Zellen wurden rasch aufgetaut und in eine 75 cm? Kulturflasche mit
Komplettmedium iiberfiihrt. Bei gutem Anwuchs der Zellen nach ca. 3-6 Stunden wurde
ein Mediumwechsel vorgenommen, um das im Einfriermedium enthaltene DMSO zu
entfernen.

Zum Einfrieren wurde nach dem Abstoppen der Trypsinierung (s. 2.1.1) die Zellsuspensi-
on bei 800 g und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Einfriermedium (Komplett-
medium mit insgesamt 20% (v/v) FBS und 10% (v/v) DMSO) resuspendiert und in
KryogefiBen bei -80°C eingefroren. Dabei wurden Zellen einer 175 cm” Kulturflasche
auf drei Kryogefifle aufgeteilt.

2.1.4 Behandlung von Zellen

HepG2-Zellen wurden in 30 mm-Kulturschalen bis zu einer Konfluenz von 70-90%
herangezogen. 24 h nach der Aussaat wurde das Komplettmedium entfernt, die Zellen mit
PBS gewaschen und erneut 24 h in Medium ohne FBS kultiviert. Zur Behandlung wurde
das Medium entfernt und die Zellen mit circa 1 ml PBS vorsichtig gewaschen. Nach
Abnahme des Waschpuffers erfolgte die Behandlung der Zellen mit Schwermetallionen

unterschiedlicher Konzentrationen und fiir unterschiedliche Zeitspannen in HBSS
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(Hank’s balanced salt solution). Verwendet wurden unterschiedliche Konzentrationen der
Schwermetallsalze NiSO4 und CuSO4. Nach der Behandlung wurde die Losung abge-
nommen und die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Lysiert wurde mit 100 pl 2x
Laemmli-Probenpuffer (0,125 M Tris/HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% Glycerol; 100 mM
Dithiothreitol; 0,02% Bromphenolblau). Die Lysate wurden bei -20°C gelagert. Als
Positivkontrolle fiir die Aktivierung von PI3K/Akt wurde Insulin (100 nM; Roche,
Mannheim) in HBSS verwendet.

Zur Bestimmung des Glutathion- bzw. Glutathiondisulfidspiegels (2.9) wurden die Zellen
auf 79 cm” Zellkulturschalen kultiviert und wie oben beschrieben mit Schwermetallsalzen

behandelt.

Fiir die Behandlung mit polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) sowie
6-Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) wurden die Zellen in Kulturschalen unterschiedli-
cher GroBe herangezogen. 24 h nach der Aussaat wurden die Zellen nach einmaligem
Waschen mit PBS fiir weitere 24 h in serumfreiem Medium kultiviert. Die Behandlung
mit PAK oder FICZ erfolgte in serumfreiem Medium mit unterschiedlichen Konzentrati-

onen flir verschiedene Zeitspannen, wobei DMSO (0,1%) als Losemittelkontrolle diente.

Transient transfizierte Zellen fiir Reportergentests oder fluoreszenzmikroskopische
Lokalisationsuntersuchungen wurden 24 h nach der Transfektion vom Medium befreit
und mit PBS gewaschen. Darauf folgte die Behandlung mit PAK oder FICZ bzw. DMSO
(0,1%) als Losemittelkontrolle in serumfreiem Medium. Bis zur Lyse/Betrachtung

wurden die Zellen fiir 2-18 h inkubiert.

Zur Ermittlung der mRNA Spiegel wurden HepG2 Zellen in 6 cm Kulturschalen bis zu
einer Konfluenz von ca. 70% kultiviert. Die Zellen wurden nach der Behandlung fiir 8
oder 18 Stunden in RLT-B-Mercaptoethanol-Puffer (Qiagen) lysiert und die Gesamt-RNA

wurde wie in 2.8 beschrieben isoliert.

Fiir DNA-Bindungsexperimente wurden HepG2 Zellen bis zu einer Konfluenz von circa
80% in 79 cm® Zellkulturschalen herangezogen. Nach 24 h wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und nach Abnahme des Puffers fiir 24 h in serumfreiem Medium kultiviert.
Die Behandlung mit Schwermetallionen, Insulin, PAK oder FICZ erfolgte wie oben

beschrieben.
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2.1.5 Cytotoxizititstests

2.1.5.1 Neutralrot-Inkorporation

Die in 24-well-Platten kultivierten Zellen wurden, nach entsprechender Behandlung mit
Nickel- und Kupferionen unterschiedlicher Konzentrationen und Postinkubation mit
DMEM ohne FBS, vom Medium befreit und mit PBS gewaschen. Nach Abnahme des
Waschpuffers wurden 500 ul Neutralrot-Medium [0,5 ml Neutralrotlosung (Sigma; 3,3 g
I"" PBS) ad 100 ml DMEM ohne FBS] pro well zugegeben und 1 h inkubiert. Nach
Entfernen des Neutralrot-Mediums wurden die Zellen zweimal vorsichtig mit PBS
gewaschen. Durch leichtes Schiitteln mit 500 pl Fixierlésung (50 ml Ethanol p.a.; 1 ml
Essigsdure 100%; 49 ml H,O) pro well fiir mindestens 4 h bei 4°C wurde der Farbstoff
aus den Zellen entfernt. Die Proben wurden bei 4°C bis zur Messung der Extinktion (A =
405 nm; Referenz: A = 550 nm) verwahrt.

Der Test liefert eine unmittelbare Aussage zur Vitalitdt der behandelten Zellen, da nur
lebende Zellen den Farbstoff inkorporieren. Als fettlosliches Molekiil wird Neutralrot in
den Liposomen der Zellen gespeichert. Als Nullwert diente die Fixierlosung und als

100%-Wert der von unbehandelte Zellen.

2.1.5.2 Zellkoloniebildungs-Tests

Zur Analyse der Proliferationsfahigkeit wurden HepG2 Zellen in 6-well Platten bis zu
einer Konfluenz von 70-90% herangezogen. 24 Stunden vor der Behandlung wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und in serumfreiem Medium kultiviert. Die Behand-
lung mit CuSO4 und NiSOy erfolgte wie in 2.1.4 beschrieben in HBSS fiir 60 Minuten.
Nach Beendigung der Behandlungsdauer wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen
und mit 1 ml Trypsin/well von den Kulturschalen abgeldst. Die Reaktion wurde mit
Komplettmedium abgestoppt. Die Zahl der Zellen wurde mit Hilfe einer Neubauer
Zihlkammer ermittelt. Die Zellen wurden in Verdiinnungen von 1:10, 1:100 und 1:1000
auf 10 cm Kulturschalen ausgebracht und 11 Tage kultiviert, wobei nach 6 Tagen ein
Mediumwechsel erfolgte. Die Kolonien wurden mit PBS gewaschen und mit Kristallvio-
lettlosung [0,2% (w/v) in 20% (v/v) Ethanol] fiir 30-90 Minuten bei Raumtemperatur
gefarbt. Die Kiristallviolettlosung wurde verworfen, die Zellkulturschalen mit Wasser

gewaschen und nach dem Trocknen an der Luft Zellkolonien gezéhlt.
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2.1.6 Transiente Transfektion von Zellen

Fiir die transiente Transfektion von HepG2-Zellen wurden die Zellen in 30 mm Kultur-
schalen (fiir fluoreszenzmikroskopische Experimente wurden die Zellen auf Glaspléttchen
ausgebracht) bis zu einer Konfluenz von ca. 60% in Komplettmedium kultiviert.

Als Transfektionsreagenz fiir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurde
Nanofectin (PAA) nach Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurden die Zellen mit
3 pg pEGFP-FoxOla-Plasmid und 12 pl Nanofectin (PAA) 24 h nach der Aussaat
transfiziert.

Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS vorsichtig
gewaschen. Nach Abnahme des Waschpuffers wurden die Zellen mit PAK oder FICZ in
serumfreiem Medium fiir 2 Stunden inkubiert. Die subzellulidre Lokalisation von EGFP-
gekoppelten Proteinen wurde an einem inversen Fluoreszenzmikroskop ,,Axiovert D1
(Zeiss, Gottingen) verfolgt. Als Negativkontrolle diente DMSO (0,1%) und als Positiv-

kontrolle wurde Insulin (100 nM) verwendet.

Fiir Luziferase-Reportergenversuche (2.7) eignete sich Polyfect (Qiagen, Hilden) besser,
das nach den Angaben des Herstellers verwendet wurde. Die Transfektion von HaCaT
Zellen erfolgte mit Lipofectamin2000 (Invitrogen), das nach Angaben des Herstellers

verwendet wurde.
Dazu wurden die Zellen mit 0,75 pg Reporterplasmid, 0,75 pg Expressionsvektor und 0,1
png pRL-SV40 24 h nach der Aussaat transfiziert. Eine Zusammenstellung der in dieser

Arbeit verwendeten Plasmide gibt Tabelle 2.1 wieder.

Im Anschluss wurden die Zellen fiir weitere 24 h bei 37°C bis zur 18-stiindigen Behand-

lung mit PAK oder FICZ inkubiert.

Tab. 2.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

Bezeichnung Beschreibung Referenz

pEGFP- FoxOla cDNA in pEGFP-cl; Resi- b
Kortylewski et al., 2003

FoxOla stenzen: Kan®, Neo®

FoxOla FoxOla cDNA in p-Alter MAX Guo et al., 1999°
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(Kontrolle: CMV-Promotor); Resi-

stenz: Cm®*
HA-FoxO3a FoxO3a cDNA in pECE; Resistenz: Addgene, Cambridge, MA,
WT Amp* USA; Plasmid 1787¢
FoxO4 FoxO4 cDNA in pcDNAG6.2/nLumio-  Essers et al., 2004;
0X
DEST®; Resistenz: Amp bzw. diese Arbeit*
Codiert die Luziferase aus Renilla
pRL-SV40 reniformis Promega, Mannheim
Resistenz: Amp
Leervektor mit CMV-Promotor;
pCI-Neo ) Promega
Resistenzen: Amp, Neo
SeP-luc -1808/-14 SeP-Promotor in pGL3- Dreher et al., 1997:
(BK4GL3) basic; Resistenz: Amp Mostert et al., 2001°
SePMutl- -349G(C)-Mutante von SeP-luc;
luc Resistenz: Amp Walter et al., 2008
SePMut2- -110C(G)-Mutante von SeP-luc;
Walter et al., 2008
luc Resistenz: Amp
SePMut1/2- -349G(C) und -110C(G)-Mutante von
Walter et al., 2008
luc SeP-luc; Resistenz: Amp
-234/-14 SeP-Promotor-Fragment in
SeP234-luc Walter et al., 2008
pGL3-basic; Resistenz: Amp
-144T(G)/-143G(T)/-140C(A)/-
SePMut3- 139T(G)/-137T(G)/-136G(T)/-
Speckmann et al., 2008%
luc 133C(A)-Mutante von SeP-luc;
Resistenz: Amp
-144T(G)/-143G(T)/-140C(A)/-
SePMut4- 139T(G)/-137T(G)/-136G(T)/-
Speckmann et al., 2008%
luc 133C(A)-und -110C(G)-Mutante von
SeP-luc; Resistenz: Amp
FHRE-luc 3 Kopien des FoxO-responsiven Addgene, Plasmid 1789¢
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Elements in pGL3-basic; Resistenz:

Amp

-1227/+57 des G6Pase-Promotors in b
Go6Pase-luc . . Schmoll et al., 1996
pGL3-basic; Resistenz: Amp

-3340/+260 des MnSOD-Promotors in . N
MnSOD-luc Kim et al., 1999
pGL3-basic; Resistenz: Amp

Abkiirzungen: Amp: Ampicillin; Kan: Kanamycin; Neo: Neomycin; Cm: Chloramphenicol

b Freundlicherweise von PD Dr. A. Barthel (BG Kliniken Bergmannsheil, Bochum) zur Verfiigung
gestellt

Freundlicherweise von Dr. D. Schmoll (Sanofi-Aventis, Frankfurt) zur Verfiigung gestellt

d

iiber Addgene freundlicherweise von Dr. M. Greenberg (Children's Hospital, Boston, MA, USA)
bereitgestellt

Ein FoxO4 (AFX) Expressionsplasmid wurde freundlicherweise von Prof. B. M. T. Burgering
(UMC Utrecht, Niederlande) zur Verfiigung gestellt. Ein Sall/Notl Fragment dieses Plasmids
wurde unter Zuhilfenahme des pENTR3c-Vektor-Systems (Invitrogen) unter Benutzung der LR-
Clonase (Invitrogen) in den Zielvektor pcDNA6.2/nLumio-DEST (Invitrogen) kloniert. Diese
Klonierungsarbeiten wurden freundlicherweise von Elisabeth Sauerbier iibernommen.

Freundlicherweise von Prof. Dr. J. Ko6hrle (Charité, Berlin) und Dr. Josef Abel (IUF, Diisseldorf)
zur Verfiigung gestellt

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Bodo Speckmann (HHU Diisseldorf)

Freundlicherweise von Prof. B. M. T. Burgering (UMC Utrecht, Niederlande) zur Verfiigung
gestellt

2.2 Maxi-Priparation von Plasmid-DNA

Fiir Transfektionen wurde aus einer 250 ml E. coli-Kultur gro8ere Mengen Plasmids
mittels des ,,Endotoxin-free Plasmid DNA Maxi-Kit" (Machery-Nagel, Diiren) nach
Angaben des Herstellers isoliert. Daflir wurde die Kultur zuvor in einer Kiihlzentrifuge

bei 4°C und 3290xg fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand entfernt.

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten Plasmid-DNA erfolgte spektrometrisch
durch Messung der Extinktion bei 260 nm. Die Berechnung erfolgte aufgrund der

Annahme, dass 50 pg/ml doppelstrangiger DNA einer Extinktion von eins entsprechen.

Alle Medien fiir die Anzucht von E. coli-Stimmen wurden vor der Verwendung bei
121°C und 200 kPa autoklaviert. Zuvor sterilfilitrierte Antibiotika zur Selektion der

Bakterien wurden den Medien im abgekiihlten Zustand zugefiigt.
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LB-Medium (Sambrook et al., 1989):

10% (w/v) Trypton
5% (w/v) Hefeextrakt
5% (w/v) NaCl

Agarplatten:
18% (w/v) Agar
In LB-Medium

SOC-Medium (pH 7):
0,5 g NaCl
20 g Trypton
5 g Hefeextrakt
2,5 ml KCI (1 M)
ad 970 ml dH,O

Vor Gebrauch Zugabe von:
10 ml MgCl, (1 M)
20 ml Glucose (1 M)

Slant 50:50
5 g Trypton
2,5 g Hefeextrakt
ad 250 ml dH,O
250 ml 96%-Glycerin

Antibiotika

Ampicillin: 100 pg ml™
Chloramphenicol: 34 pg ml™
Kanamycin: 30 pg ml™”!

Die Anzucht der Bakterien erfolgte zunichst als Vorkultur in einem 15 ml Zentrifugen-

rohrchen. Dazu wurden die Bakterien (einige pl aus Gefrierkulturen oder Einzelkolonien

von Transformationsplatten) in 5 ml LB-Medium iiber Nacht bei 37°C und 200 UpM
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bebriitet. Darauf wurde die Hauptkultur in 250 ml LB-Medium fiir 6-8 Stunden bei 37°C
und 200 UpM inkubiert.

Herstellung von E. coli Gefrierkulturen:
Zur Herstellung von Gefrierkulturen wurde die Vorkultur fiir 5 Minuten bei 1000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Slant 50:50 re-

suspendiert. Die Gefrierkultur wurde in Kryogefifen bei -80°C gelagert.

2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem von U. K. Laemmli entwickelten
diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 1970). Ein engporiges Trenngel wird von einem
weitporigen Sammelgel iiberschichtet. Durch die negative Ladung des SDS wird die
Eigenladung der Proteine iiberdeckt und die Proteine bewegen sich aufgrund ihrer
negativen Ladung durch das Gelsystem. Nach der Fokussierung im Sammelgel erfolgt die
Auftrennung der Proteine aufgrund ihrer Grof3e (Mobilititsunterschiede) im Trenngel.

Die in 2x-Laemmlipuffer lysierten Proben wurden sonifiziert, um die auf genomische
DNA zuriickzufiihrende Viskositit der Proben zu verringern, fiir 1-5 Minuten bei 95°C
denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in einer vertikalen
Gelapparatur (,,Novex Mini Cell“, Invitrogen, Karlsruhe) in Elektrophoreselaufpuffer

durchgefiihrt. Die maximal verwendete Stromstirke lag bei 40 mA/Gel.

4x Laemmli-Probenpuffer:
250 mM Tris-HCI (pH 8)
20% (w/v) Glycerol
5% (w/v) SDS
0,01% (w/v) Bromphenolblau
100 mM DTT (Dithiothreitol)
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Elektrophoreselaufpuffer:
100 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS (pH 6,9)

Trenngel, 10% (w/v) Acrylamid:
4 ml dH,O
2,7 ml Trenngelpuffer
3,3 ml PAA Stammldsung
31 ul APS
2,5 ul TEMED

Sammelgel, 2% (w/v) Acrylamid:
2,3 ml dH,O
0,75 ml Sammelgelpuffer
0,63 ml PAA (Polyacrylamid) Stammldsung
31 ul APS
2,5 ul TEMED

PAA Stammlosung:
30% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid

Trenngelpuffer (2,5x):
0,25% (w/v) SDS
1,9 M Tris (pH 8,9)

Sammelgelpuffer:
0,5% (w/v) SDS
0,3 M Tris (pH 6,7)
APS:

10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
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2.4 Immunodetektion von Proteinen

Die Proteine wurden zunéchst auf eine PVDF (Polyvinylidendifluorid)- oder Nitrocellulo-
semembran (Amersham, Braunschweig) transferiert, um sie dann in einem indirekten

Enzymimmuno-Test nachzuweisen.

2.4.1 Elektrotransfer auf Membranen (Western Blot)

Mittels des ,,Novex-Mini-Cell-Tank-Blot-Moduls* (Invitrogen) wurden die Proteine aus
dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine PVDF- oder Nitrocellulose-Membran elektrotransfe-
riert und somit immobilisiert. Pro Gel wurden zwei 3 mm starke Blottingpapiere, eine
dem Gel in der GroBe entsprechende Membran und einige Schwidmme bendtigt. Die
Blottingpapiere und Schwimme wurden in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin,
pH 8,5) etwa 30 Minuten aquilibriert. Die PVDF-Membran wurde zunéchst fiir 60
Sekunden in Methanol, danach ebenfalls in Transferpuffer dquilibriert. Die Nitrocellulo-
semembran wurde zunédchst 15 Minuten in dH>O und danach 15 Minuten in Transferpuf-
fer dquilibriert.

Fiir den Aufbau wurden 2 mit Transferpuffer vollgesogene Schwamme auf die Kathode
gelegt, darauf folgte ein Blottingpapier, das Gel, die Membran, wieder ein Blottingpapier
und ein Schwamm. Um die Apparatur zu fiillen, wurde entweder mit einem zweiten Gel
ebenso verfahren oder die Apparatur wurde mit in Transferpuffer getrinkten Schwammen
gefiillt. Beim Positionieren der Gele und Membranen wurde darauf geachtet, dies
moglichst luftblasenfrei zu tun, um Transferfehler zu vermeiden. Der Transfer erfolgte in
Transferpuffer bei 20 V fiir 2 Stunden (PVDF-Membran) oder 14 V fiir 100 Minuten
(Nitrocellulose-Membran).

Zur Uberpriifung des Transfers kann die Membran 1 Minute in Ponceau S Lésung [5%
(v/v) Essigsdure, 0,1% (w/v) Ponceau S] gefarbt werden. Die Proteinbanden erhalten eine
stairker rotliche Féarbung als die restliche Membran, wodurch Transferfehler gut zu

erkennen sind. Die Farbung kann durch Waschen mit TBS/T riickgidngig gemacht werden.

2.4.2 Immunodetektion

Alle nachstehend aufgefiihrten Waschschritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei

RT unter leichtem Schiitteln durchgefiihrt.
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Nach dem Transfer wurden die Membranen 10 Minuten in TBS/T gewaschen und danach
fiir 45-60 Minuten bei RT unter leichtem Schiitteln mit TBS/T + 5% (w/v) Milchpulver
geblockt. Die Inkubation mit dem priméiren Antikorper erfolgte iiber Nacht bei 4°C.

