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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zellhydratation

1.1.1 Dynamik der Zellhydratation

Der zellulare Hydratationszustand ist dynamisch und kann sich innerhalb von
Minuten verandern. Beeinflusst wird die zellulare Hydratation durch Anisoosmolaritat,
Hormone, Nahrstoffe und oxidativen Stress (Haussinger & Lang, 1991). Bereits geringe
Schwankungen der Zellhydratation agieren als separates und potentes Signal in der
Regulation des zellularen Metabolismus und der Genexpression (Haussinger & Lang,
1992; Héussinger et al., 1994; Haussinger, 1996; Schliess & Héussinger, 2003; Schliess &

Haussinger).

Hepatozyten, die hyper- oder hypoosmotischen Bedingungen ausgesetzt sind, rea-
gieren, inital fast wie perfekte Osmometer, mit einer Zellvolumenabnahme bzw.
Zellvolumenzunahme, bevor sie eine regulatorische Volumenzunahme (regulatory
volume increase; RVI) bzw. Volumenabnahme (regulatory volume decrease; RVD)
zeigen (siehe Abb. 1.1) (Haussinger et al., 1990; Héaussinger et al., 1991, 2004; Graf &
Haussinger 1996).

In der Rattenleber wird eine RVD als Antwort auf hypoosmotische Schwellung
hauptsachlich durch die Freisetzung von anorganischen lonen, wie K*, CI" und
Bicarbonat sowie durch die Freisetzung organischer Osmolyte wie Taurin oder
Betain erreicht (siehe Abb. 1.1) (Hiussinger et al., 2004).

Die hyperosmotisch induzierte RVI wird in der Leber, zumindest zum Teil, durch
parallele Aktivierung des Na*/H" und CI/HCO;  Austausches und durch Aktivierung
des Na'/K*/2CI Transporters NKCC1 reguliert (Graf & Haussinger, 1996; Schliess et al.,
2002; Haussinger et al., 2004) (siehe Abb. 1.1). Auf diesem Weg kommt es zu einer
Erhdhung der intrazellularen lonenstarke, was allerdings mit der Funktion
unterschiedlicher Proteine interferieren kann. Eine Langzeitadaptation an
dehydrierende Bedingungen wird Uber einen isoosmotischen Austausch von lonen
gegen kompatible organische Osmolyte erzielt (Schliess & Haussinger, 2002; Schliess et
al., 2002).

Weder RVI noch RVD stellen das Ausgangsvolumen vollstandig wieder her. Eine

bleibende Volumenabweichung scheint als Signal zu wirken, welches zellulare
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Einleitung

Funktionen modifiziert. Die an RVI und RVD beteiligten Transportsysteme werden
auch durch Wachstumsfaktoren und apoptotische Stimuli aktiviert, was dann zu
Zellvolumenveranderungen unter isoosmotischen Bedingungen fuhrt (Haussinger &
Lang, 1992; Haussinger, 1996).

H+
Aktivierung von
| kanal
O onenkanalen R % HoOs
; N :
H.,O
K
Normoosmolaritit = Hyperosmolaritit 2Cl l RVI
Langzeit
Adaptation
lonen Organische
Osmolyte

Na

lonen
H,O -
rganische
;; Osmolyte —_— RVD

Normoosmolaritait & Hypoosmolaritat

Abb. 1.1 Osmolytstrategie und Zellvolumenregulation
Hyperosmotisches Schrumpfen induziert eine regulatorische Volumenzunahme (regulatory volume increase;

RVI), wahrend hypoosmotisches Schwellen eine regulatorische Volumenabnahme (regulatory volume decrease;
RVD) verursacht. Kurzfristig ist RVI durch eine Elektrolytaufnahme reguliert, wahrend eine Langzeit-Adaptation
an dehydrierende Bedingungen durch einen isoomotischen Austausch von Elektrolyten gegen kompatible
organische Osmolyte geregelt ist. (Nach Schliess & Haussinger, 2005 ).

Etwas verallgemeinernd lasst sich feststellen, dass eine Volumenzunahme anabole
Stoffwechselprozesse und die Proliferation fordert, wahrend eine Zellvolumen-
abnahme zur Katobolie fuhrt und Insulinresistenz vermittelt sowie die Zellen flr
apoptotische Signale sensitiviert (Haussinger & Lang, 1991; Héussinger & Lang, 1992;
Haussinger et al., 1994; Haussinger, 1996; Schliess & Héussinger, 2003; H&ussinger et al.,
2004; Schliess et al., 2005). Anisoosmotisch exponierte Zellen und Gewebe sind ein
geeignetes Modell, um zellvolumenabhangige Prozesse zu identifizieren und zu

charakterisieren.
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1.1.2 Osmosensoren und osmosensitive Signaltransduktion

Veranderungen der Zellhydratation werden durch sog. Osmosensoren registriert
(Osmosensing). Die durch Zellhydratation regulierten Strukturen, nehmen Hydra-
tationsanderungen wahr und aktivieren intrazellulare Signalwege in Richtung der
Effektoren (Osmosignaling) (Haussinger & Schliess, 1999; Weiergridber & Héussinger,
2000; Schliess & Haussinger, 2007; Schliess et al., 2007). Es wurde bereits eine Vielzahl
an zellularen Signaltransduktionskomponenten charakterisiert, die durch aniso-
osmotisch herbeigefuhrte Zellvolumenanderungen aktiviert oder inhibiert werden
(Haussinger & Schliess., 1999; Schliess & Héussinger, 2007). Die Integration des ,,Osmo-
Signalweges® im Kontext der durch Hormone und Substrate ausgeldsten
Signaltransduktion wird auch deutlich, wenn man betrachtet, dass z.B. Insulin oder
Glutamin ihre vollen Wirkungsspektren Uber zellvolumenabhangig regulierte
Signalprozesse entfalten (Haussinger & Lang, 1992; Schliess & Haussinger, 2003;
Haussinger & Schliess, 2007)

Der genaue Mechanismus des Osmosensings ist noch unverstanden. Neuere
Studien zeigen jedoch, dass das Integrinsystem als eines der Haupt-Osmosensoren
in Hepatozyten fungiert (Haussinger et al., 2003; vom Dabhl et al., 2003; Schliess et al.,
2004). Integrine sind eine Familie aus extrazellularen Matrix-Adhasions Molekulen,
die in die Mechanotransduktion und in Wachstumsfaktor-induzierende-Signalwege
involviert sind (Aplin et al.,, 1998). Immunohistochemische Farbungen zeigen in
hypoosmotisch perfundierten Rattenlebern eine Aktivierung in Plasmamembran
lokalisierten Integrine. Ahnliches zeigt sich wenn die Zellschwellung nicht durch
Hypoosmolaritat, sondern durch Insulin-induziert wird (Schliess et al., 2004). Integrin-
inhibitorische Peptide entkoppeln die Zunahme des Hepatozytenvolumens von
Effekten auf Signaltransduktion (MAP-Kinasen-Aktivierung), Metabolismus (Inhibition
der autophagischen Proteolyse), volumenregulatorische lonenflisse und den
hepatobilidaren Transport (Haussinger et al., 2003; vom Dahl et al., 2003; Schliess et al.,
2004)

Die Rolle der Integrine oder anderer Osmosensoren bezuglich des Zellschrumpfens
ist hingegen noch weitgehend ungeklart. Es ist jedoch beschrieben, dass
Hyperosmolaritat schnell oxidativen Stress auslost (Reinehr et al., 2003a,b) mit einer
anschliellenden Aktivierung von Src-Kinasen und des epidermalen Wachstums-

faktor-Rezeptores (epidermal growth factors receptor; EGF-R). Hyperosmotische De-
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hydratation fuhrt zur Aktivierung und Clustering von verschiedenen Rezeptortypen,
die moglicherweilde essentiell fur die Initiation des Osmosignals sind (Rosette & Karin,
1996; Reinehr et al., 2002).

1.1.3 Zellhydratation und Leberfunktion

Anfang der 1990-er Jahre wurde das bis heute tragfahige Konzept entwickelt, dass
Hydratationsanderungen einen eigenstandigen Beitrag zur Regulation des zellularen
Metabolismus und der Genexpression leisten (H&ussinger & Lang 1991; Haussinger
& Lang, 1992; Haussinger, 1996; Schliess & Héussinger et al., 2003). Die hepatische Zell-
hydratation nimmt einen wichtigen Einfluss auf Protein- und Kohlenhydrat-
metabolismus, Gallensaure-Transport, Proliferation und Empfindlichkeit der Leber
gegen Oxidantien, Hitze und CD95-vermittelte Zytotoxizitat (Haussinger et al., 2004).

Hypoosmotisch exponierte Hepatozyten zeigen eine Src-Kinasen vermittelte
Aktivierung der MAP-kinasen Erk1/2Y"P und p38MAPK (vom Dahl et al., 2001b, 2003),
welche in der perfundierten Rattenleber fur den hypoosmotisch stimulierten Gallen-
sauretransport wichtig ist (Noé et al., 1996; Kurz et al., 2001; Haussinger et al., 2003).
Weiterhin gibt es eine enge Korrelation zwischen autophagischer Proteolyse und
dem hepatozellularen Hydratationsstatus (vom Dahl & Haussinger, 1996). Ein Anstieg
der Zellhydratation um 1%, z.B. durch Insulin oder Hypoosmolaritat, verursacht eine

ca. 2%ige Inhibition der Proteolyse (vom Dahl et al., 1995; Haussinger et al., 2004).

Hyperosmolaritat per se stimuliert die Glykogenolyse und die autophagische Proteo-
lyse und inhibiert gleichzeitig die Glykogensynthese und die Proteinsynthese
(Haussinger & Lang, 1991; Haussinger, 1996). In der perfundierten Rattenleber konnte
gezeigt werden, dass Hyperosmolaritit die Insulin-induzierte K*-Aufnahme und die
Aktivierung der p38“APK verhindert (Schliess et al., 2001). Jedoch wird durch
Hyperosmolaritat die insulin-induzierte Phosphorylierung des Insulinrezeptors und
des Insulinrezeptorsubstrats nicht beeinflusst (Chen et a., 1997; Schliess et al., 2001;
Lornejad-Schéfer et aol., 2003; Héussinger et al., 2004). Diese Befunde legen nahe, dass
eine hyperosmotisch herbeigeflihrte Dehydratation die Insulin-induzierte Zellschwel-
lung und Proteolysehemmung unterhalb oder auf Ebene der Pl 3-Kinase inhibiert.
Moglicherweise ist die Inhibition der Insulin-induzierten Zellschwellung ein
wesentlicher Mechanismus in der Entwicklung einer Insulinresistenz unter

dehydrierenden Bedingungen (Schliess et al., 2001; Hé&ussinger et al., 2004). Eine
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zellulare Dehydratation kénnte auch bei der Antagonisierung von Insulineffekten
durch Glukagon, Harnstoff und reaktive Sauerstoffspezies in Hepatozyten von
Bedeutung sein (vom Dahl et al., 1991b; Saha et al., 1993; Haussinger et al., 2004).

1.2 Zellhydratation und mTOR-Signalweg

1.2.1 mTOR-Signalweg

Das mammalian Target of Rapamycin (mTOR) ist eine hoch konservierte
Serin/ Threonin-Kinase und wichtiger Teil des gegen Insulin- und Aminosauren
sensitiven Signalnetzwerks. Dem mTOR kommt eine wesentliche Bedeutung in der
Regulation von Transkription, Translation und Proteolyse zu (Schliess & Haussinger,
2003; Haussinger et al., 2004; Schliess et al., 2006; Hay & Sonenberg, 2006; Mamane et al.,
2006).

0008 PI3.4(P,)«Pl4(P)

+Glucose Uptake Metabolic Effects + Amino Acid Uptake
+ Protein Synthesis

+Glycogen Synthesis

+Glycolysis

- Gluconeogenesis + Fatty Acid Synthesis + DNA-Synthesis
+ Trigyceride Synthesis + Proliferation
- Lipid Degradation - Apoptosis

- Proteclysis

Abb. .1.2: Insulinsignalweg

Das Schema zeigt Teile des Insulinsignaling-Netzwerkes. Insulin und Leucin aktivieren den mammalian Target of Rapamycin
(mTOR) Signalweg und fiihren so zu einer Aktivierung der p70 ribosomalen S6 Protein Kinase (p70 S6K) und des an den
eukoryotischen Initiationsfaktor 4E bindenden Proteins (4E-BP1). (Nach Schliess & Haussinger, 2003).

mTOR wird in einer von der Pl 3-Kinase abhangigen Weise durch Insulin stimuliert
(siehe Abb. 1.2). Insulinsensitive Proteine zwischen der Pl 3-Kinase und mTOR sind
die Protein Kinase B (PKB), das Tuberous Sclerosis Complex heterodimer (TSC1/2)
und das zu der Gruppe der GTP-bindenden Proteine gehdrende Ras-homolog-
enriched-in-brain (Rheb). TSC1/2 agiert als ein Rheb-GTPase aktivierendes Enzym
(Rhep-GAP) und tragt so zur Inaktivierung des mTOR bei. Insulin inhibiert die Rheb-
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GTPase Aktivitat durch den TSC1/2-Komplex und erhéht somit das GTP-Rheb/GDP-
Rheb Verhaltnis, was zu einer Aktivierung von mTOR fuhrt (Raught et al., 2001;
Harris & Lawrence, 2003; Avruch et al., 2005). Um eine Bindung und dadurch bedingte
Phosphorylierung von Effektoren zu ermdglichen komplexiert mTOR mit Raptor
(regulatory associatded protein of mTOR) und LST8 (lethal with sec thirteen 8) (siehe
Abb. 1.2; Abb. 1.3) (Harris & Lawrence, 2003; Avruch et al., 2005, Schliess et al., 2006).