In Tabelle 2.2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Primdr- und Sekundarantikorper
zusammengefasst.

Die Membranen wurden im Anschluss zundchst zweimal mit TBS/T gespiilt und dann 15-
45 Minuten unter dreimaligem TBS/T-Wechsel gewaschen. Darauthin wurden die
Membranen mit dem entsprechenden sekundidren Antikdrper-HRP-Konjugat (Tabelle 2.2)
fiir eine Stunde inkubiert. Nachfolgend wurde wiederum zweimal mit TBS/T gespiilt und
15-45 Minuten unter dreimaligem TBS/T Wechsel gewaschen, um unspezifisch gebunde-
ne Antikdrper zu entfernen. Uber die an dem Sekundirantikdper gebundene Meerrettich-
Peroxidase (HRP) konnte das Protein nun mittels des ,,SuperSignal West Pico Chemilu-
minescent™ Substrats (Pierce, Rockford, USA) detektiert werden. Das Substrat wurde
nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Dokumentation erfolgte durch das

Belichten eines Rontgenfilms (Amersham, Miinchen).

TBS-Puffer:
20 mM Tris
137 mM NacCl
pH 7,6

TBS/T-Puffer:
0,1% (v/v) Tween 20 in TBS

Tab. 2.2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Antikérper

Primiire Antikorper Bezugsquelle Verdiinnung
Anti-phospho-Akt

(S473) Cell Signaling Technology 1:1000*
Anti-phospho-

FoxOla/FoxO3a (T24/T32) Cell Signaling Technology 1:1000°
Anti-GAPDH Millipore 1:5000°
Anti-Total-FoxOla Barthel et al., 2001 1:10000*
Anti-phospho-FoxO3a (T32) Millipore 1:1000*
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Sekundire Antikorper Bezugsquelle Verdiinnung
Anti-rabbit-HRP Dianova 1:5000°
Anti-mouse-HRP Amersham 1:5000*

a/b Verdiinnungen in TBS/T + 5% (w/v) Milchpulver (a) oder 5% (w/v) BSA (b)

243 Entfernung eines AntikOrpers von der Membran

Um eine Membran mit einem weiteren AntikOrper exponieren zu konnen, wurde die
Methode des ,,Strippens® angewandt. Dazu wurden die nach der Immunodetektion noch
auf der Membran befindlichen Primér- und Sekunddrantikérper durch die Zugabe eines
Puffers entfernt. Im Anschluss wurde der Stripping Puffer entfernt und Reste durch
zweimaliges, 10-miniitiges Waschen mit TBS/T oder PBS/T [0,1% (v/v) Tween 20 in
PBS] von den Membranen abgeldst. Darauf wurden die Membranen erneut, wie unter

2.4.2 beschrieben, geblockt und mit Antikdrpern inkubiert.

Verwendet wurden folgende Puffer:
- ,Restore Stripping Buffer (Pierce): Zugabe von 2 ml Puffer, Schiitteln bei
37°C fiir 45 Minuten und Waschen mit TBS/T
- Glycin-Puffer (25 mM Glycin-HCI, pH 2, 1% (w/v) SDS): Zugabe von 5 ml
Puffer, Schiitteln bei RT fiir 30 Minuten und Waschen mit PBS/T.

2.5 Isolation von Zellkernen

Zur Isolation von Zellkernen fiir FoxOla-DNA-Bindungsexperimente (2.6) wurden die
Zellen nach der Behandlung (2.1.4) einmal mit eiskaltem PBS/PIB [5% (v/v) PIB in PBS]
gewaschen und in 7 ml PBS/PIB abgekratzt.

PIB (Phosphatase Inhibitor Buffer):
125 mM NaF
250 mM B-Glycerophosphat
250 mM Para-Nitrophenylphosphat (PNPP)
25 mM NaVO;
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Die Zellen wurden in ein vorgekiihltes 15 ml Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und bei
300xg bei 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet

wurde in 1 ml hypotonischen Puffer (HB, sterilfiltriert) resuspendiert.

HB (hypotonic buffer):
20 mM HEPES, pH 7,5
5 mM NaF
10 uM Na,MoOg4
0,1 mM EDTA

Die Suspension wurde in ein vorgekiihltes 1,5 ml Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und 15
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 50 pl 10% Nonidet P-40 und sorgféltigem
Durchmischen wurde das Homogenat 30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit und
4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 pul Complete Lysis Buffer (im Lieferumfang des
TransAM FKHR Kits enthalten) resuspendiert und 30 Minuten auf Eis auf einem
Schiittler inkubiert. Nach Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit und 4°C fiir 10

Minuten wurde die Kernfraktion (Uberstand) aliquotiert und bei -80°C verwahrt.

2.6 Bestimmung der DNA-Bindefihigkeit von FoxOla

Die Aktivitit von FoxOla-Proteinen zur DNA-Bindung wurde mittels eines ELISA
basierten Systems (TransAM FKHR, Active Motif, Rixensart, Belgien) gemill den
Angaben des Herstellers untersucht. Die Behandlung mit Schwermetallionen, PAK oder
FICZ erfolgte wie in 2.1.4 beschrieben. Die Kerne wurden wie in 2.5 beschrieben isoliert.
Die Proteinmenge in den isolierten Zellkernen wurde nach Angaben des Herstellers

bestimmt (Coomassie Plus, Pierce) und 10 pg des Isolats in den Bindungs-Test eingesetzt.

2.7 Reportergenanalysen

Die Bestimmung von Luziferaseaktivititen erfolgte iiber Lumineszenzmessung mit Hilfe
des ,,Dual Luciferase® Reporter Assay System* (Promega). Die in 30 mm-Kulturschalen
transient transfizierten und behandelten Zellen wurden nach Entfernung des Mediums,
Waschen mit PBS und Absaugen des Waschpuffers mit 100 ul 1x PLB (,,passive lysis

buffer; Promega) lysiert und bei -20°C bis zur Messung verwahrt.
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In Mikrotiterplatten wurden 10 pl des Lysates mit 50 ul LAR II (Luciferase Assay
Reagent II) gemischt. Dies startet den Umsatz des Substrates durch die firefly-Luziferase.
Die resultierende Lumineszenz wurde notiert und durch Zugabe des S&G (stop & Glo®)
Reagenz gequencht. Die verbleibende Lumineszenz betrug nun nur noch 0,0004%, so
dass nun die auf Aktivitdt der Renilla Luziferase zuriickgehende Lumineszenz gemessen
und notiert werden konnte. Die Messungen erfolgten an einem Luminometer mit Injekto-
rapparatur (Microplate Luminometer LB 96 V-Injektor; EG&G Berthold, Bad Wildbad)

mit der zugehorigen Software.

2.8 RNA-Isolierung und quantitative Echtzeit-PCR

Die Total-RNA wurde aus behandelten Zellen (2.1.8) unter Verwendung des RNeasy Kits
(Qiagen) nach den Angaben des Herstellers isoliert.

1 pg der Total-RNA wurde in einem Gesamtvolumen von 40 pul unter zu Hilfenahme der
,Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase” (Roche Diagnostics) in die
reverse Transkription als Matrize eingesetzt. Die quantitative Echtzeit-PCR wurde in
einem LightCycler (Roche Diagnostics) mittels des QuantiTect SYBR Green PCR Kits
(Qiagen) mit 2 pl einer jeden cDNA Probe durchgefiihrt. Die relativen Kopien der Gene
wurden mit der zugehorigen LightCycler Software berechnet und auf den relativen Gehalt
des B-Actin Transkripts normiert. Die Durchfiihrung der real-time PCR wurde freundli-
cherweise von Dr. Thomas Haarmann-Stemmann iibernommen.

Fiir die PCR wurden folgende Primerpaare verwendet:

Tab. 2.3: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primerpaare

mRNA  Primerpaare Grofle T

5. TTCCTCCTCTTCCACCTCCT-3’
SeP 70bp  59°C
5_ACAAACACATACAGAATAAACCAAGG-3’

5"TAGACACTGATCTGGCTGCAG-3
Cyplal® 146bp  60°C
5-GGGAAGGCTCCATCAGCATC-3’

, O -CCCCAGGCACCAGGGCGTGAT-3’
B-Actin 263 bp 60°C
5’-GGTCATCTTCTCGCGGTTGGCCTTGGGGT-3’
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5" AAGGGTGACAGCAACAGCTC-3’
FoxOla 87 bp 58°C
5 -TTCTGCACACGAATGAACTTG-3’

5’-TTGCCTCTCCAAGCTTCCTA -3’
FoxO3a 72 bp 58°C
5’-CCCCATGCTACTAGTGCCTCT -3’

5’-ACGAGTGGATGGTCCGTACT -3’
FoxO4 86 bp 56°C
5’-GTGGCGGATCGAGTTCTTC -3’

* Omiecinski et al., 1990; b Ihm et al., 2002

2.9 Glutathionoxidation

Der GSH bzw. GSSG Gehalt der Zellen wurde enzymatisch nach Anderson (1985) mit
geringfligigen Verdnderungen (Abdelmohsen et al., 2003) ermittelt. Die zuvor behandel-
ten Zellen wurden in 500 pl eiskalter HCI (10 mM) von den Kulturschalen abgekratzt. Es
folgte eine Einfrier-/Auftau-Prozedur, Sonifizierung und Zentrifugation bei 20.000 g fiir
10 Minuten. Aus den Uberstinden wurde der Proteingehalt bestimmt (BCA-basierte
Proteinbestimmung, Pierce). Nach Prézipitation des Proteins mit 5-Sulfosalicylsdure (5%
w/v) auf Eis wurden die Proben mit einem Vortex-Gerdt durchmischt und erneut bei
20.000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert.

Die Bestimmung des Gesamtglutathiongehaltes wurde aus 40 pl des Uberstandes nach
Zugabe des Reaktionspuffers (0,2 M Tris pH 8, 0,1 M EDTA, 10 mM 5,5-
Dithionitrobenzoesdure, 150 mM NADPH) und 1-2 U/ml Glutathionreduktase pro
Reaktionsansatz bestimmt. Fiir die Analyse des Glutathiondisulfidgehaltes wurden 6 pl
Triethanolamin in 100 pl des restlichen Uberstandes gegeben und die Thiolgruppen der
Glutathionmolekiile wurden durch Zugabe von 2 ul 2-Vinylpyridin blockiert. Dabei sollte
der pH-Wert der Reaktionslosung nicht iiber pH 7-8 liegen. Nach einstiindiger Derivati-
sierung bei Raumtemperatur wurde der GSSG-Gehalt ebenfalls nach Zugabe des Reakti-
onspuffers und der Glutathionreduktase bestimmt.

Die zeitabhiangige Verdnderung der Extinktion wurde spektroskopisch bei einer Wellen-

lange von 412 nm verfolgt (Power Wave 340, BioTek).
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2.10 Statistische Auswertung

Die Analyse der statistischen Signifikanz erfolgte durch einen gepaarten Student's t-Test
oder durch einen ANOVA-Test gefolgt von einem Student Newman Keuls Post-Test. Vor
der Studie wurde P < 0.05 als MaB fiir Signifikanz festgelegt.
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3 Ergebnisse
3.1 Einfluss von Schwermetallionen auf den Akt/FoxO-Signalweg

Sowohl Kupfer- als auch Nickelionen koénnen die intrazelluldre Bildung von ROS
hervorrufen (Beyersmann und Hartwig, 2008). Dies fithrt zu oxidativen Schiden von
Lipiden und Proteinen sowie in toxischen Dosen der Metallionen auch zu Schéden der
DNA (Dally und Hartwig, 1997; Schwerdtle et al., 2007). Sowohl die Metallionen selbst
als auch die unter Belastung mit Metallionen gebildeten ROS koénnen Signalwege in den
Zellen aktivieren. Bekanntermaflen fiihrt die Belastung von Zellen mit Kupfer- sowie

Zinkionen zu einer Beeinflussung des Akt/FoxO-Signalweges (Barthel et al., 2007)

3.1.1 Cytotoxizitit von Nickelionen und Glutathionoxidation

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass Nickelionen in der Lage sind, eine PI3K-
abhédngige Phosphorylierung von Akt hervorzurufen (Eckers, 2006). FoxO-Proteine sind
direkte Substrate der Kinase Akt. Ihre Phosphorylierung durch Akt fiihrt zu einer
Deaktivierung und der Translokation vom Zellkern ins Cytoplasma. Obwohl bereits eine
15-miniitige Belastung der Zellen mit Nickelionen eine signifikante Erhohung der Akt-
Phosphorylierung induzierte (Abb. 3.1 A), zeigten fluoreszenzmikroskopische Untersu-
chungen, dass Behandlung mit Nickelionen von Zellen, die ein GFP-gekoppeltes FoxOla
exprimieren, keine Modulation der subzelluldren Lokalisation von FoxOla-GFP zur
Folge hat (Abb. 3.1 B). Im Unterschied dazu induzierten Insulin und Cu*" den Ausschluss
der FoxOla-Fusionsproteine aus dem Zellkern (Abb. 3.1 B).

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss von Nickelionen auf die Viabilitat und
Glutathionoxidation in menschlichen Hepatomzellen sowie auf den Phosphorylierungssta-

tus und die DNA-Bindungsaktivitit der FoxO-Proteine untersucht.
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Abb. 3.1: Nickel-induzierte Phosphorylierung von Akt und Lokalisation von FoxO-EGFP

A. Humane HepG2 Hepatomzellen wurden fiir die angegebene Dauer mit Nickelionen (100 uM
NiSO,) in Hank’s balanced salt solution (HBSS) behandelt. Die Zellen wurden lysiert und im
Western Blot auf den Phosphorylierungsstatus von Akt untersucht. B. HepG2-Zellen wurden mit
einem FoxOla-EGFP Plasmid transient transfiziert und mit Insulin (100 nM), CuSO,4 (10 uM)
oder NiSO4 (100 uM) in HBSS fiir 30 Minuten behandelt. Die Anderung der FoxOla-GFP
Lokalisation wurde fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Abbildung aus Eckers (2006) und
Eckers et al. (2009).

Fiir die Analyse toxischer Wirkungen von Nickelionen auf HepG2-Zellen wurden zwei
Analysemethoden eingesetzt. Zum einen wurde die Fihigkeit der behandelten Zellen,
Kolonien auszubilden, untersucht. Mit zunehmender Toxizitdt der Substanz verringert
sich die Anzahl der Kolonien, die nach einer bestimmten Wachstumszeit gebildet werden.
Zum anderen wurde die Fahigkeit zur Inkorporation des Farbstoffs Neutralrot zur
Abschitzung der Zellviabilitdt genutzt. Beide Methoden wurden angewandt, um festzu-
stellen, ob die durchgefiihrte Behandlung mit Schwermetallionen von maximal 60
Minuten in humanen Hepatomzellen HepG2 zu toxischen Effekten fiihrt. Die Ergebnisse

sind in Abb. 3.2 dargestellt.
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Abb. 3.2: Nickelionen fiihren nicht zu cytotoxischen Effekten in HepG2 Zellen

HepG2 humane Hepatomzellen wurden bis zu einer 80-90%igen Konfluenz herangezogen und
darauf fiir 18 Stunden in serumfreiem Medium kultiviert. Nach einmaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen CuSO,4 oder NiSO,4 in Hanks’ balanced
salt solution (HBSS) fiir 60 Minuten behandelt. (A) Die Zellen wurden nach der Behandlung
trypsiniert, gezdhlt und in verschiedenen Verdiinnungen wieder ausgesit. Nach elftigiger
Kultivierung wurden die Kolonien mit Kristallviolettldsung geféarbt und ausgezihlt. Reprisentati-
ve Fotos der Kolonien sind oben gezeigt. Die relative Anzahl der Klone ist angegeben als
Mittelwert aus drei voneinander unabhingigen Experimenten + SEM. (B) Die Zellen wurden nach
der Behandlung weitere 24 h in serumfreiem Medium kultiviert. Zellviabilitdt wurde sodann
mithilfe des Neutralrot-Tests bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei voneinander
unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.
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Die relative Kolonienzahl sowie einige reprisentative Fotos der Kulturschalen sind in
Abbildung 3.2A dargestellt. Die mit Kristallviolett angefdrbten Klone wurden ausgezihlt
und auf die Anzahl der urspriinglich ausgebrachten Zellen normiert. Bei hohen Konzent-
rationen von 1 mM Ni*" kam es zu einer Abnahme der Kolonienbildung von ca. 20% im
Vergleich zur Kontrolle. Kupferionen hingegen induzierten eine stirkere Abnahme der
Kolonienbildung. Bereits eine einstiindige Behandlung mit 10 pM Kupferionen verringer-
te die Anzahl der Kolonien, die sich nach 11 Tagen Wachstum gebildet hatten, auf 10%.

Die fiir die Behandlung verwendete Konzentration von 100 pM Ni**, die zu einer
Phosphorylierung von Akt fiihrte (Abb. 3.1), kann demnach als unter den beschriebenen

Bedingungen nichttoxisch betrachtet werden.

Fiir die Analyse der Zellviabilitit, die mittels der Inkorporation von Neutralrot (Abb.
3.2B) ermittelt wurde, ergaben sich dhnliche Befunde. Die Viabilitit der HepG2 Hepa-
tomzellen wurde durch Behandlung mit Nickelionen nicht eingeschrankt. Weder 100 uM
Ni*" noch 300 uM Ni** senkten die Viabilitit der Zellen. Im Gegenteil schien es zu einer
leichten Steigerung der Viabilitit im Vergleich zur Kontrollbehandlung zu kommen. 100
uM Cu”” induzierte hingegen eine Verringerung der Neutralrot-Inkorporation der Zellen.
Es kam zu einer Abnahme der Viabilitdt von 80% nach einer Behandlungsdauer von 60

Minuten.

Metallionen konnen oxidativen Stress innerhalb der Zelle ausldsen. Dies geschieht hdufig
durch Fenton-dhnliche Reaktionen. Hydroperoxide werden innerhalb der Zelle durch
Metallionen unter Bildung von Hydroxyl-/Alkoxylradikalen reduziert. Voraussetzung fiir
diese Reaktion ist das Vorliegen eines reduzierten Metallions. Im Falle des Kupferions
wird es in der Zelle durch Thiolgruppen von Cu(Il) zu Cu(l) reduziert, wihrend die
Thiolgruppen zu Disulfiden oxidiert werden (Klotz et al., 2003). Ein Sensor fiir solche
Redoxprozesse in der Zelle stellt das Glutathion/Glutathiondisulfid (GSH/GSSG)-System
dar. Die Gleichgewichtsverschiebung zu Gunsten des Disulfids zeigt den Redoxstatus der

Zelle an und dient als ein MaB fiir oxidativen Stress.

HepG2-Zellen wurden fiir 60 Minuten mit Kupfer- oder Nickelionen behandelt, und aus
den Lysaten wurde der Gehalt an Glutathiondisulfid bestimmt.
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Es ist deutlich erkennbar, dass die Behandlung von Zellen mit Nickelionen bis zu
Konzentrationen von 3 mM nicht zu einer erhohten Bildung von Glutathiondisulfid fiihrte
(Abb. 3.3). Wie in den Experimenten zur Analyse von cytotoxischen Effekten reagierten
die Zellen auf die Behandlung mit Cu*" in anderer Weise. Ab einer Konzentration von 10
uM induzierten Kupferionen bereits eine Anderung des GSSG-Spiegels. Von einer 5-
fachen Erhohung des GSSG-Gehaltes stieg dieser bei Konzentrationen von 300 uM Cu®*

auf das bis zu 30-fache an.
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Abb. 3.3: GSSG-Gehalt in HepG2-Zellen nach Belastung mit Kupfer- oder Nickelionen
HepG2 humane Hepatomzellen wurden bis zu einer 80-90%igen Konfluenz herangezogen und
darauthin fiir 18 Stunden in serumfreiem Medium kultiviert. Nach einmaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen fiir 60 Minuten mit den angegebenen Konzentrationen CuSO,4 oder NiSQy, in
Hanks’ balanced salt solution (HBSS) behandelt. Anschliefend wurde aus den Lysaten der
Glutathiondisulfidgehalt bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei voneinander unabhingi-
gen Experimenten (30 pM Ni**/Cu®" und 100 pM Cu*": n=2) + Standardabweichung.

Die durch Nickelionen induzierte Aktivierung von Akt ist demnach unabhingig von einer
etwaigen durch die Nickelionen hervorgerufenen Produktion von ROS. Dies ist in
Ubereinstimmung mit Untersuchungen zur Beteiligung von ROS an der Phosphorylierung

von Akt durch andere Schwermetalle (Barthel et al., 2007; Ostrakhovitch et al., 2002).
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3.1.2 Einfluss von Nickelionen auf FoxO-Proteine

Trotz einer signifikanten Akt-Phosphorylierung nach Behandlung von Zellen mit
Nickelionen wurde kein Ausschluss von FoxOla-EGFP aus dem Zellkern beobachtet
(Abb. 3.1). Um zu iiberpriifen, inwieweit sich die Féhigkeit der FoxO-Proteine zur DNA -
Bindung nach Behandlung mit Schwermetallionen dndert, wurde ein ELISA-basierter
FoxO-DNA-Bindetest durchgefiihrt. Nach Behandlung der Zellen mit Schwermetallionen
oder Insulin wurde aktives FoxOla in den Zellkernen nachgewiesen. Dazu wurden 96-
well-Platten verwendet, auf die die FoxO-Bindesequenz aufgebracht war. Nach Behand-
lung mit Insulin sollte in den Kernen weniger aktives FoxO vorliegen, das in der Lage ist,
an die FoxO-DNA-Bindesequenz zu binden. In der Tat fiihrte die Stimulation mit Insulin

tendenziell zu einer Verringerung der FoxOla-Bindung an die DNA-Sequenz (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Einfluss von Nickelionen auf die DNA-Bindefihigkeit von FoxOla

HepG2 Zellen wurden vor der 30-miniitigen Behandlung mit Cu®"(10 pM), Ni** (100 pM) und
Insulin (100 nM) in HBSS fiir 24 h in serumfreiem Medium kultiviert. Nach der Behandlung
wurden die Kerne isoliert und auf die Bindung von FoxOla an die DNA mittels eines ELISA-
basierten FoxO-Bindungs-Testsystems untersucht. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde iiber
einen zweiseitigen t-Test ermittelt (*P<0,05).

Noch deutlicher als mit Insulin wurde dies durch die Behandlung mit Kupferionen
erreicht. Die mittlere Abnahme der DNA-Bindungsfahigkeit von FoxOla lag bei 50%.

Kupferionen besitzen also einen insulinmimetischen Effekt (Abb. 3.4).
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Die Behandlung mit Nickelionen konnte keine Verringerung der relativen DNA-Bindung
von FoxOla hervorrufen, sondern schien im Gegenteil eine Steigerung der DNA-

Bindeaktivitit zu bewirken (Abb. 3.4).

Die FoxO-Faktoren werden bekanntermaflen durch die Ser/Thr-Kinase Akt phosphory-
liert. Die bereits nach 15-miniitiger Behandlung von HepG2 Zellen mit Nickelionen
induzierte Akt-Phosphorylierung lie} erwarten, dass auch Akt-Substrate phosphoryliert
werden. Fiir ein Akt-Substrat, die Glycogensynthasekinase-3, wurde dies gezeigt (Eckers,
20006).

Abb. 3.5 zeigt den Phosphorylierungszustand der FoxO-Proteine 1 und 3 nach Inkubation
von HepG2 Zellen mit Kupfer- und Nickelionen sowie mit Insulin. Tatsdchlich fiithrten
Kupferionen und Insulin wie erwartet zu einer starken Phosphorylierung der Transkripti-
onsfaktoren, wohingegen die Behandlung der Zellen mit Nickelionen nur eine duferst

schwache, kaum detektierbare, Phosphorylierung zur Folge hatte.

-L phospho-Fox03a (T32)

- e phospho-FoxO1a (T24)

W | FOxO1a

e | GAPDH

Ctrl Cu Ins Ni

Abb. 3.5: Phosphorylierung von FoxOla und FoxO3a nach Behandlung von Zellen mit
Kupfer- oder Nickelionen

HepG2 humane Hepatomzellen wurden bis zu einer 80-90%igen Konfluenz herangezogen und
anschlieffend fiir 18 Stunden in serumfreiem Medium kultiviert. Nach Waschen mit PBS wurden
die Zellen mit CuSO4 (10 uM), NiSO4 (100 puM) oder Insulin (100 nM) in Hanks’ balanced salt
solution (HBSS) fiir 30 Minuten behandelt. Die Zellen wurden lysiert und mittels Western Blot
analysiert. Die gezeigten Immunoblots sind représentativ fiir drei voneinander unabhéngige
Experimente.

Trotz einer signifikanten Akt-Phosphorylierung, hervorgerufen durch die Inkubation der
Zellen mit Nickelionen, fiihrte diese also nicht zu einer eindeutigen Phosphorylierung

aller Akt-Substrate wie hier im Falle der FoxO-Proteine.
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Die durch Ni*" induzierte Akt-Phosphorylierung fand bereits unter subcytotoxischen und
nicht-oxidativen Bedingungen statt. Die nach der Aktivierung von Akt durch Ni** (Abb.
3.1) durchaus zu erwartende Phosphorylierung und Abnahme der DNA-
Bindungsfahigkeit der FoxO-Transkriptionsfaktoren war nur duflerst schwach (Abb. 3.5)
oder nicht detektierbar (Abb. 3.4).

32 Einfluss von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und FICZ

auf FoxO-Proteine

Neben Metallionen gibt es zahlreiche Umweltfaktoren, die Signalwege beeinflussen.
Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) gehoren zu den Stimulatoren des
Ah-Rezeptors und induzieren die Expression von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen
der Cytochrom-P450-Familie, darunter das Cytochrom-P450 lal (Cyplal). Substanzen
wie Benzo(a)pyren [B(a)P] kommen als Umweltbelastung aus unvollstindigen Verbren-
nungsprozessen in der Atmosphére und in Nahrungsmitteln vor. B(a)P und 3-MC sind als
Karzinogene von grofler Bedeutung. 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) wird durch
photochemische Reaktion aus Tryptophan gebildet. Auch FICZ induziert die Expression
von Cyplal und fillt in die Gruppe der AhR-Agonisten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss dieser drei Substanzen auf die Aktivitit
der FoxO-Faktoren untersucht. Derzeit ist iiber eine Modulation von FoxO-Proteinen und
FoxO-regulierter Zielgene durch polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe oder

FICZ nichts bekannt.

3.2.1 Modulation FoxO-responsiver Promotoren durch AhR-Agonisten

Um die Wirkung der PAK B(a)P und 3-MC sowie des Carbazols FICZ auf FoxO-
Faktoren zu untersuchen, wurden Reportergenanalysen durchgefiihrt. Vier verschiedene
Promotorkonstrukte von FoxO-Zielgenen sowie ein ausschlieBlich FoxO-responsives
Konstrukt, das FHRE-luc, wurden verwendet. Als Promotoren FoxO-regulierter Zielgene
wurden die Aktivititsdnderungen des Selenoprotein P-Promotors (3.2.1.2), des Glucose 6-
Phosphatase-Promotors (3.2.1.3) und des Mangansuperoxiddismutase-Promotors (3.2.1.4)

jeweils nach Stimulierung mit PAK oder FICZ analysiert.
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Um Unterschiede in den Zellzahlen, Pipettierfehler sowie Varianzen der Transfektionsef-
fizienz auszuschlieBen, wurde zur Kontrolle in allen Reportergenanalysen das Plasmid
pRL-SV40 cotransfiziert. Es codiert fiir die Luziferase aus Renilla reniformis und steht

unter der Kontrolle des viralen SV-40 Promotors.

Fiir alle Reportergenversuche wurden Zellen mit dem jeweiligen Reporterplasmid
(FHRE-luc, SeP-luc, G6Pase-luc oder MnSOD-luc), einem Kontrollplasmid (pcI-Neo)
oder einem fiir eine der drei ubiquitir exprimierten menschlichen FoxO-Isoformen
codierenden Uberexpressionsplasmid und dem pRL-SV40 Plasmid cotransfiziert. 24 h
nach der Transfektion wurde fiir 18 h mit den PAK oder FICZ behandelt. Die Behand-
lungsdauer wurde gewihlt, um eine ausreichende Expression der Luziferasen zu errei-
chen. Fiir die Messung der Chemolumineszenz wurden den Lysaten jeweils fiir eine der
beiden Luziferasen spezifische Substrate zugegeben. Die enzymatische Aktivitdt resultiert
in einer Chemolumineszenz, deren Werte nach Normierung der Firefly-Luziferasedaten
auf die Werte der Renilla-Luziferase-Messung mit der Aktivitdt des Promotors korrelie-

ren.

Nachfolgend werden zunidchst die Aktivititsdnderungen des FHRE-luc Konstruktes in

Abhingigkeit von einer Behandlung mit 3-MC, B(a)P und FICZ betrachtet.

3.2.1.1 Einfluss von AhR-Agonisten auf ein spezifisch FoxO-responsives Promo-

torkonstrukt

Eines der verwendeten Reportergenkonstrukte, das FHRE-luc, besitzt drei hintereinan-
dergeschaltete FoxO-responsive Elemente (DBE), welche vor das als Reporter eingesetz-
te Gen der Firefly-Luziferase kloniert sind. Durch die Messung der Luziferaseaktivitét

gewinnt man Riickschliisse auf die Aktivitdt von FoxO-Proteinen.

Abbildung 3.6 zeigt die Anderung der Promotoraktivitit des FHRE-luc Konstruktes unter
basalen FoxO-Expressionsspiegeln nach Behandlung mit 3-Methylcholanthren (3-MC) in
drei unterschiedlichen Konzentrationen. Die Behandlung mit DMSO wurde gleich eins
gesetzt, um die Anderungen, die durch die Behandlungen hervorgerufen wurden, direkt

vergleichen zu kénnen.
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Das FHRE-luc Konstrukt reagierte auf die Stimulation mit 3-MC eindeutig mit einer
Aktivititserh6hung.

Mit steigender 3-MC Konzentration stieg ebenfalls die Aktivitdt des FoxO-responsiven
Promotors. Bereits mit 100 nM 3-MC wurde eine Verdopplung der Aktivitit des FHRE-
luc beobachtet. Diese konnte nach Behandlung mit 10 uM 3-MC auf das 2,5-fache erhoht

werden.

— DBE |H DBE |H DBE |luc

HepG2 FHRE-luc

* %

relative Luziferaseaktivitat

0 01 1 10
3-MC (uM)

Abb. 3.6: 3-MC steigert die Promotoraktivitit eines FoxO-responsiven Reportergen-
konstruktes

HepG2-Zellen wurden mit einem Promotor-Luziferasegenkonstrukt mit drei FoxO-responsiven
Elementen (FHRE-luc, oberer Teil der Abbildung) und einem Kontrollplasmid transient transfi-
ziert. 24 Stunden spéiter wurden die Zellen fiir 18 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen
3-MC oder DMSO (0,1%) behandelt, gefolgt von der Analyse der Luziferaseaktivitit in den
Zelllysaten. Die Daten sind Mittelwerte aus 3-10 voneinander unabhingigen Experimenten +
Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen t-Test ermittelt
(**P<0,01; *P<0,05).

Im Anschluss wurde das Experiment bei gleichzeitiger Uberexpression einer der drei
FoxO-Isoformen FoxO1la, FoxO3a und FoxO4 wiederholt. Da FoxO6 weder in Leberzel-
len noch in Keratinocyten exprimiert wird (s. Einleitung), beschrinkten sich die Experi-
mente fiir diese Arbeit auf die drei ubiquitdr exprimierten FoxO-Isoformen. Die Zellen
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wurden transient transfiziert, wobei das Kontrollplasmid durch das fiir die jeweilige
FoxO-Isoform codierende ausgetauscht wurde.

In den jeweils eingebetteten Diagrammen (Abb. 3.7) ist deutlich erkennbar, dass das
FHRE-Iuc Konstrukt unter Kontrollbedingungen (DMSO-Behandlung) mit einer Steige-
rung der Promotoraktivitit nach Uberexpression jeder der FoxO-Isoformen reagierte. Die
Uberexpression von FoxOla hatte eine 3-fache Steigerung der Aktivitit zur Folge. Eine
6-fache Erhdhung ergab sich bei FoxO3a-Uberexpression und die vermehrte Expression

von FoxO4 fiihrte zu einer bis zu 10-fachen Erh6hung der FHRE-Iuc Aktivitét.
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Abb. 3.7: Steigerung FoxO-spezifischer Promotoraktivitit durch 3-MC bei gleichzeitiger
Uberexpression der drei FoxO-Isoformen

HepG2 Zellen wurden mit dem FHRE-luc und einem Kontrollplasmid (Ctrl) oder einem der drei
FoxO-Uberexpressionsplasmide transfiziert, mit DMSO oder 3-MC fiir 18 h behandelt und lysiert.
Die Daten sind Mittelwerte aus 3-5 voneinander unabhéngigen Experimenten + Standardabwei-
chung. Die statistische Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen t-Test ermittelt (¥**P<0,01;
*P<0,05).

Fir die Auswertung der Reaktion des Reporterplasmids unter FoxO-
Uberexpressionsbedingungen auf die Behandlung der Zellen mit 3-MC wurde die
DMSO-Behandlung gleich eins gesetzt. Bei gleichzeitiger Uberexpression der drei FoxO-
Isoformen hatte die Behandlung mit 3-MC eine Steigerung der Aktivitit des FHRE-luc
zur Folge. Die durch 10 uM 3-MC erzielte relative Steigerung lag zwischen einer 2,5-
und 10-fachen Erhdhung gegeniiber der DMSO-Behandlung.

Im Vergleich zu Abbildung 3.6 ist festzustellen, dass die relative Erh6hung der Promotor-
aktivitit bei gleichzeitiger Uberexpression von FoxOla in besonderem MafBe anstieg.

Unter basalen FoxO-Spiegeln (Abb. 3.6) kam es zu einer maximal 2,5-fachen Induktion
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durch 10 uM 3-MC. Diese Aktivierung konnte nach Uberexpression der FoxO-Isoformen
nochmals gesteigert werden. Die vermehrte Expression der FoxO-Isoformen, besonders
des FoxOla, verstirkte die durch 3-MC induzierte Aktivititserhohung des FHRE-luc
Plasmids. Fiir alle Experimente konnte die stirkste Aktivititssteigerung des Promotor-

konstruktes durch eine Behandlung mit 10 uM 3-MC erzielt werden.

Die Modulation der Aktivitidt des FHRE-Promotors durch unterschiedliche Konzentratio-

nen eines zweiten PAK, Benzo(a)pyren, ist in Abb. 3.9 dargestellt.
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Abb. 3.8: Steigerung FoxO-spezifischer Promotoraktivitit durch Behandlung mit B(a)P
HepG2 Zellen wurden mit dem Promotor-Luziferasegenkonstrukt FHRE-luc und einem Kon-
trollplasmid transient transfiziert. 24 Stunden spiter wurden die Zellen fiir 18 Stunden mit den
angegebenen Konzentrationen B(a)P oder DMSO (0,1%) behandelt, gefolgt von der Analyse der
Luziferaseaktivitdt in den Zelllysaten. Die Daten sind Mittelwerte aus 4 voneinander unabhéngi-
gen Experimenten + Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde iiber einen
zweiseitigen t-Test ermittelt (*P<0,05).

Ahnlich wie die Behandlung mit 3-MC resultierte auch die Behandlung mit B(a)P mit
einer Promotoraktivitétssteigerung, jedoch offensichtlich schon bei geringeren Konzentra-
tionen. Bereits 0,1 uM B(a)P fiihrten zu einer Erhohung der Promotoraktivitdt um circa
50%. Die Aktivitidt des Promotors wurde durch 0,1 pM B(a)P in geringerem Umfang
moduliert als die im Vergleich zu mit 10 uM 3-MC induzierte.
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Die Ergebnisse nach Uberexpression von FoxOla und FoxO3a sind in Abbildung 3.9

zusammengefasst.
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Abb. 3.9: Steigerung FoxO-spezifischer Promotoraktivitit durch B(a)P bei gleichzeitiger
Uberexpression von FoxO-Isoformen

HepG2 Zellen wurden mit dem FHRE-luc und dem jeweiligen FoxO-Uberexpressionsplasmid
cotransfiziert. 24 h spéter erfolgte die Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1, 1
und 10 uM) B(a)P fiir 18 h. Die Zellen wurden lysiert und die Aktivitit der Luziferase wurde in
den Lysaten bestimmt. Die Daten geben die Mittelwerte aus vier voneinander unabhéngigen
Experimenten + des Durchschnittsfehlers der Standardabweichung (Standard error of the mean,
SEM) wieder.

Bei gleichzeitiger Uberexpression sowohl von FoxOla als auch von FoxO3a zeigte sich
eine Steigerung der FHRE-Promotoraktivitit nach Behandlung mit B(a)P. Die erhdhte
Expression von FoxOla scheint in einer (leichten) Verstirkung des durch den PAK
hervorgerufenen Effektes zu resultieren. Die relative Erhohung der FHRE-Iuc Aktivitét
lag unter basalen Bedingungen bei 50% fiir die geringste B(a)P Konzentration. Mit
hoheren Konzentrationen war hochstens eine leichte Steigerung erkennbar. Im Falle der
FoxOla-Uberexpression wurde die Aktivititssteigerung des Promotors fiir alle drei

Konzentrationen verstarkt.

Neben der Wirkung des synthetischen Kohlenwasserstoffs 3-MC und des bei Verbren-

nungsprozessen entstehenden B(a)P wurde die Wirkung von FICZ auf die Aktivitit des
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FHRE-luc Konstruktes in HepG2 Zellen untersucht. Wie bereits in der Einleitung
erwdhnt, wird FICZ als Photoprodukt zweier Tryptophanmolekiile nach UV-Bestrahlung
gebildet. Sowohl die Bestrahlung von Keratinocyten mit UV-Strahlung als auch die
Behandlung mit syntethisiertem FICZ wurden als Induktoren der Cyplal-Expression
beschrieben (Wei et al., 1999). Dass dies auf der intrazelluldren Bildung von FICZ beruht,
wurde kiirzlich gezeigt (Fritsche et al., 2007).

Unter basaler Expression der FoxO-Proteine (Abb. 3.10) hatten alle verwendeten FICZ-
Konzentrationen eine Steigerung der FHRE-Promotoraktivitit zur Folge. Die Behandlung
der Zellen mit 100 und 200 nM FICZ resultierte in einer bis zu dreifachen Erhéhung der
Luziferaseexpression.

Wie schon fiir die Substanzen 3-MC und B(a)P beschrieben, war die relative Aktivitéts-
veridnderung durch FICZ nach Uberexpression von FoxOla besonders ausgeprigt (Abb.
3.11). Das Promotorkonstrukt reagierte in diesem Fall mit einer fiinffachen Aktivitdtsstei-
gerung nach Behandlung mit 100 nM FICZ. Wurden FoxO3a oder FoxO4 verstarkt
exprimiert, war zwar ebenfalls eine Steigerung zu verzeichnen, jedoch fiel diese schwé-
cher aus.