Zwei gut charakterisierte Effektoren des mTOR-Signalweges, sind die p70
ribosomale S6 Kinase (p70 S6K) und das an den eukaryotischen Initiationsfaktor 4E
bindende Protein (4E-BP)1. Diese Faktoren sind in die Regulation der Translation
involviert sowie an der Regulation der Biosynthese von Ribosomen und der auto-
phagischen Proteolyse beteiligt (Dennis et al., 2001; Raught et al., 2001; Rohde et al.,
2001).

P70 S6-Kinase vermittelt eine Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6,
welches an der 40S Untereinheit des Ribosoms lokalisiert ist. S6 reguliert die
Translation von mRNAs die einen 5° TOP-Anhang (5" terminal Oligopyrimidine tract)
auweillen. Diese mMRNAs kodieren primar fur ribosomale Proteine sowie flr weitere
in der Translationsmaschinerie bendétigte Komponenten (Proud, 2004; Schliess et al.,
2006). Des Weiteren reguliert die p70 S6-Kinase die Transkription von Genen, deren
Produkte in der ribosomalen Biogenese eine Rolle spielen (rRNA, ribosomale
Proteine) (Hannan et al., 2003; Hay &Sonenberg, 2004).

Der eukaryotische Initiationsfaktor elF-4E kann an das Cap-bindende Protein der
mRNA binden. Die Cap-Struktur ist eine schiitzende m’GpppN (7-Methylguanosin-
triphosphat, wobei N jedes Nukleotid sein kann) Modifizierung am 5°-Ende jeder
zellularen eukaryotischen mRNA und erhodht deren Stabilitdt (Gingras et al., 1996;
Mamane et al., 2006). Unphosphoryliertes 4E-BP1 bindet an elF-4E und hemmt
dadurch dessen Kopplung an die mRNA und den Translations-Initiationskomplex
elF-4F, der zur Initiation der Cap-abhangigen Translation bendtigt wird. Der Komplex
enthalt neben dem elF-4E noch die ATP-abhangige Helikase elF-4A sowie das elF-
4G (siehe Abb. 1.3). Durch eine mTOR-abhangige Phosphorylierung des 4E-BP1
I0st sich elF-4E und wird Teil des Initiationskompex elF-4F. Es kommt zur Initiation
der Cap-abhangigen Translation (siehe Abb. 1.3) (Proud et al, 2004, Mamane et al.,
2006).
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Nahrstoffe, Insulin,

Hungern, oxidativer Stress Wachstulmsfaktoren

step. L Raptor
wstecpe M Raptor

.

AAAAAAA
*— AAAAAAA

cap mARNA

mRNA

Translationsinitiation AUS Translationsinitiation AN

Abb. 1.3 mTOR-abhingiger Signalweg zu den Effektoren 4E-BP1 und p70 S6-Kinase

Eine Aktivierung des mTOR durch z.B. Insulin flhrt zu einer Phosphorylierung des an den eukaryotischen
Initiationsfaktor 4E bindenden Proteins (4E-BP)1. Dies fiihrt zur Freisetzung des elF-4E, welcher dann Teil des
Initiationskomplexes elF-4F wird, der fir die Cap-abhangige Translation bendtigt wird. Durch Aktivierung der
p70 ribosomalen S6 Kinase (p70 S6K) wird S6 phosphoryliert und I8st seine Bindung zum eukaryotischen
Initiationsfaktor elF3, wobei dieser auch Teil des elF-4F Komplexes wird. Es kommt zu einer Initiation der Cap-
abhangigen Translation (Nach Mamane et al., 2006)

Weitere Effektoren des mTORs sind die eukaryotische Elongationsfaktor 2-Kinase
(eEF2K), die Glykogensynthase, der Hypoxiafaktor 1o (Hypoxia Inducible Factor,
HIF 1a), die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) und STAT3 (Signal Transducers and
Activators of Transcription) (Harris & Lawrence, 2003; Avruch et al., 2005; Schliess et al.,
2006).

Die Regulation des mTOR unterliegt, neueren Studien nach zu urteilen, nicht nur
dem Pl 3Kinase- bzw. PKB-abhangigen Signalweg. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass eine Aktivierung der AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) zu einem
abgeschwachten mTOR-Signal fuhrt. Die AMPK ist eine Serin/Threonin Kinase, gilt
als Energiesensor und reguliert zellulare Metabolismen. Eine Aktivierung erfolgt
durch ein erhohten [AMP]/[ATP] Quotienten, AMP bindet an die Kinase, was eine
allosterische Konformationsanderung mit sich bringt und zu einer Phosphorylierung
der katalytischen Untereinheit fuhrt (Stein et al., 2000). Eine AMPK-Aktivierung
verursacht eine Unterdrickung ATP-verbrauchender Prozesse wie die
Proteinsynthese und eine Aktivierung ATP-liefernder Prozesse wie der
Fettsdureoxidation. Nach neuesten Erkenntnissen nimmt die AMPK direkten Einfluss
auf die mTOR-Aktivitat. So fuhrt die Aktivierung der AMPK zu einer mTOR-
Inhibierung auf noch weitgehend ungeklarte Weise. Jedoch ist bereits eine direkte

2446

Inhibierung durch Phosphorylierung des mTOR an der Position Ser“**® (Violett et al.,
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2006), sowie eine indirekte Inhibierung Uber Inaktivierung des Tuberins (TSC2)
(Towler & Hardie, 2007) durch die AMPK beschrieben worden.

1.2.2 mTOR und Aminosauren

Um eine vollstandige mTOR-Aktivierung durch Insulin zu erreichen bedarf es
zusatzlicher Co-Signale, die durch intrazellulare Aminosauren generiert werden. Eine
besondere Bedeutung kommt hier dem Leucin zu. Das durch Aminosauren
ausgeloste Signaling zu mTOR geschieht in einer Pl 3-Kinase- und PKB-
unabhangigen Weise (van Sluijters et al., 2000). In einer hohen Dosis stimulieren
Aminosauren auch ohne Insulinsignal einer Phosphorylierung der mTOR-Effektoren
(Dubbelhuis &Meijer, 2002). Aminosauren agieren direkt am Carboxylende der
katalytischen Domane des mTORs und verursachen auf eine noch ungeklarte Weise
eine Erhohung der Rheb-Bindung an das Aminonende der katalytischen Domane
des mTOR (Long et al., 2005).

Interessanterweise kann in H4lIE Rattenhepatomzellen eine durch aminosaurefreies
Kulturmedium verursachte Depletion an intrazellularen Aminosauren durch
Stimulation der autophagischen Proteolyse kompensiert werden. Wird die
autophagischen Proteolyse inhibiert, fuhrt die Verarmung des intrazellularen Pools
freier Aminosauren zu einer Insulinresistenz des mTOR-abhangigen Signalweges
(Shigemitsu et al., 1999). Es wurde vermutet, dass es durch Aminosaurearmut zu einer
Aktivierung der AMP aktivierten Proteinkinase (AMPK) kommt, wodurch eine mTOR-
Inhibierung vermittelt wird (Dubbelhuis &Meijer, 2002).

1.2.3 Zellulare Hydratation und Sensitivitat gegen Insulin und Zytokine

Eine Dehydratation von Zielgeweben des Insulins tragt zur Entwicklung von
Insulinresistenz bei. Bei schwer diabetischen Patienten kdnnen endokrine und
metabolische Entgleisungen zum Teil bereits durch eine adaquate Rehydratation
rickgangig gemacht werden. Auch die Sensitivitat gegen therapeutisch appliziertes
Insulin kann Uber eine Rehydratation enorm verbessert werden (Page et al., 1974).
Umgekehrt fuhrt eine experimentell an gesunden Probanden herbeigefuhrte

systemische Hyperosmolaritat zu Insulinresistenz (Bratusch-Marrain & DeFronzo,
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1983). Eine hyperosmotisch induzierte Insulinresistenz konnte auch in isolierten
Geweben und Zellkulturmodellen beobachtet werden (Komjati et al., 1989).

Einige der durch Hyperosmolaritdt beeinflussten Komponenten des Insulin-
signalweges sind in der Nahe von mTOR lokalisiert. So beruht die hyperosmotisch
herbeigefuhrte Inhibierung der durch Insulin-induzierten Glukoseaufnahme,
Glykogensynthese und Lipogenese auf einer hyperosmotischen Inaktivierung der
PKB (Meier et al., 1998; Chen et al., 1997). Die hyperosmotische Unterdrickung der
PKB Aktivierung fuhrt seinerseits zu einem abgeschwachten Vermogen des Insulins
die mTOR-Effektoren p70 S6-Kinase und 4E-BP1 zu aktivieren und so seine
positiven Effekte in Richtung der Proteinsynthese und des Zellwachstums zu
entfalten (Chen et al., 1997). In H4lIE Rattenhepatomzellen war Hyperosmolaritat
allerdings ohne Einfluss auf die Insulin-induzierte PKB Phosphorylierung (Lornejad-
Schéfer et al., 2003). Dennoch kam es zu einer Beeintrachtigung der p70 S6-Kinasen
und 4E-BP1-Phosphorylierung durch Insulin, die mit einer Verzogerung der MAP-
Kinasen-Phosphatase 1 (MKP 1) Induktion durch Insulin in Zusammenhang gebracht
wurde (Lornejad-Schifer et al., 2003). Eine nahere Charakterisierung des hyper-
osmotischen Einflusses auf Signalkomponenten des mTOR-Signalweges in
Leberzellen stand allerdings bei Beginn der hier vorgelegten Arbeit noch aus.

Auch durch Zytokine aktivierte Signalwege unterliegen der Beeinflussung durch den
zellularen Hydratationszustand. Es konnte gezeigt werden, dass Hyperosmolaritat in
H4lIE-Zellen einen beschleunigten proteasomalen Abbau des signal transducer and
activator of transcription (STAT3) verursacht und damit einhergehend Komponenten
der Akut-Phase-Antwort auf IL6 und IL22 unterdrickt (Lornejad-Schifer et al., 2005). In
kultivierten Rattenhepatozyten verursacht Hyperosmolaritat eine Verminderung der
gp130-Expression (Graf et al., 2006).



Zielsetzung

1.3 Zielsetzung

Eine hepatozellulare Dehydratation fuhrt zu Katabolie und Insulinresistenz.
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, am Modell hyperosmotisch exponierter
Hepatomzellen den Einfluss einer Dehydratation auf die Aktivitat von Effektoren des
mTOR (4E-BP1, p70 S6-Kinase) sowie deren Sensitivitat gegen Insulin zu
charakterisieren. Dartber hinaus sollten vergleichend Genexpressions-profile von
hyperosmotisch und mit Rapamycin behandelten Hepatomzellen aufgenommen
werden, um abschatzen zu konnen, in welchem Ausmal} eine Unterdrickung des

mTOR-Signalweges dehydratationsbedingte Genexpressions-anderungen vermittelt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid 4K-LAsung (30%) Mix 29:1: Applichem, Darmstadt

Multimark Multi-Colored Standard: Invitrogen, Karlsruhe

Full Range Rainbow Marker: Amersham, Biosciences, Freiburg

Bio Rad Protein Assay: BIO RAD, Minchen

Brij-35: Applichem, Darmstadt

BSA (Rinderserumalbumin), Fraktion V: Roth, Karlsruhe

Complete Protease-Inhibitor-Cocktail (Tabletten): Roche, Mannheim

ECL Western Blotting Detektionssystem: Perkin Elmer Lifesciences, Boston,
USA

Hyperfilm: Amersham, Freiburg

Filterpaper: Whatman, Maidstone, England

H.DCF-DA (2°,7 -Dichlorodihydrofluorescein): Invitrogen, Karlsruhe
DAF-FM DA (4-Amino-5-methylamino-2’,7’-difluorofluorescein diacetate):
Invitrogen, Karlsruhe

SYBR"™ Green PCR Master Mix UDG: Applied Biosystems, Warrington
Protran® Nitrocellulose Transfer Membrane: Schleicher & Schuell
Bioscience, Dassel

Probenverdinnungspuffer: Onken Laborservice, Grindau

Papierquadrate aus Filterpapier: Schleicher & Schuell Bioscience, Dassel
Polyethylenglykol 8000: Applichem, Darmstadt

SAMS Peptid: Upstate, New York

Scintillationsflissigkeit: Perkin Elmer, Boston, USA

Sojabohnen Trypsin Inhibitor: Applichem, Darmstadt

Ultra Gaps coated Slides mit Barcode: Corning, New York, USA

Weitere Chemikalien fur das molekulare Labor im hochsten Reinheitsgrad:
Merck, Darmstadt; Sigma/Aldrich (Steinheim) MP Biomedicals (Eschwege),
Applichem (Darmstadt), Serva (Heidelberg)

21.2 Losungen und Puffer

APS 10 % (W/v)
RL-Lysispuffer 20 mM Tris pH 7,4
140 mM NacCl
10 mM NaF
10 mM Natriumpyrophosphat x 10 H,O
01 % Triton X-100
1 mM EDTA
1 mM EGTA
1T mM Natriumorthovanadat
20 mM B-Glycerophosphat
10 x TBS (pH 7,6) 200 mM Tris

1.5 M NaCl
-11 -
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1 x TBST

1 x Elektrophoresepuffer

1 x Blottingpuffer

2 x SDS Ladungspuffer

Blockierungslosung

Krebs-Henseleit-Puffer

2 x AMPK Lysispuffer

1xAMPK Lysispuffer
frisch zuflgen:

Resuspendierpuffer

AMPK Reaktionspuffer

900
100

25

250

60
20
20

60
15
15
30
20

11
1,2
1,2
4,7
1182
0,5
25

50
50

250

0,2

0,2
100

0,02
10

20
0,4
0,01

ml
ml
ml

mM
mM
mM

%
%
%

ml
ml
ml

ml

%

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM
mM
mM
%

mM

Tabl.
ug/ul

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
pg/mi
%

%

mM
mM
%

mM

dH,O
10 x TBS (pH 7,6)
Tween-20

Tris
SDS
Glycin

dH,0
5 x Blotting Puffer
Methanol

10 % SDS

dHO

1 M Tris pH 6,8

Glycerol

Bromphenolblau (1 %)

vor Verwendung 800 pl Puffer
+200 i1 MDTT

(w/v) BSA in TBST

D-Glukose
MgSO4
KH,PO4
KCI

NaCl
CaC|2
NaHCO;

TrispH 7,5

NaF

Sodium Pyrophosphat
EDTA

EGTA

Mannitol

Triton X100 (v:v)

Orthovanadat

DTT

Protease Inhibitor von Roche/10ml
Trypsininhibitor aus Sojabohnen

OrthoVanadat
Tris-HCI pH 7,5
EGTA

EDTA

DTT

Sodium Pyrophosphat
Benzamidine
Trypsininhibitor
Sodium Acid

Glycerol

Hepes NaOH pH7
DTT

Brij-35

AMP
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v 3P ATP Mix 10 pl
90
ATP Mix-Puffer 10 pl
10 pl
70
SAMS Peptid 80 uM

Arbeitsldsung

213 Kits

Tab. 2.1.: Uberblick iiber die verwendeten Kits

2p ATP 1mCi/100pl (3000Ci/mM)
ATP Mix Puffer

750 mM MgCl,

5 mM ATP

dH,0O

SAMS (HMRSAMSGLHLVKRR) Peptid
in AMPK Reaktionspuffer

Kit

Firma, Ort

RNeasy Kit

SYBR Green PCR Master Mix
QuantiTect Reverse Transcriptions Kit
CyScribe First Strand cDNA Labelling Kit

Qiagen, Hilden
Applied Biosystems, Weiterstadt
Qiagen, Hilden

Amersham, Freiburg

PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
214 Zellkultur
21.41 Zelllinien
Tab 2.2.: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Zelltyp Anmerkung

H4IIE Ratten Hepatomzellen Niwa et al., 1979

Huh7 Humane Hepatomzellen Nakabayashi et al., 1982
21.4.2 Medien und Zusatze

o Basierend auf dem handelsublichen DMEM F12 (1:1) Medium mit
dem Unterschied: 900mg/L Glukose (Ref.nr. 041-95535)

Invitrogen, Karlsruhe

o Basierend auf dem handelstublichen DMEM F12 (1:1) Medium mit
dem Unterschied: 900mg/L Glukose und w/o NaCl (Ref.nr. 041-

95534)
Invitrogen, Karlsruhe

« DMEM F12 (1:1) Glutamax Medium: Invitrogen, Karlsruhe
o Trypsin EDTA: Invitrogen: Karlsruhe
o Fotales Kalberserum: Biomol, Hamburg
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e Dulbeccos-PBS: Invitrogen, Karlsruhe

21.4.3 In der Zellkultur eingesetzte Substanzen

Samtliche Antioxidantien, Osmolyte, Inhibitoren oder Aktivatoren die im Rahmen der
Zellkulturversuche eingesetzt wurden, entsprachen der hochst zu erwerbenden
Reinheit und wurden, wenn nicht aufgelistet, von Sigma/Aldrich (Steinheim),

Calbiochem oder Merck (Darmstadt) bezogen.

Selenoprotein P: Eigenherstellung der Biochemie/Molekularbiologie |
(Dr. rer. nat. H. Steinbrenner)

myo-Inositol: Biomol, MUnchen

Z-VAD-FMK (Pan Caspase Inhibitor): R&D Systems, Minneapolis, USA

Z-DEVD-FMK (Caspase-3 Inhibitor): R&D Systems, Minneapolis, USA

215 Antikorper

Alle verwendeten Antikdper, wenn nicht anders aufgelistet, stammen von Cell
Signaling (Boston, USA)

Cyklin D1: Santa Cruz, Santa Cruz, USA

MKP-1 (M18): Santa Cruz, Santa Cruz, USA

GAPDH: Biodesign, Sarco, USA

PKB/ P-PKB: Transduktion Labatories, New York, USA
ECL Anti-rabbit IgG: Amersham, Freiburg

ECL Anti-mouse IgG: Amersham, Freiburg

2.1.6 Primer

Die gebrauchsfertigen Primer wurden von Qiagen (Hilden) erworben.
e Insulin like growth factor binding Protein (Igfbp 1); Ratte:
Rn_lgfbp1_1_SG QuantiTect Primer Assay (200) (QT00190841)
e Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (Hprt); Ratte:
Rn_Hprt_1_SG QuantiTect Primer Assay (200) (QT00365722)
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2.2 Methoden

2.21 Kultivierung der Zelllinien

Die H4lIE Rattenhepatomzellen wurden in ,Dulbecco’s modified Eagle Medium®
(DMEM) F12 mit 900mg/l Glukose plus 10% fotales Kalberserum (FCS) kultiviert,
wahrend die humanen Zelllinie Huh7 in ,Dulbecco’s modified Eagle Medium*
(DMEM) F12 mit Glutamax plus 10% fotales Kalberserum (FCS) kultiviert wurden.
Die Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO; gehalten

Vor den Versuchen wurden die Zellen Gber Nacht im Kultivierungsmedium, jedoch
ohne FCS Zusatz, gehungert, mit dem Ziel die Zellen auf ein Zellzyklusstadium

(G0/G1) zu synchronisieren.

Um hyperosmotisches Medium herzustellen wurden 1,66 g NaCl pro 100 ml DMEM
F12 (900 mg/L Glukose) w/o NaCl (siehe 2.1.4.2) versetzt und steril filtriert. Durch ein
Mischungsverhaltnis von 2:3 mit DMEM F12 (900 mg/L Glukose) wurde ein hypero-
smotisches Medium mit 405 mosmol/L erhalten.

Hypoosmotisches Medium (205 mosmol/l) wurde durch eine 2:3 Mischung des
DMEM F12 Mediums (900 mg/L Glukose) w/o NaCl mit DMEM F12 (900 mg/L
Glukose) hergestellt.

Die Versuche wurden stets mit FCS-freien Medien durchgefuhrt.

Bei den Zelllinien die im Glutamax-haltigem Medium kultiviert wurden, wurde die
Hyperosmolaritat durch Zugabe von 50 mM NaCl mittels einer 5 M Stocklosung ein-
gestellt. Diese Methode der Osmolaritatseinstellung wurde ebenfalls bei den

Versuchen der AMPK-Aktivitatsmessung durchgeflhrt.

2.2.2 Proteinanalyse

2.2.21 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Zellen wurden in RL-Puffer lysiert und bei 14.000 x g und 4°C fur 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand enthalt nun das geklarte Lysat, wobei die Konzen-
trationsbestimmung der Proteine nach Bradford (1976) mit Hilfe des BioRad-Protein-
Assays erfolgte. Fur die Messung wurden 5 ul Lysat, 795 pl dH,O und 200 pl
Bradfordreagenz in einer Einwegkuvette gemischt und anschlieRend die Extinktion
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bei einer Wellenlange von A = 595 nm in einem LKB Biochrom Ultrospec Plus
gemessen. Die Proteinmenge wurde durch Multiplikation eines geratspezifischen-

Eichfaktors von 3,8 mit der gemessenen Extinktion in ug/pl berechnet.

2222 SDS-Page

Es wurde, wenn nicht anders erwahnt, 50ug Gesamtprotein des Zelllysats mittels der
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Zur Vorbereitung der Proben wurden diese mit
der gleichen Volumenmenge an 2 x SDS Ladungspuffer (siehe 2.1.2) vermengt und
bei 95°C 5 Minuten denaturiert.

Die Proteine wurden elektrophoretisch in einer vertikalen, diskontinuierlichen SDS-
PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese) nach Lammli (1970)
aufgetrennt. Je nach Grolde der aufzutrennenden Proteine variiert man die Pro-
zentigkeit der PAA-Gele (Tab 2.3). Als GroéRenstandards wurden Rainbow Marker
(Full Range) (Amersham, Freiburg) und Multimark (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.
Die Elektrophorese wurde in einer vertikalen Flachgelapparatur mit Elektrophorese-
puffer flur ca. 3-4 h bei 260 Volt durchgefuhrt. Nach Ende der Elektrophorese wurde
das Trenngel fur die Western-Blot-Analyse verwendet (siehe 2.2.2.3).

Tab. 2.3: Zusammensetzung von Polyacrylamidgelen

Trenngel 8 % 10% | 12% | 15% Sammelgel 5%
Acrylamid-Stock | 8,0ml | 10,0 ml | 12,0 ml | 15,0 ml | Acrylamid-Stock | 3,4 ml
dH,O 139ml | 11,9ml | 99ml | 6,9ml dH,0 13,6 ml
1,5M Tris (pH8,8) | 75ml | 75ml | 75ml | 7,5ml | 1 M Tris (pH 6,8) | 2,5ml
10 % SDS 300 ul | 300 pl | 300pl | 300 pl 10 % SDS 200
10 % APS 300 pl | 300 pl | 300 pl | 300 pl 10 % APS 200 pl
TEMED 12 ul 12 12 12 TEMED 20 ul

2.2.2.3 Western-Blot Analyse

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine im PAA-Gel wurden diese
durch die ,semi-dry“-Blot-Methode (Kyse-Anderson et al., 1984) auf eine Nitrocellulose-
membran (Protran Nitrocellulose Transfer Membrane, Schleicher und Schuell,
Dassel) transferiert. Dazu wurde das kontinuierliche Puffersystem nach Bjerrum und

Schafer-Nielsen (1986) verwendet. Die Filterpapiere (Whatman Ltd., Maidstone,
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England) zwischen den Graphitelektroden werden dabei mit einem einheitlichen
1 x Blottingpuffer (siehe 2.1.2) getrankt und dienten als Pufferreservoir.

Die Blots wurden wie folgt aufgebaut: Auf die untere Graphitplatte (Anode) der
Blotapparatur (Biometra Fast Blot, Géttingen) wurden drei Lagen Filterpapier gelegt.
Darauf wurde die Nitrocellulosemembran, das PAA-Gel und schliel3lich drei weitere
Filterpapiere platziert. Den aufl3eren Abschluss bildete die Kathode der Blotapparatur.
Es wurde eine Stromstérke von 1 mA pro cm? angelegt. Der Proteintransfer wurde

nach einer Transferzeit von 1-2 h beendet.

Bei Proteinen Uber 100 kDa wurde die Tank Blot Variante des Western Blottings
angewandt (Towbin et al., 1979). Hierzu wurde das oben beschriebene Whatmann-
filter, Nitrocellulosemembran, SDS Gel Paket in der gleichen Reihenfolge angeord-
net, jedoch wurde es nicht von Graphit Platten umhillt, sondern in eine sog.
Quetschkammer eingespannt, die ihrerseits in einen mit 1 x Blottingpuffer (siehe
2.1.2) befullten Tank, gehangt wurde. Die Transferzeit konnte durch den starken
Uberfluss des Puffers und einer integrierten Kiihlung auf ca. 16 Stunden ausgedehnt

werden. Der Transfer wurde bei 400 mA durchgefuhrt.

2.2.2.4 Immundetektion

Um freie Bindungsstellen auf der Membran nach erfolgreichem Transfer der Proteine
zu blockieren, wurde diese mit einer Blockierungslosung (1% w/vBSA in 1 x TBST)
fur ca. 15 Minuten schattelnd bei RT inkubiert. Die Membran wurde nun Uber Nacht
mit dem jeweiligen ersten Antikdrper in 1 x TBST (siehe 2.1.2) bei 4°C schuttelnd
inkubiert. Nachfolgend wurde die Membran zweimal mit TBST fur jeweils 10 min
gewaschen und dann mit dem sekundar Antikérper in 1 x TBST bei RT fur ca. eine
Stunde inkubiert. Danach wurde die Membran wieder zweimal mit 1 x TBST fur
jeweils 10 Minuten gewaschen, woraufhin der sekundar Antikdrper mit Hilfe des ECL-
Systems (Perkin Elmer, Boston, USA) detektiert wurde. Die Exposition erfolgte auf
einem ECL-Hyperfilm (Amersham, Freiburg).
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223 DCF und DAF-FM Messungen

Die Messung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) erfolgte mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes 2°,7 -Dichlorodihydrofluoresceindiazetat (H,DCF-DA,; Invitro-
gen, Karlsruhe). Die Messung der Stickstoffradikale erfolgte mit Hilfe des Fluores-
zenzfarbstoffes 4-Amino-5-Methyamino-2°,7 -Difluorofluoreszeindiacetat (DAF-FM;
Invitrogen, Karlsruhe). Die Zellen wurden 10 min vor Messbeginn mit 100 uM des
membranpermeablen DCF-DA bzw. DAF-FM Farbstoff vorinkubiert. Direkt vor
Messbeginn wurden die Zellen mit PBS gewaschen und die Fluoreszenzanderung in
einem stehenden Bad aus PBS, bei einer Extinktion von Ex/Em=485/538 Uber einen
Zeitraum von 2-3 Minuten im Fluoroskan Ascent FL (Thermo Fisher Scientific,

Langenselbold) gemessen.

224 Bestimmung des intrazellularen Aminosaure-Profils

Die Zellen wurden nach Inkubation unter den verschiedenen Kulturbedingungen mit
eiskaltem PBS so schnell wie moglich gewaschen und mit RL-Puffer lysiert.

Um alle Festbestandteile zu entfernen wurden die Proben 5 Minuten bei 14.000 x g
und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 10% (v/v) Sulfosalicyl-
saure-Dihydrat zur Enteiweil3ung versetzt und die gefallten Proteine pelletiert (5 min,
10.000 x g, RT). Der Uberstand wurde nun mit dem gleichen Volumenanteil an
Probenverdinnungspuffer (Onken Laborservice; Gundau) vermengt, auf den Amino-
saureanalysator (Biotronik LC 3000 von Eppendorf, Maintal) nach Herstellerprotokoll
aufgetragen und automatisch von dem Gerat quantifiziert.