HepG2 FHRE-luc
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relative Luziferaseaktivitat
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Abb. 3.10: FICZ steigert die Aktivitit des FHRE-Promotorkonstruktes

Mit FHRE-luc und einem Kontrollplasmid transfizierte HepG2 Zellen wurden mit FICZ in
unterschiedlichen Konzentrationen (10 nM, 100 nM und 200 nM) behandelt, gefolgt von der
Bestimmung der relativen Luziferaseexpression. Die Daten geben die Mittelwerte aus 3-14
voneinander unabhdngigen Experimenten =+ Standardabweichung wieder. Die statistische
Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen t-Test ermittelt (**P<0,01).
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Abb. 3.11: Steigerung FoxO-spezifischer Promotoraktivitit durch FICZ bei gleichzeitiger
Uberexpression von FoxO-Isoformen

HepG2 Zellen wurden 24 Stunden nach der Aussaat mit dem FHRE-luc und den fiir die 3 FoxO-
Isoformen codierenden Plasmide cotransfiziert. 24 h spéter erfolgte die 18-stiindige Behandlung
mit unterschiedlichen FICZ-Konzentrationen (10 nM, 100 nM und 200 nM). Als Losemittelkon-
trolle diente DMSO (0,1%). Die relative Luziferaseexpression wurde in den Lysaten bestimmt.
Die Daten sind Mittelwerte aus 3-8 voneinander unabhéngigen Experimenten + Standardabwei-
chung. Die statistische Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen t-Test ermittelt (**P<0,01;
*P<0,05).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Belastung von Zellen mit den Substan-
zen 3-Methylcholanthren, Benzo(a)pyren und FICZ zu einer Steigerung der Promotorak-
tivitdit des FHRE-luc Konstruktes fithrte. Dies war sowohl unter basaler endogener
Expression von FoxO-Transkriptionsfaktoren sowie nach deren Uberexpression der Fall.
Die relative Erhohung der Aktivitit des FHRE-Konstruktes war je nach Stimulus
unterschiedlich stark ausgepragt. Konnten bis zu dreifache Steigerungen der Aktivitit
unter basaler FoxO-Expression beobachtet werden, konnten diese bei gleichzeitiger
Uberexpression von FoxO-Isoformen auf bis zu einer zehnfachen Aktivititssteigerung im
Vergleich zur Kontrollbehandlung erhoht werden. Fiir alle drei Stimuli war diese
Wirkverstirkung nach FoxO1la Uberexpression am stirksten beobachtbar.

Die Effekte, die in Bezug auf das FHRE-luc-Promotorkonstrukt durch die Kohlenwasser-

stoffe hervorgerufen wurden, zeigten, dass die Aktivitit von FoxO-Transkriptionsfaktoren
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durch 3-MC, B(a)P sowie FICZ, moduliert wurde. Zum einen wurde fiir die Experimente
ein ausschlieBlich FoxO-responsives Konstrukt verwendet. Der Reporter ldsst somit
direkte Riickschliisse auf die Anderung der FoxO-Aktivitit zu. Zum anderen wurde
gezeigt, dass die Uberexpression von FoxOla eine Verstirkung des Effektes zur Folge
hatte. Dies ist nicht auf die generelle Erhdhung der Promotoraktivitit nach Uberexpressi-
on der FoxO-Proteine zuriickzufiihren, da in dem Fall ebenfalls auf die Kontrollbehand-
lung mit DMSO normiert wurde. Die genannten Griinde und Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die transkriptionelle Aktivitit der FoxO-Faktoren, besonders von FoxOla, durch

die Behandlung von Zellen mit 3-MC, B(a)P und FICZ, gesteigert wird.

3.2.1.2 Einfluss von PAK und FICZ auf den Selenoprotein P-Promotor

In den vorangegangenen Untersuchungen wurde ein kiinstliches Promotorkonstrukt
verwendet. Dieses zeigte eine Erhohung der Aktivitdt nach Stimulation mit polyzykli-
schen Kohlenwasserstoffen und FICZ. Auch FoxO-Zielgene konnten also mit einer
Steigerung in der Promotoraktivitdt und erhohter Expression reagieren. Um zusitzliche
Erkenntnisse iiber die Auswirkung von Behandlung von Zellen mit PAK bzw. FICZ bzgl.
der Aktivitdit der FoxO-Transkriptionsfaktoren und der Aktivitit deren Zielgene zu
erhalten, wurden Analysen unter Verwendung eines anderen Reportergenkonstrukts
durchgefiihrt. Das Selenoprotein P-Luziferase-Promotorkonstrukt (SeP-luc) enthélt ca.
1800 bp des SeP-Promotors, worin zwei FoxO-Bindestellen zu finden sind. Schematisch

ist das Konstrukt in Abb. 3.12 dargestellt.

-351 -344 115 -108
-TTGTTTAC- -GTAAACAA-
o N
________ [/ [ SeP promoter [ H_luc_|
' DBE1 DBE2

Abb. 3.12: Schematische Darstellung des verwendeten SeP-Promotorkonstruktes

Das SeP-luc Konstrukt enthélt zwei FoxO-Bindestellen, wobei gezeigt werden konnte, dass die 2.
Bindestelle eine groBere Bedeutung fiir die Aktivitdt des Promotors besitzt als DBE1 (Walter et
al., 2008).
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Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von FoxOla zu einer Steigerung der
SeP-Promotoraktivitdt fiihrt (Walter et al., 2008), die durch eine Stimulation mit Insulin

gesenkt wird.

Dass der SeP-Promotor nicht nur nach Uberexpression von FoxOla, sondern auch nach
Uberexpression der Isoformen 3a und 4 mit einer Steigerung der Promotoraktivitit

reagiert, geht aus Abbildung 3.13 hervor.
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Abb. 3.13: Die Aktivitit des Selenoprotein P Promotors wird durch FoxOla, FoxO3a und
Fox0O4 erhoht

HepG2 Zellen wurden mit dem SeP-luc und entweder einem Kontrollplasmid (Ctrl) oder einem
der drei FoxO-Uberexpressionsplasmide transfiziert. Die Aktivitit des SeP-luc bei Cotransfektion

des Kontrollplasmids wurde gleich eins gesetzt und die iibrigen Aktivititen darauf normiert. Die
statistische Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen t-Test ermittelt (**P<0,01; *P<0,05).

Der Promotor des Selenoprotein P-Konstruktes wurde eindeutig nicht nur durch eine
erhohte Expression von FoxOla aktiviert. In diesem Fall kam es zu einer 2-3-fachen
Aktivitdtssteigerung im Vergleich zur Kontrolle. Ebenfalls signifikante Erhéhungen der
Promotoraktivitit waren bei gleichzeitiger Uberexpression von FoxO3a und FoxO4 zu
beobachten. Die Uberexpression von FoxO3a bewirkte eine um das fiinffach erhohte
Aktivitdt und die vermehrte Expression von FoxO4 resultierte im Mittel sogar in einer

neunfachen Erhohung der SeP-Promotoraktivitét.
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Die Anderungen der SeP-Promotoraktivitit durch Behandlung mit 3-MC unter basalen
FoxO-Spiegeln sind in Abbildung 3.14 dargestellt. Uberraschenderweise reagierte der

SeP-Promotor nicht mit einer Aktivitétssteigerung wie das FHRE-Promotorkonstrukt.
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Abb. 3.14: 10 pM 3-MC senkt die Aktivitit des Selenoprotein P Promotors

HepG2-Zellen wurden mit SeP-luc und einem Kontrollplasmid (pCI-Neo) cotransfiziert und 24
Stunden spiter mit 3 unterschiedlichen Konzentrationen 3-MC (0,1, 1 und 10 pM) behandelt.
Nach 18 Stunden wurden Lysate hergestellt, aus denen die relative Expression der Luziferase
bestimmt wurde. Die Ergebnisse stellen die Mittelwerte £ Standardabweichung aus 3-9 vonein-

ander unabhéngigen Experimenten dar. Die statistische Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen
t-Test ermittelt (**P<0,01; *P<0,05).

Die Behandlung der Zellen mit geringeren 3-MC Konzentrationen induzierten keinerlei
Verdnderungen der Aktivitit des SeP-luc. Die Behandlung der Zellen mit 10 uM 3-MC

rief jedoch eine signifikante Erniedrigung der Promotoraktivitit auf fast die Hélfte hervor.

Die Uberexpression der FoxO-Isoformen resultierte in einem #hnlichen Befund, wie in
Abbildung 3.15 erkennbar ist. Hier fiihrte eine Konzentration von 10 pM 3-MC und
gleichzeitiger Uberexpression von FoxOla zu einer Senkung der Promotoraktivitit von
mindestens 50%. Unter vermehrter Expression der beiden anderen FoxO-Formen lieBen

sich keine Anderungen der Promotoraktivitiit erzielen.
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Abb. 3.15: 10 pM 3-MC verringert die SeP-Promotoraktivitiit bei gleichzeitiger Uberexpres-
sion von FoxOla

24 h nach der Cotransfektion von HepG2 Zellen mit SeP-luc und einem der 3 FoxO-
Uberexpressionsplasmide wurde fiir 18 h mit unterschiedlichen Konzentrationen 3-MC (0,1, 1
und 10 uM) oder DMSO (0,1%) behandelt. Die Luziferaseexpression wurde in den Lysaten
bestimmt. Die Grafiken geben Mittelwerte aus 3-7 voneinander unterschiedlichen Experimenten +

Standardabweichung wieder. Die statistische Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen t-Test
ermittelt (***P<0,001).

Ahnlich wie im Fall des FHRE-luc Konstruktes reagierte auch das SeP-luc Konstrukt bei
gleichzeitiger Uberexpression von FoxOla stirker auf den Stimulus als bei Uberexpressi-
on der beiden anderen FoxO-Isoformen. Zusétzlich wurde auch der Effekt selbst noch-

mals verstirkt.

In Abbildung 3.16 sind die Ergebnisse fiir die Behandlung von mit SeP-luc transfizierten
Zellen mit B(a)P unterschiedlicher Konzentrationen zusammengefasst. Die Behandlung
dieser Zellen mit der geringsten Konzentration B(a)P (0,1 uM) resultierte in keiner der
Transfektionskombinationen in einer Modulation der Promotoraktivitit. Weder unter
basalen FoxO-Spiegeln (Abb. 3.16A) noch nach Uberexpression der FoxO-Isoformen la
und 3a (Abb. 3.16B) wurde eine Anderung beobachtet. Erst bei Verwendung von héheren
Konzentrationen konnte eine Modulation der SeP-luc Aktivitdt induziert werden. 1 uM
B(a)P fiihrten zu einer Aktivitdtsverringerung um ca. 40% und 10 uM B(a)P senkte die

Promotoraktivitdt um mindestens 60%.
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Abb. 3.16: Senkung der SeP-Promotoraktivitit durch B(a)P

HepG2 Zellen wurden mit SeP-luc Plasmid sowie einem Kontrollplasmid (A) oder einem
FoOla/3a Uberexpressionsplasmid (B) transfiziert und 24 h spiter mit unterschiedlichen
Konzentrationen B(a)P (0,1, 1 und 10 uM) behandelt. 18 h spiter wurden die Zellen lysiert und
die Luziferaseexpression wurde ermittelt. Die Abbildungen sind Mittelwerte aus vier voneinander
unabhingigen Experimenten + Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde {iber
einen zweiseitigen t-Test ermittelt (*P<0,05).

Aus den Ergebnissen des FHRE-luc (3.2.1.1) ging hervor, dass die Behandlung mit jeder
der drei getesteten Substanzen, 3-MC, B(a)P und FICZ, zu einer Modulation der Aktivitét

des Promotors in die gleiche Richtung, ndmlich einer Steigerung, flihrte. 3-MC sowie
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B(a)P induzierten auch fiir den Selenoprotein P Promotor den gleichen Effekt: Die
Promotoraktivitit wurde gesenkt.

Interessanterweise reagierte das SeP-luc Konstrukt auf eine Behandlung mit FICZ nicht.
Keine der verwendeten Konzentration von 10-200 nM FICZ verursachte eine Aktivitéts-
verdnderung des SeP-Promotors (Abb. 3.17).

Weder im Fall von basalen, endogenen Proteinspiegeln der FoxO-Isoformen (Abb.
3.17A) noch nach Uberexpression von FoxOla, FoxO3a und FoxO4 (Abb. 3.17B), wurde
die Aktivitdt des SeP-luc moduliert.
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Abb. 3.17: Einfluss von FICZ auf die Aktivitit des Selenoprotein P Promotors
HepG2 Zellen wurden entweder mit SeP-luc und einem Kontrollplasmid (A) oder einem der drei
FoxO-Uberexpressionsplasmide (B) transfiziert und 24 h spiter mit FICZ (10, 100 und 200 nM)
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behandelt. DMSO (0,1%) diente als Losemittelkontrolle. Nach der Lyse erfolgte die Messung der
Luziferaseaktivitit. Die Daten sind Mittelwerte aus 3-5 voneinander unabhiangigen Experimenten
+ Standardabweichung.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass der Promotor des Selenoprotein P-Gens in
vollig anderer Weise auf die Behandlung mit den Kohlenwasserstoffen reagierte als das
FHRE-Iuc Konstrukt.

Mit einer Konzentration von 10 uM 3-MC lieB sich sowohl basal als auch nach Uberex-
pression von FoxOla eine Senkung der Promotoraktivitdt von 50% erzielen. Die niedrige-
ren Konzentrationen sowie die Uberexpression der beiden anderen FoxO-Isoformen
induzierten keine Anderung der Promotoraktivitit. Fiir die Behandlung mit B(a)P ergab
sich ebenfalls eine Senkung der Aktivitét. Dies trat bereits bei 1 uM B(a)P auf, jedoch
konnte dieser Effekt mit 10 uM B(a)P auf eine Abnahme von iiber 50% im Vergleich zur

Kontrolle erhoht werden.
Das Selenoprotein P-Reportergenkonstrukt reagierte in keiner Weise auf eine Behandlung
mit FICZ. Es zeigte sich keine Anderung der Aktivitit in dem Konzentrationsbereich

zwischen 10 und 200 nM FICZ.

3.2.1.3 Einfluss von PAK und FICZ auf die Aktivitit des Glucose 6-Phosphatase-

Promotors

Die Expression der Glucose 6-Phosphatase steht ebenfalls unter der transkriptionellen
Kontrolle der FoxO-Transkriptionsfaktoren. In den beiden vorangegangenen Kapiteln
wurde beschrieben, dass die Reportergenkonstrukte FHRE-Iuc und SeP-luc nach Behand-
lung mit den Kohlenwasserstoffen unterschiedlich reagierten. Das ausschlieBlich FoxO-
responsive Konstrukte zeigte durch die Behandlung eine Stimulation der Promotoraktivi-
tat, die Aktivitdit des SeP-luc hingegen wurde durch 3-MC und B(a)P gesenkt. Das
Go6Pase-luc-Konstrukt enthélt den menschlichen Glucose 6-Phosphatase Promotor, der
vor ein Luziferase-Gen kloniert ist (Schmoll et al., 1999) und wurde analog der beiden

anderen Konstrukte auf Anderungen der Promotoraktivitit untersucht.
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Abb. 3.18: Steigerung der G6Pase-Promotoraktivitit durch FICZ und 3-MC

HepG2-Zellen wurden nach der Transfektion mit G6Pase-luc und einem Kontrollplasmid fiir 18
Stunden mit DMSO (0,1%), FICZ (100 nM) oder 3-MC (10 uM) behandelt. Nach der Lyse wurde
die Luziferaseaktivitit bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte aus 8-12 voneinander unabhingigen
Experimenten + Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen
t-Test ermittelt (**P<0,01).

Unter basalen FoxO-Expressionsspiegeln (Abb. 3.18) kam es zu keiner eindeutigen
Anderung der Aktivitit des Promotors nach Behandlung mit 10 uM 3-MC. Diese
Konzentration wurde gewihlt, weil sie bereits in den Experimenten mit dem FHRE-luc
und dem SeP-luc den jeweils stirksten Effekt induziert hatte. Zwar war ein Trend zu einer
Steigerung zu beobachten, jedoch reagierte das Konstrukt in zwei der acht durchgefiihrten
Experimente mit einer Aktivititsverringerung.

Die Stimulation der transfizierten Zellen mit 100 nM FICZ resultierte in einer signifikan-
ten Verdopplung der Go6Pase-Promotoraktivitit. Die Promotorkonstrukte SeP-luc
(3.2.1.2) und G6Pase-luc reagierten in gegensitzlicher Weise: Die Aktivitit des SeP-luc
wurde durch Behandlung mit 3-MC signifikant verringert, wohingegen durch eine
Behandlung mit FICZ kein Effekt auftrat. Die Aktivitit des G6Pase-Konstruktes wies
keine Modulation durch Inkubation mit 3-MC auf, jedoch eine Erhéhung durch Behand-
lung mit FICZ.

Auch fiir das G6Pase-luc Konstrukt sollte zunéchst sichergestellt werden, dass die
Uberexpression jeder der FoxO-Isoformen zu einer Erhdhung der Promotoraktivitit fiihrt

(Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: Die Aktivitit des G6Pase-Promotors wird durch FoxOla, FoxO3a und FoxO4
erhoht

HepG2-Zellen wurden mit Go6Pase-luc, einem Kontrollplasmid oder einem der FoxO-
Uberexpressionsplasmide transfiziert. Die Aktivitit der Cotransfektion mit dem Kontrollplasmid
wurde gleich eins gesetzt und die iibrigen Werte darauf normiert. Die Daten geben die Mittelwerte
aus 3-5 voneinander unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung wieder. Die statistische
Signifikanz wurde iiber einen zweiseitigen t-Test ermittelt (* P<0,05).

Die vermehrte Expression von FoxOla steigerte die Aktivitdt im Schnitt um das 17-fache,
ein erhohter FoxO3a-Spiegel fithrte zu einer 45-fachen und die Uberexpression von
FoxO4 zu einer 75-fachen Induktion des Go6Pase-luc Konstruktes. Alle drei FoxO-
Isoformen waren in der Lage, die Aktivitdt dieses Promotorkonstruktes in hohem Maf} zu

steigern.

Unter FoxO-Uberexpressionsbedingungen wurde die Aktivititsinderung des G6Pase-
Promotors nach Behandlung mit 3-MC (10 uM, Abb. 3.20A) und FICZ (100 nM, Abb.
3.20B) untersucht. Dazu wurden die Werte der Kontrollbehandlung gleich eins gesetzt
und die iibrigen Werte darauf normiert. Die Behandlung mit 3-MC resultierte bei
Betrachtung der Einzelwerte zu 100% in einer Steigerung der Promotoraktivitét. Das

AusmalB der Induktion war jedoch von Versuch zu Versuch sehr unterschiedlich.
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Abb. 3.20: 3-MC oder FICZ induzieren eine Erh6hung der G6Pase-Promotoraktivitit
HepG2-Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion mit G6Pase-luc und einem der 3 FoxO
Uberexpressionsplasmide mit 3-MC (10 pM) oder FICZ (100 nM) fiir 18 h behandelt. DMSO
(0,1%) diente als Losemittelkontrolle. Die Aktivitdten wurden spdter aus den Lysaten bestimmt.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 3-7 voneinander unabhéngigen Versuchen + Standardabwei-
chung. Die statistische Signifikanz wurde {iber einen zweiseitigen t-Test ermittelt (**P<0,01).

Die Behandlung der Zellen mit FICZ (Abb. 3.20B) resultierte ebenfalls in einer Erhéhung
der Promotoraktivitit. In einem der sieben durchgefiihrten Experimente ergab sich eine
Senkung der G6Pase-luc-Aktivitit nach Uberexpression von FoxOla und Stimulation mit

FICZ.

Die verstdrkte Expression der FoxO-Isoformen hatte eine starke Aktivitatssteigerung des
Glucose 6-Phosphatasepromotors zur Folge. Das Ausmaf3 der Erhhung war unterschied-
lich stark ausgeprdgt. Die Behandlung mit FICZ induzierte im Mittel eine Verdopplung
der Promotoraktivitit unter basalen FoxO-Expressionsbedingungen. Nach Uberexpression

der FoxO-Isoformen wurde die Aktivitdt des Promotors durch 3-MC und FICZ stimuliert.
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32.14 Aktivitatsinderungen des MnSOD-Promotors nach Behandlung mit 3-MC
und FICZ

Als letzte durch FoxO regulierte Zielstruktur wurde ein Promotorkonstrukt der Mangan-
superoxiddismutase (MnSOD-luc) betrachtet.

In Abbildung 3.21 sind die Ergebnisse zusammengefasst. Das MnSOD-
Reportergenkonstrukt zeigte eine Erhdhung der Aktivitit nach Uberexpression von
FoxOla gegeniiber dem Kontrollplasmid. Sowohl ohne als auch mit Uberexpression von
FoxOla reagiert das Reportergenkonstrukt mit einer Aktivititsverringerung nach
Behandlung mit 100 nM FICZ sowie 10 uM 3-MC. Fiir die Stimulation mit 3-MC ist
dieser Sachverhalt demnach mit dem fiir das SeP-luc beobachteten vergleichbar.

Da die Daten nur aus zwei voneinander unabhédngigen Experimenten stammen, ldsst sich
im Falle des MnSOD-luc Konstruktes nur von einer Tendenz sprechen, jedoch fiihrten die
Behandlungen in beiden Experimenten immer zu einer Senkung der Promotoraktivitdt

gegeniiber der DMSO-Behandlung.
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Abb. 3.21: Die Aktivitit des MnSOD-Promotors wird durch 3-MC und FICZ gesenkt

HepG2 Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit MnSOD-luc, dem Kontrollplasmid pCI-
Neo oder dem FoxO1la-Uberexpressionsplasmid mit 3-MC (10 uM), FICZ (100 nM) oder DMSO
(0,1%) fiir 18 h behandelt. Nach Bestimmung der Luziferaseaktivitit aus den Lysaten wurde die
DMSO-Behandlung der Cotransfektion mit dem Kontrollplasmid gleich eins gesetzt und die
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iibrigen Daten darauf normiert. Die Daten sind Mittelwerte aus zwei voneinander unabhéngigen
Experimenten + der Schwankungen um den Mittelwert.

Die bisherigen Ergebnisse fiir die vier verschiedenen FoxO-responsiven Reportergen-
konstrukte zeigen ganz unterschiedliche Antworten auf eine Behandlung mit 3-MC, B(a)P
oder FICZ. In Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse der Reportergenanalysen aus den vorange-
gangenen Kapiteln zusammengefasst. Die zum Teil je nach iiberexprimierter FoxO-

Isoform beobachteten Unterschiede sind nicht beriicksichtigt.

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die Effekte, die die getesteten Substanzen auf die

Reporterkonstrukte auslésten”

Reporterplasmid|  3-MC B(a)P FICZ
FHRE-luc 1° T T
SeP-luc l l -
G6Pase-luc T n. a. T
MnSOD-luc | n. a. |

Die Tabelle stellt die primédren Tendenzen zusammen, mit der die Konstrukte FHRE-
luc, SeP-luc, G6Pase-luc und MnSOD-luc in den Reportergenanalysen auf die Be-
handlung mit den Substanzen 3-MC, B(a)P und FICZ reagierten. Die Varianzen bei
Uberexpression der unterschiedlichen FoxO-Isoformen oder durch unterschiedliche
Konzentrationen werden nicht einbezogen.

Pfeil nach oben/unten: Aktivititssteigerung/-senkung des Konstruktes; —: keine An-

derung; n.a.: nicht analysiert.

Das ausschlieBlich FoxO-responsive FHRE-luc Konstrukt reagierte nach der Behandlung
mit allen drei Substanzen mit einer Erhéhung der Promotoraktivitét. Dies spricht fiir eine
Steigerung der FoxO-Aktivitdt in Hinblick auf die Kontrolle der Transkription.

Der SeP-Promotor wurde durch Behandlung mit FICZ nicht beeinflusst. Durch die
Behandlung mit 3-MC und B(a)P war jedoch eine Senkung der Aktivitdt zu beobachten.
Dieser Umstand spricht fiir einen insulinmimetischen Effekt der PAK, gleichbedeutend
mit einer Aktivitdtsverminderung der FoxO-Proteine bzgl. Regulation der Transkription.
Umgekehrt induzierte fiir den G6Pase-Promotor besonders die Behandlung mit FICZ eine

Stimulation der Promotoraktivitét.

63



Ergebnisse

Das MnSOD-luc Promotorkonstrukt reagierte dhnlich wie das SeP-luc Konstrukt. Hier
lieB sich zwar im Gegensatz zum SeP-luc auch durch FICZ eine Aktivititssenkung
induzieren. Die durch die 3-MC-Behandlung hervorgerufene Senkung der Promotorakti-
vitit ist jedoch vergleichbar zu der des SeP-luc.

In einigen Fillen fiihrte besonders die Uberexpression von FoxOla und weniger die der
anderen Isoformen zu einer Verstirkung des durch die PAK oder FICZ induzierten

Effektes.

3.2.2 Einfluss von 3-MC und FICZ auf die DNA-Bindungsfihigkeit von FoxOla

Die Experimente des ausschlieBlich FoxO-responsiven Konstruktes FHRE-luc deuteten
auf eine Aktivitdtserhohung der FoxO-Proteine bzgl. der transkriptionellen Regulation
hin. Dies sollte in DNA-Bindungsexperimenten fiir die Substanzen FICZ und 3-MC
iiberpriift werden. Das Prinzip dieses ELISA-basierten Systems wurde bereits in Kapitel
3.1 erléutert.

HepG2-Zellen wurden vor der Behandlung mit 10 uM 3-MC und 100 nM FICZ fiir 24 h
in serumfreiem Medium gehalten. Nach der Behandlung erfolgte die Isolation der Kerne,

in denen aktives FoxO1la nachgewiesen wurde.
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Abb. 3.22: Einfluss von 3-MC und FICZ auf die DNA-Bindefihigkeit von FoxO1la

HepG2-Zellen wurden 24 h in serumfreiem Medium gehalten bevor die Behandlung mit FICZ
(100 nM), 3-MC (10 uM) oder DMSO (0,1%) fiir zwei Stunden erfolgte. Die Zellen wurden
lysiert und die Kerne extrahiert. Unter Zuhilfenahme eines ELISA-basierten Bindungstestsystems
wurde die Bindungskapazitidt von FoxOla bestimmt. Die Daten geben die Mittelwerte aus fiinf

voneinander unabhingigen Experimenten + Standardabweichung wieder.
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Tatséchlich zeigte sich eine leichte Tendenz zu einer Steigerung der FoxO-DNA-Bindung
nach vorhergehender Behandlung der Zellen mit 3-MC, wie in Abbildung 3.22 erkennbar
ist. Hingegen induzierte die Behandlung mit FICZ keinerlei Verdnderung der DNA-

Bindungskapazitit von FoxOla.

Die Daten bestdtigen die Ergebnisse der Reportergenanalysen des FHRE-luc Konstruktes
nur zum Teil. In diesen Experimenten filihrte die Behandlung der Zellen mit FICZ zu einer
starken und signifikanten Steigerung der Promotoraktivitit. Dieser Effekt konnte in dem
DNA-Bindungsexperiment zwar nicht beobachtet werden. Jedoch hatte eine Behandlung
mit 3-MC im Reportergenexperiment eine Aktivititssteigerung des FHRE-Iuc zur Folge,

die im Bindungsexperiment bestitigt werden konnte.

3.2.3 Durch Behandlung mit 3-MC induzierte Anderungen des mRNA-Spiegels

von SeP

Die Aktivitit des Selenoprotein P-Promotors wurde nach Behandlung mit 10 uM 3-MC
um fast die Hélfte verringert (3.2.1.2). Ob diese Verringerung der Promotoraktivitdt im
Reportergenversuch auch auf der Ebene der mRNA-Expression beobachtet werden kann,
wurde mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR untersucht.

Zur Analyse der SeP-mRNA Spiegel wurden HepG2 Zellen vor der Behandlung mit 3-
MC fiir 24 h in serumfreiem Medium gehalten, um die Aktivierung von Signalwegen zu
verringern. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 8 und 18 h mit 10 uM 3-MC oder 100
nM Insulin in serumfreiem Medium behandelt. Als Kontrolle fiir die Behandlung mit 3-
MC diente 0,1% DMSO, als Kontrolle fiir die Insulinbehandlung entsprechend serumfrei-
es Medium. Die RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und fiir eine quantitative

Echtzeit-PCR verwendet.

Es war eindeutig erkennbar (Abb. 3.23A), dass der SeP-mRNA Spiegel durch die
Exposition mit 3-MC gesenkt wurde. Sowohl die 8-stiindige als auch die 18-stiindige
Behandlung verringerte den relativen Gehalt der Selenoprotein P-mRNA um 50%. Wie in

den Promotorstudien wirkt 3-MC demnach auch hier insulinmimetisch.

Fiir die Experimente der Echtzeit-PCR wurden zwei Kontrollen durchgefiihrt. Zum einen

wurde der relative Gehalt der Cyplal mRNA analysiert, da 3-MC bekanntermallen die
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Bildung von Cyplal induziert (Abb. 3.23B, links). Dies wurde unter den gewéhlten
Bedingungen erreicht. Als zweite Kontrolle wurde eine Behandlung der Zellen mit
Insulin durchgefiihrt, was erwartungsgemif zu einer Verringerung der SeP-mRNA fiihrte.
Die Behandlung mit Insulin induzierte in den Zellen fiir beide Zeitpunkte eine Abnahme

des mRNA Spiegels um 50-60% (Abb.3.23B, rechts).
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Abb. 3.23: Verringerung der SeP-mRNA durch 3-MC

HepG2 Zellen wurden 24 h in serumfreiem Medium kultiviert. Die Behandlung mit 3-MC (10
uM) bzw. DMSO (0,1%) und Insulin (100 nM) fiir 8 und 18 h erfolgte in serumfreiem Medium,
das fiir die Insulinbehandlung gleichfalls als Kontrolle diente. AnschlieBend wurde die Total-
RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und die relativen mRNA Spiegel von Selenoprotein P
(SeP) und Cytochrom P450 1al (Cyplal) mittels quantitativer Echtzeit-PCR bestimmt. Die Daten
sind Mittelwerte aus drei voneinander unabhingigen Experimenten + Standardabweichung. Die
statistische Signifikanz wurde iiber ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-Test ermittelt
(**P<0,01; *P<0,05).
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324 Wirkung der PAK und FICZ auf den durch Insulin induzierten Effekt

Die Aktivitit der FoxO-Proteine wird unter anderem iiber den PI3K/Akt-Signalweg nach
Stimulation mit Insulin beeinflusst. Insulin induziert eine Phosphorylierung der FoxO-
Faktoren. Diese Phosphorylierung fiihrt zu einer Deaktivierung der FoxO-

Transkriptionsfaktoren und zu ihrer Translokation vom Zellkern ins Cytoplasma.

Bezogen auf das Reportergenkonstrukt FHRE-luc wurde der gegenteilige Effekt durch 3-
MC und FICZ induziert (3.2.1). Es stellte sich die Frage, ob Insulin in der Lage ist, diesen
Effekt zu antagonisieren, bzw. ob umgekehrt 3-MC oder FICZ eine Antagonisierung des

Insulin-vermittelten Effektes hervorruft.

Dazu wurde erneut das FHRE-Reportergenkonstrukt verwendet. HepG2 Zellen wurden
mit dem FHRE-luc und einem Kontrollplasmid bzw. dem FoxOla Uberexpressionsplas-
mid transfiziert und mit 3-MC oder FICZ oder den Kombinationen aus Insulin/DMSO,
Insulin/3-MC oder Insulin/FICZ fiir 18 Stunden behandelt.

Das Ergebnis dieser Coinkubationsexperimente ist in Abbildung 3.24 dargestellt. Wie in
Kapitel 3.2.1 bereits beschrieben, reagierte das FHRE-lIuc Konstrukt nach der Kontrollbe-
handlung (DMSO) mit einer erhéhten Aktivitit bei gleichzeitiger Uberexpression von
FoxOla. Ebenso induzierten 3-MC (Abb 3.24A) und FICZ (Abb 3.24B) in beiden Fillen
eine Steigerung der Promotoraktivitit. Erwartungsgemill fiihrte die Stimulation der
Zellen mit Insulin zu einer Abnahme der Promotoraktivitit um 25%. Diese Abnahme
wurde bei gleichzeitiger FoxO1a-Uberexpression auf 70% erhoht.

Die gleichzeitige Behandlung mit Insulin und 3-MC bzw. FICZ resultierte in einer
Promotoraktivitit, die ungefdhr in der Mitte derer liegt, die die Substanzen allein
induzierten. Sowohl fiir die Transfektion mit dem Kontrollplasmid als auch nach Uberex-
pression von FoxOla lag die resultierende Promotoraktivitit jedoch immer iiber der der

Kontrollbehandlung mit DMSO.
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Abb. 3.24: Antagonisierung der insulin-induzierten Senkung FoxO-spezifischer Promotor-
aktivitit durch 3-MC oder FICZ

HepG2-Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion mit dem FHRE-Iuc Plasmid und einem
Kontrollplasmid oder dem Uberexpressionsvektor fiir FoxOla fiir 18 h mit 3-MC (10uM, A) oder
FICZ (100 nM, B), Insulin/DMSO (Ins; 100 nM/0,1%), 3-MC/Insulin (10 uM/100 nM) oder
FICZ/Insulin (100 nM/100 nM) behandelt. Als Losemittelkontrolle diente DMSO (0,1%). Die
Luziferaseaktivitiat wurde aus den Lysaten bestimmt. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte aus
drei voneinander unabhingigen Experimenten + SEM. Die statistische Signifikanz wurde mittels
eines zweiseitigen t-Tests errechnet (*P<0,05; **P<0,01).

Anders als fiir die Ergebnisse dieses Reportergenexperimentes lag die Kapazitit von
FoxOla zur DNA-Bindung nach einer Coinkubation nicht zwischen den Effekten, die
durch die Substanzen allein hervorgerufen wurden (Abb. 3.25). Die Coinkubation von
FICZ und 3-MC mit Insulin fiihrte im Bindungsexperiment nicht zu einer Antagonisie-
rung der Effekte. FoxOla reagierte nach Stimulation mit Insulin/DMSO mit einer
Senkung der DNA-Bindungsfahigkeit um 50%. Weder durch die gleichzeitige Inkubation
mit FICZ noch mit 3-MC wurde eine Verstirkung oder auch Schwéchung dieses Effektes
bewirkt.
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Abb. 3.25: Einfluss von 3-MC oder FICZ bei gleichzeitiger Inkubation mit Insulin auf die
DNA-Bindefihigkeit von FoxOla

HepG2-Zellen wurden fiir 24 h in serumfreiem Medium gehalten bevor die Behandlung mit
FICZ/Insulin (beide 100 nM), 3-MC/Insulin (10 uM/100 nM) oder DMSO (0,1%) bzw.
DMSO/Insulin fiir zwei Stunden erfolgte. Die Zellen wurden lysiert und die Kerne extrahiert.
Unter Zuhilfenahme eines ELISA-basierten DNA-Bindungstests wurde das Ausmall der Bindung
von FoxO an die DNA bestimmt. Die Daten geben die Mittelwerte aus fiinf voneinander
unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung wieder. Die statistische Signifikanz wurde
mittels eines zweiseitigen t-Tests errechnet (***P<0,001).

Im Gegensatz zum FHRE-luc Reportergenkonstrukt reagierte das SeP-luc Promotorkon-
strukt nicht mit einer Steigerung der Aktivitdt durch 3-MC, sondern mit einer Verringe-
rung (3.2.1.2). Auch der mRNA-Spiegel des Selenoproteins P wurde durch die Behand-
lung mit 3-MC verringert (3.2.3).

Die Aktivitdt des Selenoprotein P-Promotors wurde durch die Inkubation der Zellen mit
Insulin gesenkt (Abb. 3.26). Bei Coinkubation von 3-MC und Insulin erfolgte eine
Verstirkung der durch die Substanzen allein induzierten Aktivititssenkung. Insgesamt
kam es unter basalen FoxOla-Proteinspiegeln zu einer Aktivitdtsverringerung von 80%.
Wurde FoxOla tberexprimiert, wurde die Aktivitdt des Promotors durch 3-MC und
Insulin ebenfalls verringert, verglichen mit der DMSO-Behandlung. Bei simultaner
Behandlung mit beiden Stimuli verblieb im Vergleich zur Kontrollbehandlung eine

Aktivitdt von 30%.
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Abb. 3.26: Antagonisierung der Wirkung von Insulin auf den Selenoprotein P-Promoter
durch 3-MC

HepG2 Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion mit dem SeP-luc Plasmid und einem
Kontrollplasmid oder dem Uberexpressionsvektor fiir FoxOla fiir 18 h mit 3-MC (10uM),
Insulin/DMSO (Ins; 100 nM/0,1%) oder 3-MC/Insulin (10 uM/100 nM) behandelt. Als Losemit-
telkontrolle diente DMSO (0,1%). Die Luziferaseaktivitdt wurde aus den Lysaten bestimmt. Die
dargestellten Daten sind Mittelwerte aus fiinf voneinander unabhédngigen Experimenten + SEM.
Die statistische Signifikanz wurde mittels eines zweiseitigen t-Tests errechnet (**P<0,01;
*P<0,05).

Auch fiir das G6Pase-luc Konstrukt wurde ein Reportergenexperiment unter Coinkubati-
on von FICZ mit Insulin durchgefiihrt (Abb. 3.27). Die Effekte der DMSO-Behandlung
wurden jeweils gleich eins gesetzt. Wie bereits in Kapitel 3.2.3 beschrieben, war eine bis
zu dreifache Steigerung der Promotoraktivitéit die Folge einer Behandlung der Zellen mit
FICZ. Dies war sowohl bei basaler FoxO-Expression (Abb. 3.27A) als auch nach
Uberexpression von FoxOla und FoxO3a (Abb. 3.27B) der Fall. In beiden Fillen

resultierte die Stimulation mit Insulin in einer Abnahme der Aktivitat des G6Pase-luc.
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Abb. 3.27: Antagonisierung der durch Insulin induzierten Verringerung der Go6Pase-
Promotoraktivitit durch Coinkubation mit FICZ

HepG2 Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion mit G6Pase-luc und einem Kon-
trollplasmid (pcl-Neo, A), dem FoxOla- oder FoxO3a Uberexpressionsplasmid (B) mit FICZ
(100 nM), Insulin/DMSO (Ins; 100 nM/0,1%) oder FICZ/Insulin fiir 18 h behandelt. DMSO
diente als Losemittelkontrolle. Aus den Lysaten wurde die Luziferaseaktivitit ermittelt. Die Daten
sind Mittelwerte aus zwei voneinander unabhédngigen Experimenten.

Die Behandlung mit beiden Substanzen, Insulin und FICZ, fiihrte zu einer Promotorakti-
vitdt, die oberhalb der durch Insulin induzierten bzw. unterhalb der durch FICZ induzier-
ten lag. Dieser Effekt wurde unter basalen FoxO-Proteinspiegeln (Abb. 3.27A) wie auch
nach Uberexpression von FoxOla oder 3a (Abb. 3.27B) beobachtet. Im Falle des G6Pase-
luc antagonisieren beide Substanzen einander in ganz dhnlicher Weise, wie es fiir das

ausschlieBlich FoxO-responsive FHRE-luc beschrieben wurde.

FoxO-Proteine werden durch Akt nach Stimulation von Zellen mit Insulin phosphoryliert.
Nach den vorangegangenen Ergebnissen miisste diese Phosphorylierung durch 3-MC
entweder antagonisiert (Ergebnisse des FHRE-luc) oder verstirkt (Ergebnisse des SeP-

luc) werden. Mittels Western Blot Analysen wurde dies untersucht.
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Dafiir wurden HepG2 Zellen fiir 24 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert. Darauf
wurden sie zum einen mit 3-MC und B(a)P in An- oder Abwesenheit von Insulin (Abb.
3.28A) fiir 8 Stunden inkubiert. Zum anderen erfolgte eine Pridinkubation mit den PAK
fir 7,5 Stunden, woraufhin Insulin fiir weitere 30 Minuten zugegeben wurde (Abb.
3.28B). Die Zellen wurden lysiert und mit phosphospezifischen Antikorpern fiir Akt und

FoxO1/3 mittels Immunoblot untersucht.
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Abb. 3.28: Effekt von 3-MC und B(a)P auf durch Insulin induzierte Akt-Phosphorylierung
HepG2-Zellen wurden vor der Behandlung in serumfreiem Medium fiir 24 Stunden inkubiert.
Darauf wurden die Zellen fiir 8 h mit 3-MC oder B(a)P (1 und 10 uM) in An- oder Abwesenheit
von Insulin (100 nM) behandelt (A) oder mit 3-MC oder B(a)P fiir 7,5 h prdinkubiert, gefolgt von
der Zugabe von Insulin fiir weitere 30 min (B). DMSO (0,1%) diente als Losemittelkontrolle. Die
Analyse der Phosphorylierung von Akt erfolgte mit phosphospezifischen Antikdrpern mittels
Western Blot aus den Lysaten. Die hier gezeigten Western Blots sind fiir drei voneinander
unabhingige Experimente reprasentativ.
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Die Substanzen 3-MC und B(a)P induzierten nach einer Behandlungsdauer von acht
Stunden keine oder nur eine sehr schwache Akt-Phosphorylierung. Die Coinkubation mit
Insulin fiihrte zu einer erhdhten Akt-Phosphorylierung. Auch die FoxO-Isoformen 1 und
3 wurden durch die Coinkubation mit Insulin stirker phosphoryliert als in Abwesenheit
von Insulin. Die Coinkubation von B(a)P mit Insulin schien in einer leicht verringerten
Phosphorylierung von Akt und FoxO1/3 im Vergleich zur Kontrolle zu resultieren. Dieser
Umstand konnte in den Spuren der mit 3-MC behandelten Proben nicht festgestellt
werden.