Die erhaltenen Konzentrationen (umol/L) wurden auf die vorher bestimmte Gesamt-
proteinmenge (ug/pl) bezogen und auf die unter normoosmotischen Bedingungen

erhaltenen Konzentrationen normiert.

2.2.5 AMPK-Aktivitats Assay

Nach Versuchsdurchfuhrung wurden die Kulturschalen auf Eis gelegt und die Zellen
mit eiskaltem PBS schnellst mdglich gewaschen. Die Zellen wurden mit 400 pl Lysis-
puffer lysiert und durch eine 20 minltige Zentrifugation bei 14.000 x g, 4°C
aufgereinigt. Der Uberstand wurde bei -80°C verwahrt.
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Nachfolgend wurde die AMPK durch eine Polyethylenglykol (PEG) Aufreinigung
angereichert. Dazu wurden zu dem Zelllysat 2,5% PEGS8000 zugefugt und
10 Minuten schuttelnd bei RT inkubiert. Die ausgefallene Fraktion wurde mittels einer
Zentrifugation (10min, 10.000 x g, 4°C) pelletiert, wobei das Pellet verworfen wurde.
Zum Uberstand wurden nun 6% PEGB8000 zugefiigt und erneut 10 min schittelnd bei
RT inkubiert. Durch eine erneute Zentrifugation (10min, 10.000 x g, 4°C) wurde die
ausgefallene Fraktion pelletiert und diesmal der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde nun in 10-30 yl Resuspendierpuffer (siehe 2.1.2) aufgenommen. Anschliel3end

wurde die Proteinkonzentration nach Bradford (siehe 2.2.2.1) bestimmt.

Um die Aktivitat der AMPK zu messen, wurde ein radioaktiver Assay angewandt.
Dazu wurden jeweils 25 ug Protein mit Resuspendierpuffer auf ein Gesamtvolumen
von 10 ul aufgefullt und diese nach folgendem Schema eingesetzt.
Mix pro Probe:

10 plI  AMPK Reaktionspuffer (siehe 2.1.2)

10 pl  80uM SAMS Peptid-Arbeitslosung (siehe 2.1.2)

10 pl  Aufgereinigtes Lysat (25u9)
10 I v 2P ATP Mix (siehe 2.1.2)

Die Ansatze wurden nun bei 30°C fur 10 min inkubiert und nachfolgend jeweils 35 pl
auf 1cm? groRe Filterpapierquadrat (Schleicher & Schuell, Dassel) gespottet. Die
Papierquadrate wurden mindestens 10 Minuten getrocknet, bevor sie dreimal mit
0,75% Phosphorsaure fur jeweils 20 Minuten und einmal mit Aceton fur 30 Minuten
gewaschen wurden. Nachfolgend wurden die Papierquadrate erneut getrocknet, in
5 ml Szintillationsflissigkeit gegeben und in einem Gamma-Counter (2000CA
TriCarb Liquid Scintillations Analyzer; United Packard) die Counts per minute (CPM)
gemessen.

Die erhaltenen Werte wurden auf einen unter normoosmotischen Bedingung

erhaltenen Kontrollwertes normiert.

2.2.6 Reverse Transkription und quantitative Real-Time PCR

Die Gesamt-RNA wurde Uber RNeasy Saulen (Qiagen, Hilden) nach
Herstellerprotokoll aufgereinigt.

Anderungen des Igfbp 1 mRNA-Expressionsniveaus in H4llE wurden mit Hilfe der
quantitativen Real-Time PCR (RT-PCR) ermittelt. Die mRNA wurde dazu in einem
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ersten, separaten Schritt in cDNA umgeschrieben. Fur die Reverse Transkription
wurde das QuantiTect Reverse Transcriptions Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben
des Herstellers verwendet.

Die Analyse der Genexpression wurde mittels RT-PCR (ABI 7500 Real Time PCR
System) durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wurde mit SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Warrington GB) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
Zur Standardisierung der relativen mRNA-Spiegel wurde die endogene Kontrolle
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (Hprt) verwendet. Die verwendeten
Oligonukleotide sind dem Abschnitt 2.1.6 zu entnehmen.

Die PCR-Zyklen wurden wie folgt gewahlt: 2 min 50°C, 10 min 95°C, danach folgten
40 Zyklen mit 15 Sek. bei 95°C und 1 min bei 60°C.

Die amplifizierte DNA wurde im Anschluss an die PCR uber die Erstellung einer

Schmelzkurve Uberprift.

227 DNA Mikroarray Hybridisierung

2.2.71 RNA-Isolierung und cDNA Synthese

Die Gesamt-RNA wurde Uber RNeasy Saulen (Qiagen, Hilden) nach
Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die RNA Menge und Qualitdt wurde sowohl
spektroskopisch (Absorption bei 220 —-350 nm) gemessen als auch nach
Herstellerprotokoll durch Kapillarelektrophorese (Bioanalyzer, Agilent Technologies,
Palo Alto, USA) kontrolliert. Das Ergebnis wurde als Elektropherogramm dargestellt,
aus dem die Grol3e der RNA abgelesen werden kann (Abb. 2.1). Die Synthese der
Fluoreszenz-markierten cDNA wurde mittels des CyScribe-Kits (Amersham,
Freiburg) mit markierten Cye3-dUTPs (Perkin Elmer, Boston, USA) gemall dem
Herstellerprotokoll mit 50 ug der praparieren RNA durchgefiihrt. Uberschissiger
Farbstoff wurde durch nachfolgende Aufreinigung mit QIAquick PCR Saulen (Qiagen,
Hilden) entfernt.
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Abb. 4: Elektropherogramme. (1) RNA-Analyse: Total-RNA-Probe mit guter Qualitat bei der die 18s rRNA
als kleinerer und die 28s rRNA als groRerer Peak zu erkennen ist. (2) Amplifizierte RNA: Bei der
amplifizierten RNA handelt es sich um eine homogene Verteilung unterschiedlich langer RNA-Fragmente.
Die Grofe variiert und liegt im Mittel bei etwa 1500 Basen.

2.2.7.2 Array Analyse

Die Fluoreszenz markierten cDNAs wurden in 220 ul Hybridisierung-Puffer (5 x SSC,
4 x Denhardts-Losung, 200mM NazHPO4, 0,05% SDS, 50% Formamide, pH8) gelost.
Daraufhin wurde die DNA bei 95°C fur 10 min denaturiert und in eine ASP
Hybridisierungsstation (Amersham, Freiburg) injiziert. Das ASP verfahrt nach
folgendem Programm: 1h Vorhybridisierung, 12 h Hybridisierung bei 42°C in
Hybridisierungs-Puffer, 60 Sek bei 30°C waschen in 2x SSC/0,05% SDS und
zweimalfur jeweils 60 Sek mit 2 x SSC waschen.

Die hybridisierten Oligonukleotide wurden anhand eines Fuji FLA 8000-Scanners
(Raytest, Straubenhardt) mit den folgenden Parametern visualisiert:

Anregung 532 nm, Emissionsfilter 570 nm, Auflosung 10 ym, Scangeschwindigkeit
200 mm/s, Photomultiplierspannung 100%.

Die gescannten Bilder wurden mit dem AIDA Array Analyzer (Raytest,
Straubenhardt) analysiert. Die Fluoreszenzintensitaten jedes Spots wurden integriert
und die Hintergrundintensitat subtrahiert. Die erhaltenen Werte wurden fur die

Normalisierungsannaherung verwendet.

228 Statistische Auswertung

Die densitometrischen Auswertungen der Western Blots erfolgten unter Anwendung

des Scion Image Analyse-Programs.
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Anderungen der 4E-BP1-Phosphorylierung wurden durch Vergleich der Quotienten
zwischen den Intensitaten von y und o Bande festgestellt. Dabei wurden die unter
hyperosmotischen Bedingungen erhaltenen Quotienten auf die unter der jeweiligen
normoosmotischen  Kontollbedingung  gefundenen  4E-BP1-Phosphorylierung
normiert.

Von allen anderen Proteinen wurden die Anderungen der Phosphorylierung auf die
Gesamtexpression des Proteins normiert. Die unter normoosmotischen Bedingungen

erhaltene Phosphorylierung wurde dabei gleich eins gesetzt.
Insgesamt wurden alle Ergebnisse als Mittelwerte + S.E.M (Standardabweichung

vom Mittelwert) von n = 3 dargestellt. Fir die statistische Analyse wurde der Student-

t-Test durchgefuhrt. p-Werte unter 0,05 wurden als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Osmosensitivitéit der 4E-BP1-
Phosphorylierung

Der zellulare Hydratationszustand beeinflusst wesentlich die Wirkung von Insulin. So
kann eine Dehydratation der Leberzelle eine Insulinresistenz bewirken (vom Dahl et
al., 1991, Schliess et al., 2001; Schliess & Héaussinger, 2003). Der Crosstalk zwischen
dehydratationsbedingten Signalen, wie sie durch Hyperosmolaritat verursacht
werden, mit insulinsensitiven Signalen soll anhand der im Folgenden beschriebenen
Experiment am Beispiel mTOR-vermittelter Signale untersucht werden. Da die
Bestimmung der mTOR-Aktivitat aufgrund der Dissoziation mTOR-assoziierter
Proteine bei der mTOR Immunoprazipitation per se mit einem Verlust der mTOR-
Aktivitat einhergeht (Raught et al., 2001), konzentrierte sich die vorgelegte Arbeit auf
Phosphorylierungsanderungen der mTOR-Effektoren 4E-BP1 und p70 S6-Kinase.

3.1.1 Einfluss hyperosmotischer Dehydratation auf die 4E-BP1-
Phosphorylierung

Dem mammalian target of Rapamycin, mTOR wird eine zentrale Rolle bei der
Signaltransduktion des Insulins zugeschrieben. Es reguliert u.a. die Phospho-
rylierung des an den eukaryotischen Initiationsfaktor 4E bindenden Proteins 4E-BP1
(Gingras et al., 1998; Hay & Sonenberg, 2004). Anderungen des 4E-BP1-Proteins bzw.
dessen Phosphorylierungsstadien spiegeln daher Anderungen der mTOR-Aktivitat
wieder.

Um den Einfluss einer zellularen Dehydratation auf den Phosphorylierungszustand
des 4E-BP1 zu untersuchen wurden H4IIE Rattenhepatomzellen Uber unter-
schiedliche Zeitraume mit hyperosmotischem (405 mosmol/l), oder normo-
osmotischem (305 mosmol/l, Kontrolle) Medium inkubiert. Es ist bekannt, dass das
4E-BP1-Protein mit steigender Phosphorylierung eine verminderte elektrophoretische
Mobilitat in der SDS PAGE, d.h. einen Shift zu scheinbar hoheren Molekular-
gewichten aufweist, der sich im Western Blot darstellen lasst (Lynch et al., 2000). Die

oberste Bande (6-Bande) stellt die am starksten phosphorylierte Form des Proteins
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dar, wahrend die unterste Bande (a-Bande) die unphosphorylierte Form reprasentiert
(Abb. 3.1).

Wie die Abb. 3.1 zeigt, induzierte eine hyperosmotische Exposition der H4lIE-Zellen
eine verminderte 4E-BP1-Phosphorylierung, was an einer Abschwachung der y-
Bande bei zugleich verstarkter Auspragung der o Bande erkennbar ist. Die Quanti-
fizierungen der 4E-BP1 Immunoreaktivitaten im Western Blot zeigte eine signifikant
verminderte 4E-BP1-Phosphorylierung bereits nach 30 min, die Uber mindestens
4,5 h anhielt (Abb. 3.1 unten).
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Abb. 3.1: Hyperosmolaritit fiihrt zu einer verminderten 4E-BP1-Phosphorylierung in H4IIE Zellen:
Zeitverlauf

H4lIE Rattenheptomzellen wurden mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium (iber die angegebenen Zeitraume inkubiert. Anderungen der Phosphorylierungszusténde
des 4E-BP1 wurden durch Inkubation von Western Blots mit einem 4E-BP1-spezifischen Antikorper analysiert
und die Anderungen der Intensititen der 4E-BP1 y und o Banden densitometrisch ausgewertet und graphisch
dargestellt. Als Ubersicht aller méglichen 4E-BP1-Phosphorylierungszustéande wurde (ganz rechts im Blot) das
Lysat einer mit Leucin perfundierten Rattenleber aufgetragen.

(Mittelwerte £+ SEM; n = 7; *, durch Hyperosmolaritat signifikant (p < 0,05) verminderte 4E-B1 Phosphorylierung)

3.1.2 Osmolaritatsabhangigkeit der 4E-BP1-Phosphorylierung

Um die Osmolaritatsabhangigkeit der 4E-BP1-Phosphorylierung zu Uberprifen,
wurden H4IIE Zellen mit Medien mit ansteigender Osmolaritat (205 mosmol/L bis
455 mosmol/L) inkubiert, wobei die Osmolaritat in 25 mosmol/L Schritten erhoht
wurde.

Die Western Blot Analyse (Abb. 3.2) ergab einen signifikanten Anstieg der 4E-BP1-

Phosphorylierung unter hypoosmotischen Bedingungen (205 mosmol/L) im Vergleich
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zu der unter normoosmotischen Bedingung (305 mosmol/L) erhaltenen. Bereits bei
einer Hyperosmolaritat von 355 mosmol/L konnte eine signifikante Abnahme der 4E-
BP1-Phosphorylierung nachgewiesen werden, deren Ausmald ahnlich der von
héheren Osmolaritaten (bis zu 430 mosmol/L) verursachten Phosphorylierungs-
abnahme war (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Osmolarititsabhédngigkeit der 4E-BP1-Phosphorylierung in H4lIE-Zellen

H4IIE Rattenhepatomzellen wurden in Medien der angegebenen Osmolaritaten fir 2,5 h inkubiert. Die 4E-BP1-
Phosphorylierungszustande wurden mittels Western Blot visualisiet und die Anderung der 4E-BP1-
Phosphorylierung densitometrisch verfolgt und auf die Phosphorylierung der unter der normoosmotischen
Kontrollbedingung (305 mosmol/L) erhaltenen normiert.