Wurde mit den PAK vorinkubiert und 30 Minuten vor der Lyse Insulin hinzupipettiert
(Abb. 3.28B), konnte keine Verstarkung oder Schwéchung der durch Insulin hervorgeru-
fenen Phosphorylierung von Akt beobachtet werden.

Die Western Blot-Analysen zeigen, dass keine eindeutigen Verdnderungen in der durch
Insulin induzierten Phosphorylierung von Akt und FoxO1/3 durch zusétzliche Stimulation
mit den PAK hervorgerufen wurden. Die in den Reportergenexperimenten beobachteten
Anderungen der Promotoraktivitit werden somit vermutlich nicht iiber den PI3K/Akt
Signalweg hervorgerufen. Wenn die PAK {iiber diese Signalkaskade Einfluss auf die
FoxO-Transkriptionsfaktoren ausiiben wiirden, miissten zudem alle Promotorkonstrukte
mit Aktivititsverdnderungen in die gleiche Richtung, entweder einer Steigerung oder

einer Senkung, reagieren.

Die Phosphorylierung der FoxO-Transkriptionsfaktoren durch Akt fiihrt zu einer Deloka-
lisation der FoxO-Faktoren aus dem Zellkern ins Cytoplasma. Nach Coinkubation von 3-
MC bzw. FICZ mit Insulin wurde die Lokalisation von FoxOla-Fusionsproteinen
untersucht. Dazu wurden HepG2 Zellen nach der Transfektion mit einem FoxOla-EGFP
Plasmid fiir zwei Stunden mit DMSO (0,1%) 3-MC (10 uM) oder FICZ (100 nM) jeweils
in An- oder Abwesenheit von Insulin (100 nM) behandelt. Die Lokalisation des FoxO1la-
Fusionsproteins wurde fluoreszenzmikroskopisch betrachtet.

Abbildung 3.29 zeigt repriasentative Bilder dieser Untersuchungen. Die Behandlung mit
DMSO fiihrte zu einer relativ gleichmiBigen Verteilung der FoxO1la-GFP Proteine. Sie
waren sowohl kernstindig als auch cytoplasmatisch lokalisiert. Unter gleichzeitiger
Stimulation mit Insulin wurde eine Delokalisierung der FoxOla-GFP Proteine aus dem
Zellkern beobachtet. Fiir den groBiten Teil der Zellen war FoxOla-GFP im Cytoplasma
lokalisiert.
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Abb. 3.29: Einfluss von 3-MC und FICZ auf die durch Insulin induzierte Exklusion von
FoxO1la aus dem Zellkern

HepG2-Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit einem FoxOla-EGFP Plasmid fiir zwei h
mit DMSO (0,1%), 3-MC (10 uM) oder FICZ (100 nM) jeweils in An- oder Abwesenheit von
Insulin (100 nM) behandelt. Die Lokalisationsverdnderungen von FoxOla-GFP wurden fluores-
zenzmikroskopisch verfolgt. Die gezeigten Bilder reprisentieren drei voneinander unabhidngige
Versuche mit dhnlichen Ergebnissen.

Wurden die Zellen mit 3-MC oder FICZ behandelt, war wie nach DMSO-Behandlung
eine relative Gleichverteilung der FoxOla-Fusionsproteine in den Zellkompartimenten zu
beobachten. Weder durch Inkubation von 3-MC mit Insulin noch durch Behandlung mit

FICZ und Insulin wurde der durch Insulin hervorgerufene Effekt minimiert. Die FoxOla-
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GFP Proteine waren wie nach der Behandlung mit Insulin allein hauptsédchlich cytoplas-
matisch lokalisiert.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Beobachtungen aus den Western Blot Analysen. Die
Phosphorylierung der FoxO-Faktoren durch Akt ist mit einer Exklusion der FoxO-
Proteine aus dem Zellkern verbunden. Weder im Western Blot ergaben sich eindeutige
Verdnderungen der durch Insulin induzierten Phosphorylierung durch gleichzeitige
Behandlung mit 3-MC, noch war ein Einfluss von 3-MC auf den insulininduzierten

Zellkernausschluss der FoxO1a-GFP Proteine ersichtlich.

3.2.5 Bedeutung der FoxO- und HNF-4a-Bindestellen innerhalb des Selenopro-

tein P-Promotors fiir die durch 3-MC induzierte Aktivititsverdnderung

Reportergenanalysen ergaben in Kapitel 3.2.1, dass die Aktivitdt eines ausschlieBlich
FoxO-responsiven Promotors, des FHRE-luc, durch die Exposition mit 3-MC, B(a)P und
FICZ moduliert wird. Die transkriptionsstimulierende Aktivitét der FoxO-Faktoren wurde
hierbei gesteigert, da es zu einer Erh6hung der Luziferaseaktivitit kam. Untersuchungen
am SeP-luc-Konstrukt zeigten ebenfalls, dass 3-MC die Promotoraktivitit moduliert,
jedoch war hier eine Senkung der Promotoraktivitit festzustellen. Auch der mRNA-
Spiegel des Selenoproteins P wurde durch Stimulierung von Zellen mit 3-MC gesenkt.

Die Konsensussequenz des DNA-Bindeelementes fiir FoxO-Transkriptionsfaktoren lautet
GTAAA(T/C)AA. Wie bereits erwéhnt, beinhaltet der Promotor des Selenoprotein P-
Gens zwei FoxO-Bindestellen. Das DBE1 an der Position -351 bis -344 ist ein inverses
Element. Ein klassisches Motif befindet sich innerhalb der Positionen von -115 bis -108
(DBE2). Durch Verwendung von Reporterkonstrukten, die Mutationen in diesen DBE
aufweisen, wurde analysiert, ob die Bindestellen fiir FoxO-Proteine essentiell fiir die

durch 3-MC induzierte Aktivitdtssenkung des Selenoprotein P Promotors sind.

In Abbildung 3.30A sind die verwendeten mutierten SeP-luc Konstrukte schematisch
dargestellt. In der Mutante SeP-Mutl-luc ist innerhalb des DBE1 die Base an Position
-349 von einem G zu einem C mutiert. Umgekehrt ist in SeP-Mut2-luc das C in Position
-110 gegen ein G ausgetauscht. Die Doppelmutante (SeP-Mutl/2-luc) weist beide
Mutationen in den DBE auf. Bei der Deletionsmutante (SeP-A234-luc) ist ein groBerer

Teil des Promoters inklusive des DBE1 entfernt.
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Der Promotor des Selenoprotein P-Gens beinhaltet nicht nur Bindestellen fiir FoxO-
Proteine, sondern auch zahlreiche Bindestellen fiir andere Regulatoren der Transkription.
Als fiir die Expression von Selenoprotein P wichtiger regulatorischer Faktor wurde
kiirzlich der hepatische nukledre Faktor HNF-4a identifiziert (Speckmann et al., 2008).
Die Bindestelle fiir HNF-4a (HBE1) liegt innerhalb des Selenoprotein P Promotors
zwischen den beiden DBE. Punktmutationen in HBE1 fiihrten zu einer verringerten SeP-

Promotoraktivitéit (Speckmann et al., 2008).
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1008 N 1
-------- | || SeP promoter | | [ lue ] SeP-luc
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Abb. 3.30: Schematische Darstellung der Selenoprotein P-Promotorkonstrukte mit mutier-
ten Bindestellen fiir FoxO-Proteine und HNF-4a

Der Selenoprotein P Promoter enthélt zwei Bindestellen fiir FoxO-Transkriptionsfaktoren (DBEI
und 2, A) sowie ein Bindeelement fiir HNF-4a (B). Diese Bindeelemente sind in den mutierten
Konstrukten durch Basenaustausch und Deletion verdndert bzw. entfernt worden.
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Die Reportergenkonstrukte mit der mutierten HBE1 sind in Abbildung 3.30B schematisch
dargestellt. Das HNF-4a-Bindeelement bildet folgende Basenfolge:
(-149)-AACATTGAACTTTGGACTA-(-131). In SeP-Mut3-luc sind einige Basen dieser
Sequenz wie folgt verdndert: -~AACATGTAAAGTGTGAATA- (Speckmann et al.,
2008). Die Doppelmutante SeP-Mut4-luc weist die beschriebenen Mutationen in dem
HBE1 und im DBE2 auf.

HNF-40 wird in Leberzellen exprimiert. Die bisher dargestellten Untersuchungen zu
einem Einfluss von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und FICZ auf
FoxO-Transkriptionsfaktoren wurden in humanen Hepatomzellen durchgefiihrt. Interes-
santerweise wurde in Keratinocyten keine Aktivitdtserhohung des FHRE-luc-Konstruktes
nach Behandlung mit 3-MC beobachtet (Abb. 3.31).

Dazu wurden HaCaT-Zellen mit dem FHRE-luc-Konstrukt transfiziert und 24 h spéter fiir
eine Dauer von 18 Stunden mit 3-MC und FICZ behandelt. Es zeigte sich, dass der durch
3-MC induzierte Effekt auf das FHRE-Promotorkonstrukt scheinbar eine Zell-Spezifitét
aufwies. In Hepatomzellen reagierte das Konstrukt mit einer Aktivititssteigerung durch
die 3-MC-Behandlung. In Keratinocyten wurde eine Senkung der Promotoraktivitét
beobachtet. Die Behandlung mit FICZ erhohte die Aktivitdt des FHRE-luc-Konstruktes in
HaCaT Zellen. Auch in Leberzellen war diese erhoht (Kap. 3.2.1).

HaCaT FHRE-Iuc

1,5 1

1,0 1

0,5 4

relative Luziferaseaktivitat

DMSO FICZ 3-MC

Abb. 3.31: Einfluss von FICZ und 3-MC auf die FoxO-spezifische Promotoraktivitit in
Keratinocyten

HaCaT Zellen wurden mit dem FHRE-luc Konstrukt transient transfiziert. 24 h spéter erfolgte die
Behandlung mit FICZ (100 nM), 3-MC (10 uM) oder DMSO (0,1%) fiir 18 h. Die relative
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Luziferaseaktivitit wurde aus den Lysaten bestimmt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei
voneinander unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.

Beziiglich der Wirkung einer Behandlung von 3-MC auf mit dem FHRE-luc Konstrukt
transfizierte Zellen wére also ein Einfluss eines leberspezifischen Faktors wie HNF-4a

denkbar.

Dies wurde anhand der mutierten Selenoprotein P Luziferasekonstrukte analysiert. Dazu
wurden HepG2 Zellen mit einem der SeP-Mut-luc Konstrukte und entweder einem
Kontrollplasmid oder dem FoxOla Uberexpressionsplasmid transfiziert. 24 Stunden

spéter erfolgte die Behandlung mit 3-MC (10 pM) oder DMSO (0,1%) fiir 18 Stunden.

Das SeP-Mutl-luc-Konstrukt (Abb. 3.32A) reagierte auf eine Behandlung mit 3-MC
sowohl unter basalen FoxO1la-Proteinspiegeln als auch nach FoxO1la-Uberexpression mit
einer Senkung der Promotoraktivitdt, wenngleich in geringerem Malle als SeP-luc (vgl.
Abb. 3.14, 3.15). Die Mutation der DBE1 fiihrte demnach nicht zu einer Authebung des
durch 3-MC induzierten Effektes im Vergleich zum SeP-luc mit intakten DBE. Zudem
erhohte die Uberexpression von FoxOla die Aktivitit dieses Konstruktes trotz Mutation
einer FoxO-Bindestelle um mehr als das Doppelte. Diese Steigerung der Aktivitit bei
erhohten FoxOla-Spiegeln wurde bei Mutation des DBE2 nicht mehr beobachtet (Abb.
3.32B). Dass dem zweiten FoxO-Bindeelement eine groBere Rolle in der Kontrolle des
Selenoprotein P Promotors zukommt als dem DBE1, wurde bereits beschrieben (Walter et
al., 2008). Unter basalen FoxO-Expressionsspiegeln hatte eine Stimulation mit 3-MC
auch fiir das SeP-Mut2-luc eine Aktivitdtsverringerung zur Folge. Eine Mutation inner-
halb des DBE?2 resultiert ebenfalls nicht eindeutig in einer Anderung des durch mit 3-MC
hervorgerufenen Effektes im Vergleich zum unmutierten SeP-luc. Erst bei Verwendung
der Doppelmutante SeP-Mutl/2-luc (Abb. 3.32C) konnte weder unter Kontrollbedingun-
gen noch unter vermehrter Expression von FoxOla eine Verdnderung der Promotoraktivi-
tat durch 3-MC nachgewiesen werden. Hier war in beiden Fillen keine Erniedrigung der
Promotoraktivitit zu beobachten. Die Stimulation mit 3-MC fiihrte bei dem Deleti-
onskonstrukt SeP-A234-luc (Abb. 3.32D) é&hnlich dem Konstrukt, bei dem DBEI]

punktuell mutiert ist, ebenfalls zu einer Abnahme in der Aktivitdt des Promotors.
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Abb. 3.32: Die durch 3-MC induzierte Aktivititsverminderung des Selenoprotein P-
Promotors wird durch Mutation der FoxO-Bindeelemente aufgehoben

HepG2-Zellen wurden mit einem von sechs SeP-luc Konstrukten, bei denen DNA-Bindestellen

fiir FoxO-Proteine und/oder HNF-40 mutiert waren, transfiziert. Gleichzeitig wurde entweder ein

Kontrollplasmid (Ctrl) oder ein FoxOla-Uberexpressionsplasmid cotransfiziert. 24 h spiter
wurden die Zellen mit 10 pM 3-MC oder DMSO (0,1%) fiir 18 h behandelt. Die Luziferaseaktivi-
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tdt wurde aus den Lysaten ermittelt. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus drei
voneinander unabhidngigen Experimenten = Standardabweichung. Die statistische Signifikanz
wurde mittels eines zweiseitigen t-Tests errechnet (*P<0,05).

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass FoxO-Transkriptionsfaktoren an dem durch 3-
MC induzierten Effekt beteiligt sind. Die durch 3-MC-Behandlung hervorgerufene
Senkung der Promotoraktivitdt des SeP-luc konnte erst durch eine Mutation beider FoxO-

Bindeelemente aufgehoben werden.

Die Aktivitit des Promotorkonstruktes SeP-Mut3-luc (Abb. 3.32E), das Mutationen
innerhalb der Bindestelle fiir den leberspezifischen Faktor HNF-4a beinhaltet, wurde
durch die Behandlung mit 3-MC kaum verdndert. Auch hier schien die Verringerung der
Promotoraktivitét, die fiir das SeP-luc durch 3-MC induziert wurde, aufgehoben zu sein.
Bei Betrachtung der Einzelwerte der Analysen sei jedoch erwéhnt, dass die Verdanderun-
gen der Aktivitdt bzgl. dieses Konstruktes Schwankungen unterlagen. Es ergaben sich
sowohl Aktivititsverringerungen als auch -steigerungen. Daher konnte nicht geklart
werden, ob die alleinige Mutation der HNF-40-Bindestelle im Promotor des SeP-Gens
eindeutig zu einer Aufhebung des durch 3-MC induzierten Effektes fiihrt. Obwohl beide
FoxO-Bindeelemente in diesem Konstrukt unverindert sind, kam es kaum zu einer
Promotoraktivititserhdhung bei Uberexpression von FoxOla. Ahnliche Ergebnisse
zeigten die Experimente aus den Aktivitdtsuntersuchungen des SeP-Mut4-luc (Abb.

3.32F), bei dem zusétzlich zur HBE die DBE1 veréndert ist.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sich der durch die Behandlung mit 3-MC
induzierte Effekt auf die Aktivitditsmodulation des SeP-luc Promotorkonstruktes durch
eine Mutation der beiden FoxO-Bindestellen aufheben lie. Eine Mutation innerhalb der
Bindestelle fiir HNF-4a fithrte zu keinem eindeutigen Ergebnis, jedoch konnte die
Beteiligung von HNF-4a an dem durch 3-MC induzierten Effekt bzgl. des Selenoprotein

P-Promotors nicht ausgeschlossen werden.

3.3 Modulation der FoxO-Expression in HepG2-Zellen

Zur Expression der FoxO-Transkriptionsfaktoren selbst ist bisher relativ wenig bekannt.

Fiir einige Wachstumsfaktoren wie PDGF (Platelet-derived growth factor) und FGF
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(fibroblast growth factor) wurde eine reprimierende Funktion bzgl. der Expression der
FoxO-Proteine beschrieben (Essaghir et al., 2009).

Die mRNA-Spiegel der drei FoxO-Isoformen FoxOla, FoxO3a und FoxO4 wurden nach
Stimulation von HepG2-Zellen mit 3-MC, FICZ und Insulin nach 8 und 18 Stunden
analysiert. Dazu wurden die Zellen 24 Stunden vor der Behandlung in serumfreiem
Medium kultiviert. Nach der Behandlung erfolgte die Isolation der RNA, Umschreibung
in cDNA und die Durchfiihrung einer quantitativen Echtzeit-PCR.
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Abb. 3.33: FoxO mRNA-Spiegel nach Belastuing von Zellen mit 3-MC und FICZ
HepG2-Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 70% herangezogen und danach fiir 24 h in
serumfreiem Medium kultiviert. Die Behandlung mit 3-MC (10 uM), FICZ (100 nM) oder DMSO
(0,1%) erfolgte fiir 8 oder 18 h. Die isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und diese in
eine quantitative Echtzeit-PCR eingesetzt. Die Transkripte wurden auf B-Actin-Transkripte
normiert und die Kontrollbehandlung wurde gleich eins gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte aus
drei voneinander unabhingigen Experimenten £ SEM. Die statistische Signifikanz wurde mittels
eines zweiseitigen T-Tests errechnet (*P<0,05).

Sowohl eine Behandlung mit 3-MC (Abb. 3.33A) als auch mit FICZ (Abb. 3.33B) hatte
keine Anderung des mRNA-Spiegels von FoxOla zur Folge. Der mRNA-Gehalt von
FoxO3a schien nach 8 Stunden zunéchst anzusteigen und nach 18 Stunden Behandlung zu
sinken. Eine signifikante Erniedrigung der mRNA wurde nur bei einer der drei FoxO-

Isoformen, dem FoxO4, beobachtet.

Die Aktivitit der FoxO-Proteine wird iiber den PI3K/Akt Signalweg nach Stimulation
von Zellen mit Insulin negativ reguliert. Abb. 3.34 zeigt, dass auch Veridnderungen in der

FoxO-Expression als Folge einer Insulinbehandlung auftreten.
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Abb. 3.34: Der relative mRNA-Gehalt aller drei FoxO-Isoformen wird durch Insulinbe-
handlung verringert

HepG2 Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von ca. 70% herangezogen und danach fiir 24 h in
serumfreiem Medium kultiviert. Die Behandlung mit Insulin (Ins) erfolgte fiir 8 oder 18 h. Die
isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und diese in eine quantitative Echtzeit-PCR
eingesetzt. Die Transkripte wurden auf f-Actin-Transkripte normiert und die Kontrolle gleich eins
gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei voneinander unabhingigen Experimenten £ SEM.
Die statistische Signifikanz wurde mittels eines zweiseitigen t-Tests errechnet (*P<0,05).

Die Behandlung der Zellen mit Insulin hatte fiir alle drei FoxO-Isoformen eine Abnahme
des mRNA-Gehaltes zur Folge. Durchschnittlich wurde die Expression um 30-50%

verringert.