(Mittelwerte + SEM; n = 3; *, Phosphorylierung signifikant verschieden (p < 0,05) von der unter normoosmotischen
Kontrollbedingung (305 mosmol/L) erhaltenen)

3.1.3 Einfluss unterschiedlicher Osmolyte auf die 4E-BP1-
Phosphorylierung

In den unter 3.1.1 und 3.1.2 beschriebenen Experimenten wurde die Osmolaritat der
Medien durch Variation der NaCl Konzentration verandert. Um festzustellen ob die
hyperosmotisch induzierte Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung durch eine
Erhdhung der lonenstarke, verursacht durch den Zusatz des NaCl, durch die
Erhéhung der Osmolaritat per se oder durch die Zellschrumpfung herbeiflihrt wird,
wurde im Folgenden die Hyperosmolaritat (405 mosmol/L) durch drei alternative
Osmolyte namlich Raffinose (nicht zellpermeabler Osmolyt) , Harnstoff (permeabler
Osmolyt) und Mannitol (semi-permeabler Osmolyt) eingestellt.

Lediglich Raffinose fuhrte ahnlich wie NaCl zu einer signifikanten Verminderung der
4E-BP1-Phosphorylierung (Abb. 3.3), wahrend Mannitol und Harnstoff keine Ab-
nahme der 4E-BP1-Phosphorylierung erzeugten.
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Abb. 3.3: Rolle der Zellschrumpfung fiir die hyperosmotisch verminderte 4E-BP1-Phosphorylierung

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5h mit normoosmotischem (305 mosmol/L, Kontrolle) oder
hyperosmotischem (405 mosmol/L) Medien inkubiert, bei denen die Osmolaritat durch Zugabe von 50 mM NaCl,
100 mM Raffinose (impermeabler Osmolyt), 100 mM Harnstoff (permeabler Osmolyt) oder 100 MM Mannitol
(semipermeabler Osmolyt) erhoht wurde. Die 4E-BP1-Phosphorylierungséanderungen wurden mittels Western Blot
analysiert und densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben quantifiziert und auf die Phosphorylierung der
Kontrollbedingung (305 mosmol/L) normiert.

(Mittelwerte + SEM; n = 4, *, 4E-BP1-Phosphorylierung signifikant (p < 0,05) verschieden von der unter unter der
normoosmotischen Kontrollbedingung erhaltenen)

Kompatible organische Osmolyte schitzen Zellen vor unterschiedlichen Stressoren
und erlauben eine Adaptation der Zellen an hyperosmotische Bedingungen
(Warskulat et al., 1997; Schliess & Haussinger, 2002b). Anhand des nachfolgend be-
schriebenen Versuchs sollte ermittelt werden, ob die kompatiblen Osmolyte Betain,
myo-Inositol und Taurin die hyperosmotische Verminderung der 4E-BP1-Phos-
phorylierung beeinflussen.

Um eine intrazellulare Akkumulation der Osmolyte zu ermoglichen (Warskulat et al.
1997) wurden die Zellen Uber Nacht mit 5 mM des jeweiligen Osmolyten vorinkubiert
und dann fur weitere 2,5 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) Kontrollmedium
oder hyperosmotischem (405 mosmol/L) Medium inkubiert. Abb. 3.4. zeigt, dass
keiner der drei verwendeten kompatiblen organischen Osmolyte den hyper-

osmotischen Effekt auf die 4E-BP1-Phosphorylierung beeinflusst

-26 -



Ergebnisse

°

=

(/2]

o

c £ =

© 5 o

@ © >

! m [ 1S
0 [T} 0 [T} 0 0 0 0

) o o o o =) [mosmol/L]
™ 5] < ™ <
e —

e
-

[=] o
[Sp] < <
aeTTT -

Abb. 3.4: Betain, Taurin und myo-Inositol beeinflussen den hyperosmotischen Effekt auf die 4E-BP1-
Phosphorylierung nicht

H41IE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium inkubiert, wobei wie angegeben zuséatzlich jeweils 5 mM Betain, Taurin bzw. myo-Inositol
zugegeben wurde. Die Zellen wurden bereits Uber Nacht mit den Osmolyten vorinkubiert. Gezeigt ist ein
reprasentativer Blot von 8-10 unabhangigen Versuchen.

3.2 Pharmakologische Charakterisierung der hyperosmotisch
induzierten Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung

Mit den nachfolgend beschriebenen Experimenten sollte mittels spezifisch wirkender
Inhibitoren an der hyperosmotischen Unterdrickung der 4E-BP1-Phosphorylierung

beteiligte Signalelemente identifiziert werden.

3.2.1 Beteiligung des Zytoskeletts

Zellvolumenanderungen verursachen Umstrukturierungen der Mikrofilamente und der
Mikrotubuli (Theodoropoulos et al., 1992; H&ussinger et al., 1994 b), denen eine Be-
deutung beim ,Osmosignaling“ zukommen kann (vom Dahl et al., 2001). Es war daher
zu klaren, ob das Zytoskelett eine Rolle bei der Vermittlung des hyperosmotischen
Effekts auf die 4E-BP1-Phosphorylierung spielt. Deshalb wurde der Effekt ver-
schiedener Modulatoren des Zytoskeletts auf die hyperosmotische Unterdriickung
der 4E-BP1-Phosphorylierung untersucht. Zum Einsatz kamen Phallacidin
(Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts, Philips et al., 1989), Latrunkulin B (Depoly-
merisation des Aktinzytoskeletts, Spector et al., 1998), Colchicin (Depolymerisation der
Mikrotubuli, Bonfoco et al., 1995) sowie das inaktive Colchicin-Analogon Lumicolchicin.
Wie Abb. 3.5 =zeigt, vermochte keiner der eingesetzten Inhibitoren die

hyperosmotisch reduzierte 4E-BP1-Phosphorylierung zu beeinflussen.
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Abb. 3.5: Keine Beteiligung des Zytoskeletts an der hyperosmotischen Unterdriickung der 4E-BP1-
Phosphorylierung

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden Uber 2,5 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium inkubiert. Die angegebenen Inhibitoren wurden bereits 30 Minuten vor Einstellung der
Osmolaritat dem Kulturmedium zugesetzt. Es wurden 1 uM Phallacidin, 10 yM Latrunkulin B, 10 uM Colchicin
sowie 10 pM Lumicholchicin eingesetzt. Gezeigt ist eine reprasentative Western Blot Analyse (n=6).

3.2.2 Rolle von Phosphatasen und Kinasen

Um zu untersuchen, ob Proteinphosphatasen an der hyperosmotischen
Unterdrickung der 4E-BP1-Phosphorylierung beteiligt sind wurden der Tyrosin-
Phosphatase-Inhibitor Vanadat (Gordon, 1991; Huyer et al., 1997) und die Serin/
Threonin-Phosphataseinhibitoren Calyculin A (Suganuma et al., 1990) und Okadain-
saure (Haystead et al., 1989, Hardie et al., 1991) verwendet. Um die Beteiligung von
Proteinkinasen abzuschatzen kamen der Tyrosinkinase-Inhibitor Genistein (Abler et
al., 1992), das inaktive Analogon Daidzein und der breit wirkende Kinase-Inhibitor H7
(Kawamoto & Hidaka, 1984) zum Einsatz.

Da durch Vanadat, Calyculin A oder Okadainsaure die verringerte hyperosmotische
4E-BP1-Phosphorylierung unbeeinflusst blieb, ist ein zentraler Beitrag von Tyrosin-
oder Serin-/Threonin-Phosphatasen unwahrscheinlich (Abb. 3.6, oben). Auch
Genistein war ohne Effekt, was die Beteiligung von Tyrosinkinasen unwahrscheinlich
macht. Der Proteinkinase-Inhibitor H7 war jedoch in der Lage die hyperosmotisch
induzierte Unterdrickung der 4E-BP1-Phosphorylierung aufzuheben (Abb. 3.6,

unten).
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Abb. 3.6: Rolle von Kinasen, Phosphatasen und Caspasen bei der hyperosmotischen Unterdriickung der
4E-BP1-Phosphorylierung

H41IE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium inkubiert. Die angegebenen Inhibitoren wurden bereits 30 Minuten zuvor zugesetzt.
Folgende Konzentrationen wurden verwendet. Phosphatase Inhibitoren: 500 yM Vanadat, 5 nM Calyculin A,
20 nM Okadainsaure; Kinase-Inhibitoren: 100 uM Genestein, 100 uM Daizein, 20 yM H7; Caspase-Inhibitoren:
20 yM Z-DEVD-FMK, 20 uM Z-VAD FMK. Gezeigt ist ein reprasentativer Western Blot (n=3-7). Die
densitometrische Auswertung zeigte eine H7 vermittelte signifikante Antagonisierung der hyperosmotisch
induzierten Unterdrickung der 4E-BP1-Phosphorylierung.

(Mittelwerte + SEM; n = 7; *, Quotient signifikant verschieden (p < 0,05) zum normoosmotischen Quotienten)

H7 wird in der Literatur u.a. als Inhibitor der PKC beschrieben (Kawamoto & Hidake,
1984; Quick et al., 1992). Daher wurde durch Verwendung der spezifischer wirkenden
PKC-Inhibitoren Rottlerin (Wang et al., 2003), dem PKCC(-inhibitorischen Peptid
(Standaert et al., 1997) und G6 6850 (Martiny-Baron et al., 1993) die Rolle der PKC
naher untersucht.

Keiner der verwendeten PKC-Inhibitoren konnte den gleichen Effekt erzielen wie H7.
Daher scheint der PKC keine signifikante Rolle bei der hyperosmotisch induzierten

Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung zuzukommen.
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Abb. 3.7: Keine Beteiligung der PKC an der hyperosmotischen Unterdriickung der 4E-BP1-
Phosphorylierung

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden fiir 2,5 h mit hyperosmotischem (405 mosmol/L) bzw. normoosmotischem
(305 mosmol/L) Medium inkubiert. In den gekennzeichneten Proben wurden auerdem 500 nM Rottlerin, 50 uM
PKC(¢ inhibitorisches Peptid oder 10 yM Go6 6850 zugesetzt. Die Inhibitoren wurden 30 Minuten vor Versuchs-
beginn mit den Zellen vorinkubiert, wobei das Peptid 2h mit den Zellen vorinkubiert wurde um eine vollstandige
Aufnahme in die Zellen zu gewahrleisten. Als Kontrolle wurden hier 2,5ul DMSO verwendet.

Die Proben wurden nachfolgend per Western Blot und eines spezifischen Antikdpers analysiert. Der gezeigte Blot
wird reprasentativ gezeigt (n=4-7).

3.2.3 Rolle von Proteinsynthese und Proteolyse

Im Anbetracht der dargelegten Befunde ist es denkbar, dass der hyperosmotisch
induzierten Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung ein beschleunigter Abbau
des phosphorylierten 4E-BP1 bei gleichzeitiger de novo Synthese von nicht phos-
phoryliertem 4E-BP1 zugrunde liegt.

Um die Beteiligung einer de novo 4E-BP1-Synthese an der Osmosensitivitat der 4E-
BP1-Phosphorylierung zu Uberprifen, wurde der Proteinsynthese-Inhibitor Cyklo-
heximid (CHX, Kominek et al., 1975) eingesetzt. H4lIE-Zellen wurden in Gegenwart
von CHX hypo- (205 mosmol/L), normo- (305 mosmol/L) oder hyperosmotisch
(405 mosmol/L) inkubiert.

CHX
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Abb. 3.8: Cycloheximid ist ohne Einfluss auf die Osmosensitivitat der 4E-BP1-Phosphorylierung

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden (ber die angegebenen Zeitspannen hypo- (205 mosmol/L), normo-
(305 mosmol/L) oder hyperosmotisch (405 mosmol/L) in Abwesenheit oder in Gegenwart von 5 mg/ml
Cykloheximid (CHX) inkubiert. Gezeigt ist eine reprasentative Western Blot Analyse (n=5).

Wie Abb. 3.8 zeigt blieb die Osmosensitivitat der 4E-BP1-Phosphorylierung auch in

Gegenwart von CHX erhalten. Interessanterweise fuhrt CHX per se zu einer weiteren
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Verringerung der elektrophoretischen Mobilitat von 4E-BP1 (vgl. die 2,5 h Inkubation-
en in Abwesenheit und Gegenwart von CHX, Abb. 3.8).

Eine modgliche Rolle des Proteinabbaus wurde mittels Inhibitoren der proteasomalen
Proteolyse (Lactacystein, MG132) (Lee & Goldberg, 1998; Cross et al., 1995) sowie der
autophagischen Proteolyse (Wortmannin) (Héussinger & Schliess, 1999) untersucht.

Es zeigte sich, dass auch in Gegenwart der Proteolyse-Inhibitoren die 4E-BP1-
Phosphorylierung unter hyperosmotischen Bedingungen vermindert wurde (Abb.
3.9).

- Lactacystein Wortmannin MG132

5uM  3uM I100nM 50nM 25|JM 10|JM | 51.|MI
LO lO 0 W

O <+t O O T O <

“'lilil'l‘.""