82



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Einfluss von Nickelionen auf FoxO-Transkriptionsfaktoren

Die Gruppe der FoxO-Transkriptionsfaktoren wird durch Kupfer- und Zinkionen negativ
reguliert (Walter at al., 2006). Durch Behandlung von HepG2-Zellen mit Cu®" wurde
PI3K-abhéngig eine Phosphorylierung der FoxO-Proteine durch Akt beschrieben. Dies
hatte eine rasche Translokation von FoxO1la-GFP Fusionsproteinen aus dem Zellkern ins
Cytoplasma zur Folge.

Aus Vorarbeiten war bekannt, dass Nickelionen eine signifikante Phosphorylierung von
Akt induzieren. Eine Exklusion von FoxOla-GFP aus dem Zellkern konnte hingegen
nicht beobachtet werden (Eckers, 2006). Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht
werden, ob die Behandlung mit Nickelionen unter den gewihlten Versuchsbedingungen
zu zelluldarem Stress fiihrt. Zudem sollte untersucht werden, ob trotz der Induktion einer
Akt-Phosphorylierung durch Ni*" keine Phosphorylierung und Inaktivierung der FoxO-

Faktoren auftritt.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von
HepG2 Zellen mit Nickelionen bis zu Konzentrationen von 1 mM kaum zu einer Abnah-
me der darauffolgenden Bildung von Kolonien fiihrte. Der Unterschied zu einer Behand-
lung mit Cu®* war sehr deutlich zu sehen. HepG2 Zellen bildeten nach einer vorangegan-
genen Cu®"- Behandlung sehr viel weniger Kolonien aus. Dass die Zellviabilitit durch
Belastung mit Cu”" stark beeintrichtigt wurde, durch Ni*" jedoch nicht, wurde ebenfalls
durch die Untersuchung der Neutralrot-Inkorporation der Zellen gezeigt. Die Fahigkeit
der Zellen, den Farbstoff Neutralrot aufnehmen zu kénnen, wurde durch eine Behandlung
mit Nickelionen nicht gesenkt.

Die toxische Wirkung von Nickel auf Zellen und Organismen scheint stark von den
gewihlten Rahmenbedingungen abzuhingen. Unterschiede sind durch die Wahl des
Zellsystems (z. B. immortalisierte Zellen vs. Primérzellen), der Nickelkonzentration, der
Expositionsdauer sowie der Beschaffenheit der Nickelkomponente selbst zu erklidren. Es
wurde beispielsweise beschrieben, dass NiCl, oxidative Schiden der DNA hervorruft,
jedoch erst in cytotoxischen Konzentrationen (Dally und Hartwig, 1997). Eine andere
Studie berichtete von durch basisches Nickelcarbonat verursachten DNA-Schéden unter

Beteiligung von ROS bereits im mikromolaren Bereich (M'Bemba-Meka et al., 2007).
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Glutathion (GSH, v-Glutamylcysteinylglycin) kommt in eukaryotischen Zellen in
millimolaren Konzentrationen vor. Anderungen des Verhiltnisses von GSH zu GSSG
(Glutathiondisulfid) spiegeln das Redox-Gleichgewicht innerhalb von Zellen wider
(Schafer und Buettner, 2001).

Wie in Abschnitt 3.1 gezeigt wurde, konnten keine erhohten Spiegel des Glutathiondisul-
fids nach Exposition von HepG2 Zellen mit Ni** beobachtet werden. Eine Induktion von
oxidativem Stress scheint demnach nach einer Behandlungsdauer von 60 Minuten in
HBSS durch Nickelionen nicht stattzufinden. Dies steht im Gegensatz zu einer Behand-
lung mit Kupferionen. Hier verursachten bereits geringe Konzentrationen eine Erhhung
des GSSG-Spiegels in HepG2 Zellen.

Die Depletion von Glutathion und die Aktivitidtsverminderung von antioxidativ wirken-
den Enzymen bei Exposition mit Nickelkomponenten wurden als Wirkmechanismen
bzgl. toxikologischer Effekte diskutiert (Das et al., 2008). Dies steht aus den bereits zuvor
erwiahnten Griinden nicht zwingend mit den hier vorliegenden Ergebnissen im Wider-
spruch. Viele Studien zur Wirkweise von Nickelkomponenten gehen auf Untersuchungen
an Tiermodellen zuriick, bei denen die chronische und langfristige Exposition mit
Nickelionen analysiert wird. Selbst im Rahmen von Untersuchungen, die sich auf die
Zellkultur beschrinken, kommt es zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen. 10 pM
Kupferionen, verdiinnt in HBSS, induzierten eine Phosphorylierung von Akt. Wurden die
gleichen Zellen mit in DMEM verdiinnten Kupferionen behandelt, trat eine Phosphorylie-
rung erst bei Verwendung von 500 pM Cu®’ auf (Walter, 2006). Der Grund dafiir ist
vermutlich eine Komplexierung der Kupferionen durch in DMEM enthaltene Aminosau-
ren. Ein weiteres Beispiel fiir die Relevanz der Bedingungen bzgl. einer Modulation von
zelluldren Prozessen durch Schwermetallionen wurde durch den Vergleich zweier
Zelllinien deutlich. Die Phosphorylierung von Akt durch Nickelionen konnte lediglich in
HepG2-Zellen beobachtet werden. Unter identischen Versuchsbedingungen wurde Akt in
HeLa-Zellen jedoch nicht aktiviert (Eckers, 2006).

Es ldsst sich also feststellen, dass die Bedingungen fiir die vorliegenden Experimente
nicht zu einer Verringerung der Zellviabilitit oder einer Erhohung des GSSG-Gehaltes in
HepG2 Zellen fiihrten. Die einstiindige Exposition mit Nickelionen schien keine Bildung
von ROS zu induzieren. ROS kénnen demnach als Ursache fiir die Nickel-induzierte Akt-
Phosphorylierung ausgeschlossen werden. Dies konnte im Ubrigen bereits auch fiir die

Cu’"-induzierte Akt-Aktivierung beschricben werden (Ostrakhovitch et al., 2002).
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Obwohl die Stimulation mit Kupferionen mit der Bildung von ROS einhergeht, ging die
Phosphorylierung von Akt der Bildung von ROS zeitlich voran.

Eine Delokalisation der FoxO-Proteine nach Stimulation der Zellen mit Nickelionen
wurde nicht hervorgerufen. Als direkte Akt-Substrate schienen die FoxO-Faktoren trotz
einer Phosphorylierung von Akt demnach nicht inaktiviert zu werden. Die Nickel
induzierte Phosphorylierung eines weiteren Akt-Substrates, der Glycogensynthasekinase-
3 (GSK-3), wurde jedoch beschrieben (Eckers, 2006).

Der Einfluss von Nickelionen auf FoxO-Proteine sollte im Rahmen dieser Arbeit ndher
untersucht werden. Dazu wurde zum einen der Phosphorylierungszustand der FoxO-
Proteine und zum anderen deren Féahigkeit zur DNA-Bindung nach Stimulation der Zellen
mit Nickelionen untersucht. Es zeigte sich, dass die Stimulation der Zellen mit Insulin
und Kupferionen eine Verringerung der Bindung von FoxOla an die DNA-Sequenz zur
Folge hatte. Die Behandlung mit Nickelionen induzierte in dieser Hinsicht keine Verdn-
derung. Die FoxO-Isoformen 1 und 3 wurden in Folge einer Behandlung mit Insulin und
Cu®" phosphoryliert. Nach Exposition der Zellen mit Ni** lieB sich nur eine sehr schwa-
che Phosphorylierung detektieren.

Diese Ergebnisse machen erneut den Unterschied bzgl. der Wirkung der Metallionen auf
den Akt/FoxO-Signalweg deutlich. Die Stirke der durch die Metallionen hervorgerufenen
Akt-Phosphorylierung korreliert unter Umstdanden mit einer nachfolgenden Phosphorylie-
rung von Akt-Substraten. Kupferionen induzierten eine weitaus stirkere Akt-
Phosphorylierung als Nickelionen, und das bereits unter Verwendung von geringeren
Konzentrationen (Eckers, 2006). Selbst die zehnfach hohere Ni**-Konzentration induzier-
te im Vergleich nur eine um einiges schwichere Aktivierung von Akt. Dies fiihrt zu der
Vermutung, dass es einen Schwellenwert zur Phosphorylierung der Akt-Substrate gibt.
Wie erwihnt, reichte die Ni*'-induzierte Akt-Phosphorylierung zur Deaktivierung von
GSK-3 aus. Fiir die FoxO-Proteine scheint dies nicht eindeutig der Fall zu sein. Zwar ist
eine sehr schwache Phosphorylierung im Western Blot zu beobachten, jedoch wird weder
die Lokalisation noch die Féhigkeit zur Bindung an die DNA veréndert.

Als Mechanismus fiir die Aktivierung von Signalwegen durch Metallionen kann nicht nur
die Beteiligung von ROS diskutiert werden. Auch die Interaktion mit Proteinen, beson-
ders mit darin enthaltenen Thiolgruppen, kann eine Ursache fiir die Modulation von
Signalwegen sein. Der PI3K/Akt-Signalweg wird an unterschiedlichen Punkten durch
Phosphatasen kontrolliert (s. Einleitung). Der Proteingruppe der Proteintyrosinphosphata-
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sen ist ein Cysteinrest mit niedrigem pK-Wert im aktiven Zentrum gemein. Die Thi-
olgruppe stellt ein starkes Nucleophil dar und kann leicht oxidiert werden. Die Inhibie-
rung der Phosphataseaktivitit durch Redoxprozesse oder kovalente Blockierung des
aktiven Zentrums fiihrt als Konsequenz zu einer Phosphorylierung der kontrollierten
Substrate. Schwermetallionen wie Kupfer oder Nickel konnen mit den Thiolgruppen von
Phosphatasen reagieren und so indirekt zu einer Phosphorylierung von Proteinkinasen wie
Akt fithren. Tatsdchlich wurde die Interaktion von Kupfer- und Zinkionen mit PTPasen
beschrieben und die Induktion insulinmimetischer Effekte durch Metallionen dahinge-

hend diskutiert (Barthel et al., 2007; Haase und Maret, 2005; Kim et al., 2000).

AbschlieBend konnte im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Phosphorylie-
rung von Akt durch die Behandlung von HepG2-Zellen mit Nickelionen unter subcytoto-
xischen Bedingungen stattfindet. Eine durch Ni*" induzierte Erhéhung des GSSG-
Gehaltes konnte nicht beobachtet werden, so dass ROS an der hervorgerufenen Akt-
Phosphorylierung unbeteiligt sind. Im Vergleich dazu induzieren Kupferionen zwar eine
stairkere Phosphorylierung von Akt, jedoch geht diese mit einer Verringerung der
Zellviabilitit und Erh6hung des Glutathiondisulfidgehaltes einher.

Weiterhin hatte die Behandlung der Zellen mit Nickelionen keinen Einfluss auf FoxO-
Proteine. Die Ursache liegt moglicherweise in der Stirke der durch die Nickelbelastung

hervorgerufenen Phosphorylierung der Kinase Akt.

4.2 Wirkung von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und FICZ

auf die FoxO-Signaltransduktion

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss einer anderen Substanzgruppe auf
FoxO-Transkriptionsfaktoren untersucht.

Die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe B(a)P und 3-MC und das Carbazol
FICZ sind Induktoren des AhR-Signalweges. Dabei gehoren B(a)P und 3-MC zu den
klassischen AhR-Agonisten, FICZ hingegen zu den nicht-klassischen. Der Gemeinsam-
keit, z. B. die Expression von Cyplal zu induzieren, stehen auch Unterschiede gegen-
iiber. FICZ unterscheidet sich nicht nur strukturell von den beiden anderen Kohlenwas-
serstoffen. Seine Bildung aus Tryptophan wird durch UV-Strahlung initiiert. Dies
geschieht nicht nur in vitro, sondern auch in dermalen Keratinocyten (Fritsche et al.,

2007). Ob FICZ nach seiner Bildung in vivo vom Hautgewebe in die Leber transportiert
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wird, ist nach bisheriger Kenntnis noch Spekulation. Jedoch wurde kiirzlich der Nachweis
von FICZ-Metaboliten in menschlichem Urin beschrieben (Wincent et al., 2009).
Untersuchungen dahingehend, ob FICZ als intrazelluldr gebildetes Molekiil aufler dem
Ah-Rezeptor noch andere Transkriptionsfaktoren beeinflusst, sind von hohem Interesse.

Die Aufnahme von Benzo(a)pyren kann vom Organismus iiber die Atemwege oder iiber
den Gastrointestinaltrakt aus Nahrungsmitteln erfolgen. Die Metabolisierung erfolgt in
der Leber. 3-MC besitzt hingegen keine fiir den Menschen physiologische Relevanz. Es
stellt eine Modellsubstanz fiir einen AhR-Agonisten dar und wird in Tiermodellen
aufgrund seiner hohen Kanzerogenitit zur experimentellen Erzeugung von Tumoren

eingesetzt.

Durch die Inkubation von humanen Hepatomzellen mit den Substanzen 3-MC, B(a)P und
FICZ wurde eine Steigerung der Aktivitit eines ausschlieBlich FoxO-responsiven
Promotorkonstruktes induziert (Kap. 3.2.1). Eine Erhohung der FoxO-kontrollierten
Expression von Zielgenen hitte z. B. eine vermehrte Bildung von Selenoprotein P,
Mangansuperoxiddismutase und Glucose 6-Phosphatase zur Folge. Dies wiirde zu einer
Verstirkung der Abwehr gegen oxidativen Stress und zu einer Erhohung des Glucose-
spiegels fithren. Die Wirkung durch PAK und FICZ wire also der durch Insulin induzier-

ten entgegengesetzt.

Die Betrachtung der Promotoren des Selenoprotein P- und des Mangansuperoxiddismuta-
se-Gens (Kap. 3.2 und 3.4) resultierte in einem {iberraschenden Ergebnis. Sowohl die
Promotoraktivitdt des SeP- als auch die des MnSOD-Reporterkonstruktes wurde durch
eine Behandlung mit 3-MC gesenkt. Dabei wurden keine Verdnderungen der Promotorak-
tivitdt des SeP-luc nach Inkubation der Zellen mit FICZ beobachtet. Durch Behandlung
mit B(a)P reagierte das Konstrukt jedoch analog. Auf der Ebene der mRNA Expressions-
spiegel konnten diese Ergebnisse fiir Selenoprotein P nach Echtzeit-PCR-Analysen
bestitigt werden. Die mRNA-Expression von Selenoprotein P wurde durch eine Expositi-
on der Zellen mit 3-MC vermindert. Selenoprotein P wird von der Leber sekretiert und in
extrahepatische Gewebe transportiert, in denen es als Selenquelle fiir andere Selenenzyme
dienen kann. Gezeigt werden konnte dies am Beispiel der cytosolischen Glutathioperoxi-
dase (Steinbrenner et al., 2006). Als Konsequenz einer Exposition mit 3-MC oder B(a)P

wire eine verringerte Sekretion von Selenoprotein P aus der Leber mdglich. Dieser
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Umstand konnte zu einer Verminderung des Schutzes gegen oxidativen Stress in extrahe-

patischen Geweben als Antwort auf die Belastung mit PAK in der Leber fiihren.

FoxO-Transkriptionsfaktoren werden iiber den Insulinsignalweg negativ reguliert. Die
Glucose 6-Phosphatase (G6Pase) katalysiert die Hydrolyse von Glucose 6-Phosphat zu
Glucose und bildet so einen essentiellen Teilschritt der Gluconeogenese. Die Expression
der G6Pase steht ebenfalls unter der Regulation von FoxO-Proteinen. Die durchgefiihrten
Reportergenanalysen zur Modulation der G6Pase-Promotoraktivitidt nach Behandlung der
Zellen mit 3-MC und FICZ hatten eine Stimulation des Promotors zum Ergebnis. Somit
dhnelte die Aktivitidtsverdnderung dieses Promotors, ausgelost durch die Behandlung mit
3-MC und FICZ, dem des FoxO-responsiven Promotorkonstruktes FHRE-luc. Die
Gluconeogenese wiirde demnach zumindest bzgl. dieses Teilschrittes durch 3-MC und
FICZ gesteigert.

Fiir eine Exposition mit einem anderen AhR-Agonisten, dem TCDD, wurde eine Modula-
tion von Enzymen, die in den Glucosemetabolismus involviert sind, beschrieben. In
hepatischen Geweben, die aus mit TCDD behandelten Méusen isoliert wurden, wurde
eine Verringerung der Glucokinase-mRNA beschrieben (Boverhof et al., 2005). Die
Glucokinase katalysiert in der Leber die Phosphorylierung von Glucose zu Glucose 6-
Phosphat. Eine Expressionsverminderung hat demnach einen erhéhten Glucosespiegel zur
Folge. Die Stimulierung der G6Pase-Expression durch 3-MC und FICZ hat dementspre-
chend die gleiche Konsequenz wie die durch Microarraydaten erhaltenen Ergebnisse der
Studie mit TCDD-behandelten Miusen.

Scheinbar unterliegt die Wirkung von TCDD auf den Glucosemetabolismus jedoch keiner
Systematik, da eine Verminderung der Expression und der Aktivitit der Phosphoenolpy-
ruvatcarboxykinase (PEPCK) nach Gabe von TCDD ebenfalls in einigen Studien
beschrieben wurde (Boverhof et al., 2005; Viluksela et al., 1995). Die Expression der
PEPCK wurde als FoxO-reguliert beschrieben (Schmoll et al., 2000). Ob die Verdnderun-
gen bzgl. der PEPCK durch TCDD-Behndlung FoxO-kontrolliert auftraten, wurde nicht
untersucht.

Allerdings wurde fiir die Repression der PEPCK-Expression nach Behandlung mit
AICAR, dem Aminoimidazol-Carboxamid-Ribonukleotid, eine von dem Insulinsignal-

weg unabhingige Signaltransduktion diskutiert (Lochhead et al., 2000).

Die Ergebnisse der erwdhnten Studien sowie dieser Arbeit lassen vermuten, dass
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(1) der Glucosemetabolismus nicht systematisch von polyzyklischen Kohlenwas-
serstoffen oder deren Derivaten moduliert wird,

(i1) die Repression oder Induktion eines FoxO-regulierten Zielgens trotz einer
unter Umstidnden insulinmimetischen Wirkung unabhingig vom PI3K/Akt-
Signalweg auftreten kann und

(ii1)  die Variation in der Antwort FoxO-regulierter Zielgene auf PAK und FICZ auf
das Vorhandensein von Bindestellen fiir Co-Regulatoren innerhalb des Promo-

tors zurtickzufiihren ist.

Obwohl alle in dieser Arbeit untersuchten Promotoren unter der Kontrolle von FoxO-
Transkriptionsfaktoren stehen, waren die Reaktionen auf eine Behandlung mit PAK oder
FICZ unterschiedlich. Die Gene, die fiir Proteine codieren, die primér oder sekundér eine
Rolle in der Abwehr gegen oxidativen Stress spielen, wurden durch die Behandlung mit
PAK oder FICZ in ihrer Expression reprimiert. Der Promotor des G6Pase-Gens wurde
durch die Behandlung in seiner Aktivitét jedoch stimuliert.

Wire die generelle Aktivierung des Insulinsignalweges oder auch einer anderen Signal-
kaskade, die die Aktivitidt der FoxO-Proteine moduliert, Grund fiir den Einfluss der PAK
und FICZ, miisste dies in einer Aktivitdtsdnderung der Promotoren resultieren, die jeweils
in die gleiche Richtung geht. Ein ausschlieBlich insulinmimetischer Effekt, ausgeldst
durch PAK oder FICZ, kann demnach so gut wie ausgeschlossen werden. Die Promotoren
der FHRE- und G6Pase-luc-Konstrukte hitten in diesem Fall mit einer Aktivititsverringe-
rung reagieren miissen. Ebenso kénnen Signalwege, die zu einer Steigerung der Aktivitét
zur transkriptionellen Regulation von FoxO-Proteinen fiihren, ebenfalls ausgeschlossen
werden. Zwar ist die Phosphorylierung der FoxO-Faktoren durch JNK verbunden mit
einer gesteigerten Expression von Zielgenen, die fiir Proteine codieren, die der Verringe-
rung von oxidativem Stress entgegenwirken. Jedoch wurde in den vorliegenden Analysen
genau fiir diese Proteine eine Verminderung der Promotoraktivitit nach Behandlung mit
3-MC beobachtet.