Abb. 3.9: Proteolyseinhibitoren sind ohne Einfluss auf die hyperosmotische Beeintrachtigung der 4E-
BP1-Phosphorylierung

H41IE-Zellen wurden in normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem (405 mosmol/L) Medium
inkubiert. Zusatzlich wurden die Zellen mit den angeben Inhibitoren inkubiert, wobei diese bereits 30 Minuten
zuvor zugefiigt wurden. Gezeigt ist eine reprasentative Western Blot-Analyse (n= 5).

Te)
OO
™

405

Hyperosmolaritat erhéht in Hepatozyten (Reinehr et al., 2002) und H4lIE-Zellen
(Lornejad-Schéfer et al., 2005) die Aktivitat von Caspasen und es wurde berichtet, dass
4E-BP1 in Fibroblasten-Zellinien der Ratte und der Maus einer Spaltung durch
Caspasen unterzogen werden kann (Tee & Proud, 2000). Wie in Abb. 3.6 gezeigt ist,
waren die Caspase-Inhibitoren Z-DEVD-FMK (Nicholson et al., 1995) und Z-VAD-FMK
(Misaghi et al., 2004) ohne Effekt auf die hyperosmotische Unterdruckung der 4E-BP1-

Phosphorylierung, so dass eine Beteiligung von Caspasen nicht in Betracht kommt.

3.2.4 Rolle von oxidativem Stress und NO

Hyperosmolaritdt steigert in primaren Hepatozyten die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) (Reinehr et al.,, 2003). Der beschriebene Effekt von
Antioxidantien auf die hyperosmotische Induktion der MKP-1 mRNA-Expression in
H4IlIE-Zellen (Schliess et al., 1998) ist ein indirekter Hinweis darauf, dass es auch dort
unter dem Einfluss von Hyperosmolaritat zur Bildung von ROS kommt. Daher wurde
der Einfluss von Inhibitoren auf die hyperosmotische Unterdrickung der 4E-BP1-

Phosphorylierung betrachtet, die die ROS-Bildung verhindern kénnen.
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Eingangs wurde mittels eines spezifischen Fluoreszenzindikators H;DCF-DA
(Dichlorodihydrofluorescein Diacetat) (Sanchez et al., 1999) ein hyperosmotisch
induzierter signifikanter ROS Anstieg in den verwendeten H4IlIE Rattenhepatom-

zellen nachgewiesen (Abb. 3.10).

A)

305 mosmol/L 405 mosmol/L

N
ESN

BN
IV

5N
°
|

relative DCF Fluoreszenz

o
=
\

305 mosmol/L 405

Abb. 3.10: Hyperosmotisch induzierte ROS Bildung
H4llE Rattenhepatomzellen wurden 10 min mit dem ROS-spezifischen Fluoreszenzindikator H,DCF-DA

(Dichlorodihydrofluorescein Diacetat) vorinkubiert. Daraufhin wurde die Osmolaritat des Mediums auf
405 mosmol/L erhdht und die relative Fluoreszenzanderung gemessen

A) Mikroskopische Durchlichtaufnahme in Falschfarbendarstellung der DCF-beladenen H4IIE Zellen; links: ROS
Bildung unter normoosmotischer (305 mosmol/L) Bedingung; rechts: ROS Bildung unter hyperosmotischer
(405 mosmol/L) Bedingung.

B) Relative Fluoreszenzanderung durch Hyperosmolaritat in H4IIE Zellen.

(Mittelwerte £ SEM; n = 15; *, signifikanter (p < 0,05) Fluoreszenzanstieg durch hyperosmotische Belastung)

In weiteren Versuchen wurde Uberprift ob die hyperosmotisch induzierte ROS-
Produktion durch verschiedene Antioxidantien zu blockieren ist. Es wurden hier das
Flavonoid Epigallocatechin Gallat (EGCG), die NOS-Inhibitoren L-NMMA und L-
NAME (Knowles & Moncada, 1994), Katalase, das wasserlosliche Vitamin E-Derivat
Trolox, der Eisenchelator Desferoxamin, das metallorganische Mangan
Superoxiddismutase Mimetikum MnTBAP (Scabo et al., 1996), Selenoprotein P (SeP)
sowie einer SeP Kontrolle verwendet. Das SeP wurde dabei aus dem Kultur-
uberstand von mit Natrium-Selenit (NaSeO3) inkubierten HepG2-Zellen gewonnen,
die dadurch zu einer SeP-Expression angeregt wurden und im Kulturiberstand SeP
anreicherten. Die Kontrolle stellt einen Kultur-Uberstand von HepG2-Zellen dar, die
nicht mit Sodium-Selenit inkubiert wurden und daher kein SeP generieren konnten

(Steinbrenner et al., 2006a,b).
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Abb. 3.11: Einfluss von Antioxidantien auf die hyperosmotische ROS-Produktion in H4lIE-Zellen

A) H4lIE Rattenhepatomzellen wurden 10 min mit dem Fluoreszenzindikator H.DCFDA vorinkubiert. Nachfolgend
wurde die Zellen in PBS Uberfihrt und Hyperosmolaritdt (405 mosmol/L) durch eine Erhdhung der NaCl-
Konzentration eingestellt und die Anderung der Fluoreszenzintensitat gemessen. Die Inhibitoren wurden bereits
30 Minuten vor Adjustierung der Osmolaritat zugesetzt. Es wurden folgende Konzentrationen eingesetzt: 30 uM
EGCG, 1 mM L-NMMA, 1 mM L-NAME, 8000 U Katalase, 500 yuM Trolox, 100 uM Desferoxamin (DFQO), 40 uM
MnTBAP, 2 nM Sep/ SeP(-).

(Mittelwerte + SEM; n =3; *, signifikanter (p <0,05) Fluoreszenzanstieg im Vergleich zur dem unter normo-
osmotischer (305 mosmol/L) Kontrolle gefundenen; *, signifikante Verminderung (p < 0,05) des hyperosmotisch
verursachten Fluoreszenzanstiegs.

B) Exemplarische Messkurven der DCF-Fluoreszenz unter dem Einfluss von Hyperosmolaritat in Abwesenheit
(rot) / Gegenwart (blau) von EGCG bzw. unter normoosmotischer Kontrollbedingungen (schwarz). Aufnahme der
Messwerte im Sekundentakt in einem Zeitrahmen von 2,7 min und graphisch als Verlauf aufgetragen.

Die hyperosmotisch bedingte ROS-Induktion konnte signifikant durch EGCG,
MnTBAP sowie durch SeP gehemmt werden (Abb. 3.11).

Unter Verwendung eines NO spezifischen Fluoreszenzfarbstoffs, DAF-FM Diacetat
(Kojima et al., 1999) konnte aul3erdem eine signifikante hyperosmotisch induzierte NO
Produktion nachgewiesen werden, die durch den NOS-Inhibitor L-NMMA nahezu
vollstandig blockiert wurde (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12 Hyperosmotisch induzierte NO Produktion

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden 10 min mit dem NO spezifischen DAF-FM Farbstoff vorinkubiert. Durch
Zugabe von 50 mM NaCl wurde die Hyperosmolaritat eingestellt und die relative Fluoreszenzénderung
gemessen. 1 mM L-NMMA wurde als Breitbandinhibitor der NO-Synthase verwendet und dient hier dem
spezifischen NO Nachweis. Der Inhibitor wurde 30 Minuten vor Versuchsbeginn mit den Zellen vorinkubiert.

A) mikroskopische Durchlichtaufnahme in Falschfarbendarstellung der DAF-FM inkubierten H4lIE-Zellen; links:
NO Bildung unter normoosmotischer (305 mosmol/L) Bedingung; rechts: NO Bildung unter hyperosmotischer
(405 mosmol/L) Bedingungen.

B) Relative Fluoreszenzanderung durch hyperosmotisch induzierte NO Produktion in H4IIE-Zellen.

(Mittelwerte £+ SEM; n=3; +, signifikant verschiedener (p <0,05) Fluoreszenzanstieg im Vergleich zum
normoosmotisch verursachten; *, signifikant verschiedener (p <0,05) Fluoreszenzanstieg im Vergleich zum
hyperosmotisch verursachten;)

c) exemplarischer Verlauf der hyperosmotisch induzierten NO Entwicklung in Ab- (rot) und Anwesenheit (blau)von
L-NMMA Zugabe. Aufnahme der Messwerte im Sekundentakt in einem Zeitrahmen von 2,7 min und graphisch als
Verlauf aufgetragen.

In weiteren Experimenten wurde der Effekt verschiedener Antioxidantien und des
NOS-Hemmstoffs L-NMMA auf die hyperosmotische Unterdriickung der 4E-BP1-

Phosphorylierung untersucht.
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Abb. 3.13: Effekt von Antioxidantien auf die hyperosmotisch induzierte Verminderung der 4E-BP1-
Phosphorylierung (1)

H41IE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium inkubiert. Die Medien wurden wie angegeben zusétzlich mit verschiedenen
Antioxidantien versetzt. Diese wurden bereits 30 Minuten zuvor zugesetzt. Es wurden 30 yM EGCG, 1 mM L-
NMMA, 8000 Units Katalase und 200 yM Harnsaure verwendet. Die Phosphorylierungszustande des 4E-BP1
wurden im Western Blot visualisiert und die 4E-BP1-Phosphorylierung wie im Methodenteil beschrieben
densitrometrisch quantifiziert.

(Mittelwerte + SEM; n = 4-8; *, 4E-BP1-Phosphorylierung signifikant (p < 0,05) unterschiedlich zu der unter der
jeweiligen normoosmotischen Kontrollbedingung erhaltenen).
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Abb. 3.14: Effekt von Antioxidantien auf die hyperosmotisch induzierte Verminderung der 4E-BP1-
Phosphorylierung (Il)

H41IE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium inkubiert. Die Medien wurden wie angegeben zusatzlich mit verschiedenen
Antioxidantien versetzt. Diese wurden bereits 30 Minuten zuvor zugesetzt. Es wurden 500 uM Trolox, 100 uM
Desferoxamin (DFO), 40 yM MnTBAP, 2 nM Selenoporotein P (SeP)/ SeP Kontrolle (-SeP) eingesetzt.

Die Proben wurden nachfolgend mittels eines Western Blots und eines spezifischen Antikérpers auf die 4E-BP1-
Phosphorylierung untersucht und densitometrisch wie im Methodenteil beschrieben quantifiziert.

(Mittelwerte £ SEM; n = 4-6; *, 4E-BP1-Phosphorylierung signifikant (p < 0,05) unterschiedlich zu der unter der
jeweiligen normoosmotischen Kontrollbedingung erhaltenen)

-35-



Ergebnisse

Es stellte sich heraus, dass lediglich EGCG eine signifikante Inhibierung der hyper-
osmotisch induzierten Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung mit sich brachte
(Abb. 3.13). Alle anderen verwendeten Inhibitoren einschliellich MnTBAP, SeP und
L-NMMA, deren antioxidative bzw. NOS-hemmende Wirkung in H4lIE-Zellen gezeigt
wurde (Abb. 3.11 und 3.12) lieBen den hyperosmotischen Effekt auf die 4E-BP1-
Phosphorylierung unbeeinflusst (Abb. 3.13-14).

3.3 Einfluss von Epigallocatechin Gallat auf die 4E-BP1-
Phosphorylierung

In Abschnitt 3.2.4 konnte gezeigt werden, dass EGCG als einziges der verwendeten
Antioxidanten in der Lage war die hyperosmotische Unterdriuckung der 4E-BP1-
Phosphorylierung zu inhibieren. Es ist daher denkbar, dass der Effekt des EGCG auf
die 4E-BP1-Phosphorylierung nicht auf seiner antioxidativen Wirkung beruht. Daher

sollte die Wirkungsweise des EGCGs naher charakterisiert werden.

3.3.1 EGCG als p38 MAPK Inhibitor?

EGCG wird in der Literatur als Inhibitor des p38™7¢ Signalwegs beschrieben (Bain et
al., 2003). Mittels spezifischer Inhibitoren der MAP-Kinasen-Signalwege, namlich
SB 203580 (Inhibitor der p38“APX), PD 98059 (Inhibitor der MAP-Kinase-Kinase
oberhalb von ERK-1/2) sowie SP 600125 (Inhibitor der JNKs) sollte eine mogliche
Beteiligung der MAPK an der hyperosmotischen Unterdrickung der 4E-BP1-

Phosphorylierung charakterisiert werden.
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Abb. 3.15: Ausschluss der Beteiligung von MAP-Kinasen an der hyperosmotisch verminderten 4E-BP1-
Phosphorylierung

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5 h mit hyperosmotischem (405 mosmol/L) bzw. normoosmotischem
(305 mosmol/L) Medium inkubiert. 30 Minuten zuvor wurden die Inhibitoren zugesetzt. Es wurden hier 20 yM
SB203580 (p38 Inhibitor), 20 yM PD98059 (MEK Inhibitor) bzw. 50 yM SP600125 (JNK Inhibitor) zugefugt. Eine
reprasentative Western Blot-Analyse ist gezeigt (n=7).
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Es stellte sich heraus, dass keiner der verwendeten Inhibitoren die hyperosmotisch
verursachte Unterdrickung der 4E-BP1-Phosphorylierung verhindern konnte,
weswegen MAP-Kinasen keine wesentliche Rolle bei der Vermittiung des hypero-
smotischen Effekts auf die 4E-BP1-Phosphorylierung spielen (Abb. 3.15).

3.3.2 Effekt des EGCG auf Komponenten des mTOR-Signalweges

Im Folgenden sollte die Sensitivitdt von Komponenten des mTOR-Signalweges
gegen Hyperosmolaritat untersucht werden sowie deren Beeinflussung durch EGCG.
Dazu wurden H4lIE-Zellen mit EGCG normo- und hyperosmotisch exponiert, wobei
die Untersuchungen hierzu zusatzlich auch an mit Insulin stimulierten Zellen
durchgefuhrt wurden. (Abb. 3.16).