Obwohl die Modulation eines ausschlieBlich FoxO-responsiven Promotorkonstruktes
untersucht worden war, sollte geklart werden, ob FoxO-Transkriptionsfaktoren fiir den
durch PAK oder FICZ induzierten Effekt verantwortlich sind. Ebenfalls konnte die
unterschiedliche Reaktion der Zielgenpromotoren durch das Vorliegen von Co-

Regulatoren zu erklédren sein.
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Dies flihrte zu Analysen unter Verwendung von Reportergenkonstrukten des SeP-luc, die
eine Mutation der FoxO-Bindestellen oder der Bindestelle fiir HNF-4a aufwiesen.

Der durch die Behandlung mit 3-MC induzierte Effekt einer Aktivititssenkung von SeP-
luc konnte erst nach Verwendung des Promotorkonstruktes, bei dem beide FoxO-
Bindestellen mutiert waren, aufgehoben werden. Dies zeigt, dass das Vorliegen beider
FoxO-Bindestellen nétig ist, um den durch 3-MC induzierten Effekt zu erreichen. Durch
Mutation der HNF-4a-Bindestelle innerhalb des Promotors resultierte die Anderung der
Promotoraktivitét teils in einer Senkung und teils in einer Steigerung. Im Mittel ergibt
sich, dass auch hier eine Aufhebung des durch 3-MC induzierten Effekts auftritt. Dieses
Ergebnis ist jedoch nicht eindeutig, so dass dahingehend genauere Untersuchungen
vorgenommen werden miissten. Fiir das verwendete Konstrukt ist anzumerken, dass die
Erhohung der Promotoraktivitit nach Uberexpression von FoxOla unter basaler Behand-
lung mit DMSO vergleichsweise gering ausfiel. Das verwendete Konstrukt besitzt nach
wie vor zwei intakte Bindestellen fiir FoxO-Proteine, so dass zumindest zu erwarten
gewesen wire, dass die Aktivitdt des Promotors um den gleichen Faktor erhoht wird wie
fiir das wildtypische SeP-luc Promotorkonstrukt. Das deutet darauf hin, dass das Fehlen
einer intakten HBE bereits zu Verdnderungen der Promotorrespons unter basalen
Bedingungen fiihrt.

Augenscheinlich spielt fiir die Regulation der Expression von Zielgenen nicht nur die
rdumliche Nédhe der FoxO- und HNF-Bindestellen zueinander eine Rolle. In priméren
Rattenhepatocyten wurde gezeigt, dass die vorhergehende Behandlung der Ratten mit
Resveratrol zu einer Verringerung der Bindung von HNF4 an die eigene DNA-
Bindestelle fiihrte. Hingegen wurde die Rekrutierung von HNF4 zu der FoxO-Bindestelle
verstiarkt (Ganjam et al., 2009). Resveratrolbehandlung fiihrte demnach zu einer Erho-
hung der direkten Interaktion von HNF4 und FoxOla.

Die Interaktion dieser beiden Transkriptionsfaktoren und die reprimierende Funktion von
FoxO-Faktoren auf die Bindung von HNF4 an HNF4-Bindestellen der DNA wurde
bereits 2003 beschrieben (Hirota et al., 2003).

Neben dem leberspezifischen Faktor wurden viele weitere Co-Regulatoren fiir die
Proteine der FoxO-Familie beschrieben.
Eine Bindung von FoxOla an PGC-1a erfolgt am C-terminalen Bereich und umgekehrt

bindet PGC-1a an den N-terminalen Bereich von FoxO1la (Puigserver et al., 2003).

90



Diskussion

Die Anwesenheit beider Regulatoren wurde fiir manche Zielgene als essentiell beschrie-
ben. So konnte fiir einige Zielgene gezeigt werden, dass PGC-1a zur Expressionskontrol-
le nicht ausreicht, sondern auf das Vorhandensein von FoxO-Faktoren angewiesen ist und

umgekehrt (Puigserver et al., 2003; Olmos et al., 2009).

Neben den erwéhnten Co-Regulatoren fiir FoxO-Proteine wurden viele andere beschrie-
ben und es kommen weitere hinzu. Die beschriebenen Mdglichkeiten der Interaktion
machen deutlich, dass die Expressionsregulation von Zielgenen auf unterschiedlichste
Weise erfolgen kann. Dies hingt nicht immer nur in direkter Weise mit einem Stimulus
selbst zusammen und scheint nicht auf einer grundsétzlichen Systematik zu beruhen.

Die direkte oder indirekte Interaktion der FoxO-Proteine mit Co-Regulatoren scheint fiir
die zum Teil divergierenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die naheliegendste
Erklarung zu sein.

Dabei ist festzustellen, dass

(1) die Aktivitit der Expressionskontrolle von FoxO-Transkriptionsfaktoren bzgl.
FoxO-regulierter Zielgene von 3-MC, B(a)P sowie FICZ moduliert wurde,

(i1))  FoxO-Proteine fiir den induzierten Effekt verantwortlich sind, da bei Mutation
der FoxO-Bindestellen im Promotor des Selenoprotein P-Gens der Effekt auf-
gehoben wurde,

(ii1))  die unterschiedlichen Reaktionen der Zielgenpromotoren auf eine Behandlung
mit PAK und FICZ am wahrscheinlichsten auf das Fehlen oder Vorhandensein
von Bindestellen fiir Proteine, die als Co-Regulatoren wirken kénnen, zuriick-
zufiithren sind und

(iv)  der durch PAK und FICZ induzierte Effekt unter Umstdnden auf das Vorhan-
densein eines leber-spezifischen Cofaktors zuriickzufiihren ist, da das FoxO-
responsive Promotorkonstrukt FHRE-luc auf eine Behandlung mit 3-MC in

Keratinocyten anders reagierte als in Hepatomzellen.

Die Behandlung von Leberzellen mit der ,,Modellsubstanz*“ 3-Methylcholanthren, dem
bei unvollstindigen Verbrennungsprozessen entstehenden Benzo(a)pyren und dem aus
Tryptophan entstehenden FICZ fiihrt nach den dargestellten Ergebnissen zu einer
Steigerung der Aktivitidt von FoxO-Proteinen bzgl. der Transkriptionskontrolle (Abb.4.1).
Durch potentielle Co-Regulatoren wirkt sich das auf die Promotoraktivitit von FoxO-

regulierten Zielgenen unterschiedlich aus.
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Modellsubstanz Atmung/Nahrung Haut

Tryptophan
l UV-Strahlung

3-MC B(a)P FICZ

@ Transport zur
Leber?

l SeP

Abb. 4.1: Graphische Darstellung der im zweiten Teil dieser Arbeit beobachteten Ergebnis-
se

FoxO-Transkriptionsfaktoren werden durch die Substanzen 3-MC, B(a)P und FICZ moduliert.
Die Auswirkung der Behandlung mit PAK und FICZ auf die Expression FoxO-regulierter

Zielgene lésst die Involvierung eines oder mehrerer Co-Regulatoren vermuten.

4.3 Modulation der relativen FoxO mRNA-Spiegel

Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, sind die posttranslationalen Modifikationsmog-
lichkeiten von FoxO-Proteinen durch unterschiedliche Kinasen gut untersucht. Im
Rahmen des dritten Teils dieser Arbeit wurden die relativen mRNA Spiegel der drei
FoxO-Isoformen FoxOla, 3a und 4 nach Stimulation von humanen Hepatomzellen mit 3-
MC, FICZ und Insulin untersucht. Es konnte beobachtet werden, dass besonders die
FoxO4 mRNA-Spiegel vermindert wurden. Der Gehalt an FoxO4-mRNA sank um 40-
60% gegeniiber der Kontrollbehandlung.
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In einigen Studien wurde bereits {iber Unterschiede der mRNA-Expression im Vergleich
der FoxO-Isoformen untereinander berichtet. Kamei et al. beschrieben, dass die Expressi-
on von FoxOl und 3 unter Hungerbedingungen bei Méiusen um das 7-8-fache erhoht ist.
FoxO4 mRNA-Spiegel hingegen waren nur um das Doppelte induziert (Kamei et al.,
2003). Auch dass nach Depletion von FoxO4 in Méusen keine Verdnderungen beziiglich
der embryonalen Entwicklung auftraten, die Depletion der FoxO1l und 3 Isoformen
jedoch zu Schéden fiihrte, ldsst vermuten, dass die physiologische Rolle von FoxO4 sich
von der der beiden anderen Isoformen unterscheidet.

In den im Rahmen dieser Arbeit erstellen Expressionsanalysen wurde fiir den FoxOla
mRNA-Spiegel nach einer Behandlung mit 3-MC und FICZ keine Modulation beobach-
tet. Auch der Expressionsspiegel von FoxO3a zeigte keine eindeutige Veridnderung. Eine
Ahnlichkeit in der Expressionsregulation von FoxOla und 3a kann also ebenfalls

vermutet werden.

Das Expressionsverhalten der FoxO-Faktoren nach Insulinstimulation unterscheidet sich
diesbeziiglich von der Stimulation mit 3-MC und FICZ, da die mRNA-Spiegel aller drei
Isoformen gesenkt wurden. Eine Stimulation von Zellen mit Insulin scheint nicht nur dazu
zu fiihren, dass die FoxO-Transkriptionsfaktoren liber den PI3K/Akt Signalweg phospho-
ryliert und inaktiviert werden, sondern dass auf der Ebene der mRNA-Expression
ebenfalls eine durch Insulin induzierbare Regulation vorliegt. Ob sich dies bei ldngerfris-
tiger Behandlung mit Insulin auch auf der Ebene des Proteins bestdtigen lésst, bleibt zu

untersuchen.

Die Funktion der FoxO-Transkriptionsfaktoren und des Insulinsignalweges wurde in den
letzten Jahren besonders in Hinblick auf Alterungsprozesse untersucht. Durch Analysen
der Lebensspanne von C. elegans, die Mutationen an unterschiedlichen Stellen des
Insulinsignalweges aufwiesen, wurde die Bedeutung in Bezug auf Alterungsprozesse
deutlich. So zeigte sich bei Nematoden, die eine Mutation im Insulinrezeptor- oder PI3K-
Ortholog DAF-2 bzw. AGE-1 Gen aufwiesen, mindestens eine Verdopplung der Lebens-
spanne (Kenyon et al., 1993; Morris et al., 1996). Analog konnte fiir Méuse, bei denen der
Insulinrezeptor im Fettgewebe durch Mutation nicht funktionsfdahig war, ebenfalls eine
Verlidngerung der Lebenszeit von 18% beschrieben werden (Bliiher et al., 2003). Wurde
der Spiegel von FoxO3a in humanen dermalen Fibroblasten verringert, konnte eine

Erhohung der zelluldren Seneszenz beobachtet werden. Als Seneszenzmarker wurden
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unter anderem die Erhohung der Zellverdopplungsrate und eine Erhéhung der p21/p53
Proteinexpression beschrieben (Kyoung et al., 2005). FoxO-Proteine scheinen dement-
sprechend auch in Séugern eine gewisse Rolle bei Alterungsprozessen zu spielen.

Bei einem Defekt des Insulinrezeptors werden FoxO-Proteine nicht mehr PI3K/Akt
vermittelt phosphoryliert. Dies resultiert zunédchst einmal in einer Erhohung von aktiven
FoxO-Faktoren. Ebenso kommt es bei verringerter Nahrungsaufnahme (kalorische
Restriktion) zu verminderten Insulinspiegeln. Unter diesen Bedingungen konnte z. B. in
Fruchtfliegen eine Erhohung der Lebensspanne beobachtet werden (Clancy et al., 2002).
Ob dafiir eine verminderte Inaktivierung von FoxO-Proteinen durch geringere Aktivie-
rung des Insulinsignalweges verantwortlich ist, ist derzeit Diskussionsgegenstand.

Unter Hungerbedingungen kommt es also zu einer Erhéhung der FoxO mRNA-Spiegel
(Kamei et al., 2003). Ebenso fiihrt die Deaktivierung des Insulinsignalweges zu einer
Erhohung der Lebensspanne.

In den vorliegenden Expressionsanalysen wurde zwar nicht die Folge einer Insulindeple-
tion auf die mRNA-Spiegel der FoxO-Transkriptionsfaktoren untersucht. Dennoch
induzierte die Gegenwart von Insulin exakt den gegenteiligen Effekt wie eine Insulin-
depletion auf Basis der mRNA Spiegel der FoxO-Faktoren.

Eine Verminderung der FoxO-Expressionsspiegel und putativ des Proteinspiegels nach
langfristiger Stimulation mit Insulin wiirde demnach nicht nur aufgrund posttranslationa-
ler Modifikation zu einer Verringerung von aktiven FoxO-Proteinen fiihren. Inwiefern
eine langfristige Insulinbehandlung im Umkehrschluss in einer Verkiirzung der Lebens-

spanne resultiert, bleibt bisher Spekulation.

Es bleibt zu bemerken, dass sich die hier beschriebenen Analysen auf Kurzzeitbehand-
lungen von 8 oder 18 Stunden beziehen. Dass die Wahl des Zeitpunktes eine maligebliche
Rolle spielt, zeigen kontroverse Ergebnisse zur Untersuchung von FoxO-
Expressionsmustern nach Stimulation mit AICAR. Erhohte Spiegel der FoxOla und 3a
mRNA wurde in Muskelgeweben von mit AICAR behandelten Maiusen gefunden
(Nystrom und Lang, 2008). In der gleichen Studie wurde nach Behandlung von C2C12
Muskelzellen mit AICAR und Metformin fiir 24 Stunden eine Verringerung der mRNA
Spiegel beschrieben. Ahnliche Ergebnisse wurden in Leberzellen gezeigt, bei denen die
Behandlung mit AICAR zu einer Verringerung des FoxOla Proteinspiegels und zur
Abnahme der Promotoraktivitit der Glucose 6-Phosphatase fiihrte (Barthel et al., 2002).
Eine Erhohung des FoxO3a mRNA-Spiegels wurde hingegen in C2C12 Muskelzellen
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nach einer Behandlungsdauer von nur 6 Stunden beschrieben (Williamson et al., 2009).
Diese Studien zeigen, dass die Expressionsprofile sich innerhalb eines Zeitfensters von 24
Stunden stark unterscheiden konnen. Fiir die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Expressi-
onsanalysen wurden zwar zwei Zeitpunkte innerhalb dieses Zeitfensters gewahlt. Jedoch
lassen sich dadurch keine Erkenntnisse {iber die Auswirkung von chronischer Behandlung
mit 3-MC, FICZ und auch Insulin auf die FoxO-Expressionsspiegel und die Folgen fiir

den Organismus gewinnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Umweltfaktoren auf FoxO-Proteine fiir
drei Ebenen untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass trotz einer Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges durch
subtoxische Nickelkonzentrationen eine posttranslationale Modulation der FoxO-
Faktoren nicht auftritt.

Die Aktivitiat der FoxO-Proteine zur transkriptionellen Regulation von Zielgenen wurde
auf Basis von Reportergenstudien untersucht. Dass die Aktivitit der FoxO-Faktoren in
dieser Hinsicht moduliert wird, wurde durch Behandlung von Hepatomzellen mit 3-MC,
B(a)P und FICZ erstmalig gezeigt. Es konnte am Beispiel des Selenoprotein P-Promotors
gezeigt werden, dass zur Induktion des Effektes beide FoxO-Bindeelemnte vorhanden
sein miissen.

Ebenfalls wurde beschrieben, dass eine Modulation durch Behandlung mit den Substan-
zen 3-MC, FICZ und Insulin bereits auf der Ebene der mRNA-Expression der FoxO-

Isoformen stattfindet.
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5 Zusammenfassung

FoxO-Transkriptionsfaktoren regulieren eine Vielzahl von zelluldren Prozessen durch die
Kontrolle der Expression von Zielgenen. Durch die FoxO-gesteuerte Synthese von
Proteinen wie der Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) und des Selenoproteins P (SeP)
unterstiitzen sie die endogene Abwehr gegen oxidativen Stress. FoxO-Proteine regulieren
nicht nur die Bildung antioxidativ wirkender Proteine, sondern werden auch selbst auf
posttranslationaler Ebene durch oxidativen Stress moduliert. Umweltfaktoren wie
Schwermetalle und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) aktivieren
Signalwege innerhalb der Zelle entweder durch direkte Interaktion mit Proteinen oder
durch die Induktion der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Behandlung menschlicher
Hepatomzellen mit subtoxischen und nichtoxidierenden Nickelkonzentrationen eine
Aktivierung der FoxO phosphorylierenden Ser/Thr-Kinase Akt hervorruft, die Aktivitét
von FoxO-Proteinen jedoch unbeeinflusst bleibt. Im Gegensatz dazu ging die durch
Kupfer induzierte Phosphorylierung von Akt sowie FoxO-Proteinen sowohl mit der
FoxO-Inaktivierung als auch cytotoxischen Effekten und einer Erh6hung des Glutathion-
disulfidspiegels einher.

Ebenso wurde beschrieben, dass xenobiotischer Stress, ausgeldst durch eine Behandlung
von Hepatomzellen mit den PAK Benzo(a)pyren [B(a)P] und 3-Methylcholanthren (3-
MC), und das Tryptophan Photoprodukt FICZ die transkriptionssteigernde Aktivitit von
FoxO-Faktoren und die Promotoraktivitit der Glucose 6-Phosphatase erhoht. Im Gegen-
satz dazu wurden die Promotoraktivititen der fiir SeP und MnSOD codierenden Gene
durch die Behandlung mit 3-MC gesenkt. In Ubereinstimmung mit den Reportergenana-
lysen wurde die mRNA-Expression von Selenoprotein P durch eine Behandlung mit 3-
MC verringert. Dass die Bindung von FoxO-Proteinen an beide FoxO-Bindestellen des
SeP-Promotors fiir die durch 3-MC induzierte Verringerung der SeP-Promotoraktivitit
essenziell ist, wurde durch Punktmutationen innerhalb der Bindestellen gezeigt.

Neben der Aktivitdt wird auch die Expression der FoxO-Proteine durch PAH und FICZ
moduliert, wie anhand der Verringerung der mRNA-Spiegel von FoxO4 nach Stimulation
von Zellen mit 3-MC oder FICZ gezeigt werden konnte. Darin &hnelt die zelluldre
Reaktion auf diese Xenobiotika der Antwort auf Insulin, das eine Verringerung der

mRNA-Spiegel der FoxO-Isoformen 1a, 3a und 4 in Hepatomzellen induziert.
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Summary

FoxO transcription factors are crucial modulators of various cellular processes, control-
ling the expression of target genes such as those coding for manganese superoxide
dismutase (MnSOD) and selenoprotein P (SeP), thereby supporting defense against
oxidative stress. Environmental stimuli such as heavy metal ions and polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH) modulate signaling pathways both by interaction with proteins or by
inducing the generation of reactive oxygen species (ROS).

Exposure of hepatoma cells to nickel ions at subcytotoxic doses did not translate into
modulation of FoxO activity despite an activation of the Ser/Thr-kinase Akt. The cellular
response to nickel ions under these conditions is most likely independent of the formation
of ROS, since there were no increased levels of glutathione disulfide detectable.

FoxO activity was then found to be modulated in response to exposure of cells to PAH or
the tryptophan photoproduct FICZ. Both PAH and FICZ caused an increased activity of a
FoxO-responsive promoter construct as well as of glucose 6-phosphatase promoter
activity. In contrast, the activities of promoters of genes coding for MnSOD or SeP were
decreased in response to exposure to the PAH 3-methylcholanthrene (3-MC). In line with
the promoter effects, 3-MC also decreased steady-state levels of SeP mRNA. The
response of the SeP promoter to 3-MC was abrogated by point mutations introduced at
the two identified FoxO binding elements of the SeP promoter, implying that interaction

of FoxO proteins with these sites is essential for the downregulation of promoter acivity.

In addition to FoxO activity being modulated by xenobiotics, it was then demonstrated
that FoxO expression was also modulated by exposure of cells to PAH or FICZ. FoxO4
mRNA levels were downregulated in hepatoma cells exposed to 3-MC or FICZ. Simi-
larly, insulin treatment caused a downregulation of mRNA levels of FoxO 1a, 3a and 4 in

hepatoma cells.
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