Die Quantifizierung der Phosphorylierung von mTOR an Ser®**® und Ser®*®', die fiir
eine mTOR-Aktivierung relevant ist (Reynolds et al., 2002; Navé et al., 1999; Peterson et
a., 2000) zeigt, dass sowohl basal als auch in Gegenwart von Insulin unter
hyperosmotischen Bedingungen  eine  signifikant  verminderte = mMTOR-
Phosphorylierung auftrat, was durch EGCG per se antagonisiert werden konnte

2448

(Abb. 3.16). Interessanterweise konnte durch EGCG an Position Ser zusatzlich

eine starke Steigerung der Phosphorylierung induziert werden, welche an der
zweiten Position (Ser®*®")
Dieses Ergebnis zeigte sich ebenfalls auf Ebene des mTOR-Effektors 4E-BP1. Auch

hier wurde die hyperosmotisch reduzierte 4E-BP1-Phosphorylierung durch EGCG

nicht ausgemacht werden konnte.

aufgehoben und zwar in Ab- und Anwesenheit von Insulin (Abb. 3.16). Der zweite
betrachtete mTOR-Effektor, p70 S6-Kinase wird erst durch Insulin an den fur die
Aktivierung relevanten Positionen Thr*® und Thr*?'/Ser*? (Bae et al., 2007; Pullen et
al., 1997; Duan et al., 1999) messbar phosphoryliert, weshalb nur in Gegenwart von
Insulin quantifiziert wurde. Hyperosmotische Exposition fuhrte zu einer signifikanten
Abnahme der Phosphorylierung der p70 S6-Kinase. Die hyperosmotische Herab-
setzung der Phosphorylierung konnte auch hier durch EGCG antagonisiert werden
(Abb. 3.16). Es zeigte sich also, dass EGCG auf Ebene des mTORs und seinen
Effektoren zu einer Inhibierung der hyperosmotischen Verminderung der
Phosphorylierung fuhrt. Insgesamt zeigten die untersuchten Komponenten des
mTOR-Singalweges in An- und Abwesenheit von Insulin eine hyperosmotische

Reduktion der Phosphorylierung, die durch EGCG antagonisiert wurde.
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Abb. 3.16 Charakterisierung des EGCG-Effekts auf die hyperosmotische Beeinflussung von
Komponenten des mTOR-Signalweges

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden fiir 2,5 h mit hyperosmotischem (405 mosmol/L) bzw. normoosmotischem
(305 mosmol/L) Medium in Gegenwart und Abwesenheit von 100 nM Insulin inkubiert. Wie angegeben wurde
zusatzlich 30 yM EGCG 30 Minuten vor Einstellung der Osmolaritat und Insulinzugabe zugefiigt. Die
Phosphorylierungszustdnde von mTOR und p70 S6-Kinase wurden im Western Blot mittels phosphospezifischer
Antikdrper analysiert, wahrend Anderungen der 4E-BP1-Phosphorylierung iber Anderungen der elektro-
phoretischen Mobilitat dargestellt wurden. Die Quantifizierung der Phosphorylierungs-Anderungen erfolgte durch
Densitometrie wie im Methodenteil beschrieben.

(Mittelwerte + SEM; n 24; *, signifikant verschieden (p < 0,05) zur Phosphorylierung unter der jeweiligen
normoosmotischen Kontrollbedingung)
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3.4 Beeinflussung der Aminoséure-Sensitivitat des mTOR-
Signalweges durch Hyperosmolaritéat

Um eine vollstandige mTOR-Aktivierung zu erreichen bedarf es zusatzlicher Signale,
die durch intrazellulare Aminosauren, insbesondere Leucin, generiert werden
(Einleitung, Abb. 1.2). Das durch Aminosauren ausgeloste Signaling zu mTOR
geschieht in einer von der Pl 3-Kinase und PKB unabhangigen Weise (van Sluijters et
al., 2000). Denkbar ist, dass es unter dem Einfluss von Hyperosmolaritat zu Ver-
anderungen des intrazellularen Aminosaureprofils kommt, die mit einer verminderten
Aktivitat des mTOR-Signalweges einhergehen kénnten. Eine andere Mdglichkeit ist,
dass Hyperosmolaritat die Effizienz von Aminosauren bezlglich einer Stimulation
des mTOR-Signalweges herabsetzt, also eine ,Aminosaureresistenz® des mTOR-
Signalweges herbeiflihrt, um auf diese Weise die Phosphorylierung von mTOR-
Effektoren herabzusetzen. Um dies zu untersuchen wurde das Aminosaureprofil in
H4lIE-Zellen unter normo- und hyperosmotischen Bedingungen aufgenommen.
Ferner wurden Experimente durchgefuhrt, bei denen der Pl 3-Kinase Signalweg und
somit der von Aminosauren unabhangige Weg zu mTOR durch Wortmannin
(Haussinger & Schliess, 1999; Cross et al., 1995) sowie das Signaling via mTOR durch
Rapamycin (Sabers et al., 1995; McMohan et al., 2002) blockiert wurde. Schlief3lich
wurde die Sensitivitat der Phosphorylierung des 4E-BP1 und der p70 S6-Kinase in

Abwesenheit extrazellularer Aminosauren studiert.

3.4.1 Einfluss von Anisoosmolaritat auf die intrazellularen
Konzentrationen freier Aminosauren

Um das intrazellulare Aminosaureprofil der H4lIE-Zellen zu erfassen wurden die
Aminosauren wie im Methodenteil beschrieben extrahiert, derivatisiert und Uber
HPLC quantifiziert. Die zellularen Konzentrationen der freien Aminosauren sind der
Tabelle 3.1 zu entnehmen, wahrend die relativen, auf 305 mosmol/L normierten
Werte in Abbildung 3.19 graphisch dargestellt ist.

Durch hypoosmotische Exposition zeigte sich eine signifikant verminderte
Konzentration von Taurin (Tau), Threonin (Tre), Serin (Ser), Asparagin (Asn), Glycin
(Gly), Methionin (Met), Tyrosin (Tyr) und Phenylalanin (Tab. 3.1, Abb. 3.19).
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Tab. 3.1 Intrazellulares Aminosaureprofil in H4lIE-Zellen:

H4llE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5h in hypoosmotischem (205 mosmol/L), normoosmotischem
(305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem (405 mosmol/L) Medium inkubiert. Intrazelluldre Aminosauren wurden
wie in 2.2.4 beschrieben extrahiert und mittels eines Aminoséureanalysators quantifiziert.

Zur Auswertung wurden die erhaltenen Aminosaurekonzentrationen (nmol/L) auf die vorher bestimmte
Gesamtproteinmenge (ug/ul) bezogen (man erhalt nmol/ug). Ferner sind die Mittelwerte der Summen aller Amino-
saurenkonzentrationen innerhalb einer Bedingung angegeben.

Die hier angegebenen Werte sind Mittelwerte von n=3 Versuchen; *,

unter normoosmotischen Bedingungen erhaltenen Werten.

signifikant verschieden (p < 0,05) zu dem

Intrazellularer Aminoséauregehalt in H4lIE-Zellen
MW 205 * SEM MW 305 * SEM MW 405 + SEM
[nmol/ug] [nmol/ug] [nmol/ug]
Tau 20 * 01* 228 * 07 237 £ 1,2
Asp 25 * 07 31 * 07 51 * 04
Tre 73 * 09* 190 £ 22 179 £ 14
Ser 47 * 06" 105 * 1,3 10,0 * 07
Asn 02 * 01* 09 * 03 1,0 £ 03
Glu 14,0 * 07 16,5 * 04 254 * 35
Gin 476 * 175 56,5 + 2272 636 * 246
Gly 559 * 28% 1051 + 7,3 62,7 + 21*
Ala 6,1 * 02 76 * 05 68 * 03
Val 19 * 02 22 * 0,1 23 % 02
Met 04 * 01% 08 * 0,1 08 * 02
lle 19 * 03 23 * 04 19 * 03
Leu 24 * 03 33 * 05 29 * 04
Tyr 26 * 03* 34 * 04 31 * 05
Phe 08 * 03* 11 + 04 1,0 * 03
His 29 * 05 38 * 06 32 * 05
Orn 20 * 05 27 + 02 20 * 02
Lys 71 * 05 91 * 04 54 * 0,0
Arg 63 * 06 90 * 1,1 47 + 07*
ZAS 168,8 280,7 244.9
2,0
@ 205 mosmol/L
18 @ 305 mosmol/L [
% 1,6 T O 405 mosmol/L ||
T h B
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Abb. 3.17: Graphische Darstellung der normalisierten Aminosaurekonzentrationen in H4lIE-Zellen

H411E-Zellen wurden fir 2,5h

(305 mosmol/L,

in hypoosmotischem (205 mosmol/L, blaue Balken),
rote Balken) bzw. hyperosmotischem (405 mosmol/L, gelbe Balken) Medium inkubiert. Die

normoosmotischem

intrazellularen Aminosauren wurden dann wie in 2.2.4 beschrieben extrahiert und mittels eines Amino-
saureanalysators quantifiziert.
Aufgetragen sind hier die auf 305 mosmol/L normierten Mittelwerte + SEM von n=3; *, signifikant verschieden (p <

0,05) zu den unter normoosmotischen Bedingungen erhaltenen Werte.
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Die hypoosmotisch induzierte signifikante Taurin-Ausschittung kann hier als
Kontrolle gewertet werden, da sie in HA4lIE-Zellen bereits beschrieben wurde
(Warskulat et al.,1997). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Abgabe von Amino-
sauren eine Rolle bei der Volumenregulation hypoosmotisch geschwollener H4IIE-

Zellen spielt.

Durch Hyperosmolaritat wurden weitaus weniger Aminosauren in ihrer Konzentration
beeinflusst. Hier lagen die Aminosauren Glycin (Gly) und Arginin (Arg) signifikant
vermindert vor. Die Konzentration von Leucin wurde in H4lIE-Zellen weder durch
normo-, noch durch hyperosmotische Exposition signifikant beeinflusst (Abb. 3.19).
Es ist daher unwahrscheinlich, dass eine Anderung der intrazellularen Leucin-
konzentration zur Osmosensitivitat der 4E-BP1-Phosphorylierung beitragt. Bei der
Betrachtung der Summe der Konzentrationen aller erfassten Aminosauren konnte
festgestellt werden, da® es durch Hypoosmolaritdit zu einer signifikanten
Ausschuttung von Aminosauren kommt, wahrend unter hyperosmotischen
Bedingungen keine signifikante Anderung der Gesamtkonzentration der Amino-

sauren beobachtet wurde.

3.4.2 Rolle der Pl 3-Kinase und gegen Rapamycin sensitiver mTOR-
Signale fiir die hyperosmotische Unterdriickung der 4E-BP1-
Phosphorylierung

Wie die Abb. 3.18 zeigt bleibt die Sensitivitat der Phosphorylierung des 4E-BP1
gegen Hyperosmolaritat in Gegenwart von Wortmannin erhalten. Dies ist unabhangig
davon, ob die H4lIE-Zellen mit Insulin stimuliert sind oder nicht und lasst vermuten,
dass der hyperosmotischen Unterdriuckung der 4E-BP1-Phosphorylierung keine
Osmosensitivitat des Pl 3-Kinase/PKB-Signals zugrunde liegt.

In Ubereinstimmung mit friheren Befunden (Lornejad-Schifer et al., 2003) zeigt die
Abb. 3.18, dass die durch Insulin-induzierte PKB Ser*’3-Phosphorylierung durch
Hyperosmolaritat unbeeinflusst bleibt. Die Wirksamkeit des Wortmannins zeigt sich in
der vollstindigen Verhinderung der Insulin-induzierten PKB  Ser*”*-Phos-
phorylierung. Interessanterweise bleibt eine hyperosmotische Unterdrickung der 4E-
BP1-Phosphorylierung auch in Gegenwart von Rapamycin erhalten, sowohl in

Gegenwart als auch in Abwesenheit von Insulin (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Charakterisierung der Osmosensitivitiat upstream und downstream von mTOR mittels des PI 3-
kinase Hemmstoffs Wortmannin und des mTOR-Inhibitors Rapamycin

H4IIE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5 h mit hyperosmotischem (405 mosmol/L) bzw. normoosmotischem
(305 mosmol/L) Medium inkubiert, wie angezeigt in Gegenwart von 500 nM Rapamycin, 100 nM Wortmannin
bzw. 100 nM Insulin. Die Inhibitoren Rapamycin und Wortmannin wurden bereits 30 Minuten vor Einstellung der
Osmolaritat dem Medium zugefiigt. Die Phosphorylierungszustande wurden im Western Blot visualisiert und wie
im Methodenteil beschrieben densitometrisch quantifiziert.

(Mittelwerte + SEM; n = 6; *, Phosphorylierung signifikant verschieden (p < 0,05) von der unter der jeweiligen
normoosmotischen Bedingung)
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Auch die durch Insulin-induzierte Phosphorylierung der p70 S6-Kinase wird durch
Hyperosmolaritat unterdruckt und ist, im Unterschied zur 4E-BP1-Phosphorylierung,
durch Wortmannin und Rapamycin vollstdndig hemmbar. mTOR zeigte eine

2448 und Ser®*®' durch Hyper-

signifikant verminderte Phosphorylierung an Ser
osmolaritat, was auch in Gegenwart von Insulin beobachtet wurde (Abb. 3.18).
Per se fuhrte Insulin an beiden Positionen zu einem Anstieg der mTOR-Phos-
phorylierung (Abb. 3.18).

In Gegenwart von Rapamycin konnte keine signifikante Beeinflussung der
Phosphorylierung in Position Ser®**® durch Hyperosmolaritit festgestellt werden und
zwar in Abwesenheit oder in Gegenwart von Insulin. An der Position Ser**®' kommt
es allerdings in Abwesenheit von Insulin auch in Gegenwart von Rapamycin zu einer
hyperosmotisch verminderten Phosphorylierung, die in Gegenwart von Insulin
ausblieb (Abb. 3.18).

In Gegenwart von Wortmannin zeigte sich in Abwesenheit von Insulin keine
Osmosensitivitat des mTORs mehr, wahrend unter Insulineinfluss es zu einer

signifikant hyperosmotisch reduzierten mTOR-Phosphorylierung kam (Abb. 3.18).

3.4.3 Effekt von Hyperosmolaritat auf die durch Leucin-induzierte
Phosphorylierung des 4E-BP1 und der p70 S6-Kinase

Leucin ist ein starker Aktivator des mTOR-Signalweges (Shigemitsu et al., 1999; Lynch
et al., 2000) und wurde im folgenden Experiment eingesetzt, um den Einfluss von
Hyperosmolaritat auf den Aminosaure-abhangigen Weg zu den mTOR-Effektoren
4E-BP1 und p70 S6-Kinase zu untersuchen. Dazu wurden die H4lIE-Zellen ohne
Aminosaure-Zusatz in Krebs-Henseleit (KH) Puffer fur eine Stunde vorinkubiert,
wobei die Zellen fur die restliche Versuchdauer in KH-Puffer inkubiert blieben. Um
die Bereitstellung intrazellularer Aminosauren durch autophagische Proteolyse zu
unterbinden (Blommaart et al., 1997; Shigemitsu et al., 1999), wurden einige Expe-
rimente in Gegenwart von Wortmannin durchgefuhrt. Wortmannin hemmt die
autophagische Proteolyse in Leberzellen (Shigemitsu et al., 1999; Haussinger et al.,
1999).

-43 -



Ergebnisse

Leucin - + - + - -« = #+ = + - =
NaCl - - + + - + [= = + + - +
Insulin - - - - + + = - - - +
Wortmannin - - - - - - '+ + + + +
- -
:'.‘-- - . - ;4E-BP1
E
15KD__ - e - e - - - ol
T0kD_4 = s . ' B0 o W o U D[T421/S424]p70S6K

sl L1 FEL T L L

so WRGweeowewoww

*

® 2 [

&
o
o
w

N T £ v 8 £ V| T £ w B £ 9

o = o =

X 8§ % ¥ 3 /¥ 8§ 8 g 3 ¥

) + ) + ) + 2 +

4 s £ = 4 s £ =

o 5 (3] =

3 2 = ?

o c o c

| £ a £

‘ Wortmannin

oCaNwWA OO N®
PRI

p[T421/S424]p70S6K/p70S6K

T £ 0 8 £ g T £ 0 g £ UO‘J
o = o =

X S < < 2 < X S < < 2 <
o) + @ + oy + @ +

4 £ £ £ 4 £ £ £

5} = o =

> 2 > 3

o c o c

- = — =

‘ Wortmannin ‘

Abb. 3.19: Hyperosmolaritidt vermindert nicht die Leucin induzierte Phosphorylierung des 4E-BP1 und der
p70 S6-Kinase

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden fiir 1 h in Krebs-Henseleit Puffer (KH) vorinkubiert. Nachfolgend wurden die
Zellen fir 2,5 h mit 800 uM Leucin oder 100 nM Insulin versetzt. Wo angezeigt wurde Hyperosmolaritat durch
Zugabe von 50 mM NaCl eingestellt. In den gekennzeichneten Versuchen wurde 100 nM Wortmannin zugegen,
um die intrazellulare Produktion von Aminoséuren durch autophagische Proteolyse zu unterdriicken. Anderungen

der Phosphorylierungszustande von 4E-BP1 und p70 S6-Kinase wurden durch Western Blot-Analyse verfolgt und
wie im Methodenteil beschrieben densitrometrisch quantifiziert.

(Mittelwerte + SEM; n = 6; *, Phosphorylierung signifikant verschieden (p < 0,05) zu der unter der
normoosmotischen (KH) Bedingung, * signifikant verschieden zur der unter der hyperosmotischen Bedingung
erhaltenen).

Wie Abb. 3.19 zeigt lies sich wie erwartet (Shigemitsu et al., 1999) feststellen, dass
unter aminosaurefreien Bedingungen die 4E-BP1-Phosphorylierung per se stark
herabgesetzt war. Sowohl 4E-BP1 als auch die p70 S6-Kinase zeigten unter dem
Einfluss von Leucin eine signifikant erhdhte Phosphorylierung, die durch Hyper-

osmolaritat nur leicht beeinflusst wurde. Die Inhibierung der Proteolyse durch
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Wortmannin anderte dieses Verhalten nicht. Als Kontrolle der Reaktionsfahigkeit der
Zellen wurde Insulin zugeben, was in Abwesenheit von Wortmannin zu einer
signifikant gesteigerten Phosphorylierung des 4E-BP1 und der p70 S6-Kinase fuhrte.
Unter hyperosmotischen Bedingungen war die Insulin-induzierte Phosphorylierung
des 4E-BP1 wieder deutlich abgesenkt. In Gegenwart des Pl 3 Kinase Inhibitors
Wortmannin konnte Insulin unter Aminosaure-freien Bedingungen keine zusatzliche
4E-BP1-Phosphorylierung mehr induzieren (Abb. 3.18). Auch die Leucin-induzierte
Phosphorylierung der p70 S6-Kinase war durch Hyperosmolaritat nicht beeinflusst
(Abb. 3.18). Insgesamt konnte festgestellt werden, dass es unter hyperosmotischer
Bedingung nicht zu einer Leucinresistenz kommt, sondern die Phosphorylierung der

mTOR-Effektoren eine Sensitivitat gegenuber Leucin beibehalten.

3.5 Rolle der AMPK bei der hyperosmotischen Unterdriickung der
4E-BP1-Phosphorylierung

Hyperosmolaritat verursacht einen osmotischen Stress (Reinehr et al., 2003a,b), von
dem in einigen Zelltypen gezeigt ist, dass er die AMP-activted-Proteinkinase (AMPK)
aktivieren kann (Smith et al., 2005; Xi et al., 2001). Im folgenden Abschnitt sollte an-
hand von spezifischen Aktivatoren und Inhibitoren ermittelt werden ob der AMPK bei
der hyperosmotisch verminderten 4E-BP1-Phosphorylierung eine Bedeutung

zukommt.

3.5.1 Hyperosmotisch induzierte AMPK-Aktivierung

Um zu untersuchten ob Hyperosmolaritat in den H4lIE-Zellen eine AMPK-Aktivierung
mit sich bringt, wurde ein Assay eingesetzt mit dem die Aktivitat der AMPK Uberpruft
wurde. Dazu wurden die Proben wie im Methodenteil beschrieben mit einem
synthetisch hergestellten Substrat, das ,SAMS Peptid“ (HMRSAMSGLHLVKRR),
sowie radioaktiv markiertem [y->P]-ATP inkubiert und in einem y-Counter die counts

per minute (CPM) gemessen.
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relative CPM

305 405 AICAR  Metf. 305 405 AICAR  Metf.
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Abb. 3.20: AMPK-Aktivierung durch Hyperosmolaritat, AICAR und Metformin

H4lIE-Zellen wurden fur 2,5 h mit hyperosmotischem Medium, 2 mM AICAR, 2 mM Metformin bzw. 60 uM
Compound C inkubiert. Die Proben wurden dann fir den radioaktiven AMPK-Aktivitdts Assay (siehe
Methodenteil) aufgereinigt und eingesetzt. Die erhaltenen Werte der counts per minute (CPM) wurden zur
Auswertung jeweils auf die unter normoosmotischen Bedingungen erhaltenen Werte normiert.

(Mittelwerte + SEM, n > 7, * signifikant verschiedene Aktivierung (p<0,05) im Vergleich zu der unter
normoosmotischen Bedingung erhaltenen)

Es zeigte sich, dass Hyperosmolaritat eine vergleichbar hohe Aktivierung erzeugte
wie die, die durch die prototypischen AMPK-Aktivatoren AICAR (5-aminoimidazole-4-
carboxamide ribosid; Corton et al., 1995) oder Metformin (Zhou et al., 2001) induziert
wurde (Abb. 3.21). Hyperosmolaritat, AICAR und Metformin fuhrten zu einer
signifikant erhohten AMPK-Aktivierung im Vergleich zur basalen Aktivitat. Mittels
eines spezifischen Inhibitors der AMPK, Compound C (Comp; Zhou et al., 2001)
konnte diese Aktivierung verhindert werden (Abb. 3.20).

3.5.2 Pharmakologische Charakterisierung der AMPK-Aktivierung

Da die hyperosmotisch verminderte 4E-BP1-Phosphorylierung durch EGCG
verhindert werden konnte (siehe 3.3) und in 3.5.1 gezeigt werden konnte, dass
Hyperosmolaritat zu einer AMPK-Aktivierung fuhrt, ist es denkbar, dass EGCG durch
Inhibierung der hyperosmotisch induzierten AMPK-Aktivierung wirkt.

Um dies zu untersuchen wurde der Effekt von EGCG auf die AMPK-Aktivitat unter
normo- und unter hyperosmotischen Bedingungen uUberpruft. Abb. 3.21 zeigt, dass
EGCG (30 pM) unter normoosmotischen Bedingungen eine signifikante AMPK-
Aktivierung verursacht, wahrend 1 yM EGCG keinen signifikanten Effekt auf die
AMPK-AKktivitat ausubt. Interessanterweise kam es bei Einstellung der Hyper-
osmolaritat und gleichzeitiger EGCG Zugabe zu einer Verminderung der AMPK-
Aktivitat auf Basalniveau. Der AMPK-Inhibitor, Compound C (Comp) konnte die
Aktivierung der AMPK durch EGCG (30 uM) verhindern (Abb. 3.21).
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relative CPM
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Abb. 3.21: Hyperosmotische AMPK-Aktivierung wird durch EGCG verhindert

H4lIE-Zellen wurden fir 2,5 h mit 30 uM und 1 yM EGCG, hyperosmotischem Medium bzw. 60 yM Compound C
(Comp) inkubiert. Die Proben wurden nach Protokoll (siehe Methodenteil) aufgereinigt und eingesetzt. Die
erhaltenen Werte der counts per minute (CPM) wurden zur Auswertung jeweils auf die unter der
normoosmotischen Kontrollbedingung erhaltenen Werte normiert.

(Mittelwerte + SEM, n > 4, *, AMPK-Aktivitat signifikant verschieden (p<0,05) von der unter normoosmotischen
Kontrollbedingung erhaltenen).

3.5.3 Rolle der AMPK bei der hyperosmotischen Unterdrickung der 4E-
BP1-Phosphorylierung

In weiteren Experimenten wurde der Effekt verschiedener AMPK-Aktivatoren (AICAR
(5-Aminoimidazol-4-carboxamid-1-B-D-ribofurosemid) und Metformin) sowie der
Hemmung der AMPK durch Compound C auf die 4E-BP1-Phosphorylierung

untersucht.

Comp
£ £
£ £
hd = o =
< £ << o
c %8 O %
! < = ' < =
e e e 4AE-BP1
S — e :
-
2 *
1,8
S * *
o4
m
w |
<
~ 0,81
=061 * -
250.4—
2 mom
< o/
305 A M 305 A M
‘ Comp

Abb. 3.22: Zusammenhang der AMPK und 4E-BP1-Phosphorylierung

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden mit 2 mM AICAR oder 2 mM Metformin fiir 2,5 h inkubiert. Wo angezeigt
wurden 60 yM Compound C (Comp) zugegeben, wobei der Inhibitor bereits 30 Minuten vor Gabe von AICAR
bzw. Metformin zugesetzt wurde. Die Phosphorylierungsanderungen des 4E-BP1 wurden im Western Blot
analysiert und wie im Methodenteil beschrieben densitrometriert.

(Mittelwerte + SEM; n = 7; *, 4E-BP1-Phosphorylierung signifikant verschieden (p < 0,05) von der unter
normoosmotischen Kontrollbedingung erhaltenen).
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Die Aktivierung der AMPK durch AICAR oder Metformin war mit einer signifikanten
Abnahme der Phosphorylierung des 4E-BP1 assoziiert. Durch Compound C (Comp)
konnte die AICAR- bzw. Meformin-induzierte Abnahme der 4E-BP1-Phospho-
rylierung vollstandig verhindert werden (Abb. 3.22). Die Compound C flhrte per se
zu einer signifikanten Steigerung der 4E-BP1-Phosphorylierung.

Die Daten sprechen dafur, dass eine Aktivierung der AMPK die hyperosmotische
Abnahme der 4E-BP1-Phosphorylierung vermittelt und dass eine basale Aktivitat der
AMPK in H4lIE-Zellen an der Repression der 4E-BP1-Phosphorylierung unter der
Kontrollbedingung beteiligt ist.
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Abb. 3.23: Inhibierung der AMPK verhindert die hyperosmotisch induzierte Verminderung der 4E-BP1-
Phosphorylierung

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium fiir 2,5 h inkubiert. Zusatzlich wurden 60 yM Compound C (Comp) zugegen, wobei der
Inhibitor bereits 30 Minuten zuvor zugegeben wurde. Anderungen der 4E-BP1-Phosphorylierung wurden im
Western Blot analysiert und wie im Methodenteil beschrieben densitrometriert.

(Mittelwerte + SEM; n 2 4; *, 4E-BP1-Phosphorylierung signifikant verschieden (p < 0,05) von der unter normo-
osmootischen Kontrollbedingung gefundenen).

Um nun den Zusammenhang zwischen der hyperosmotisch induzierten AMPK-

Aktivierung und hyperosmotisch verminderten Phosphorylierung des 4E-BP1 und der
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p70 S6-Kinase aufzuklaren, wurde der AMPK-Inhibitor Compound C (Comp)
wahrend einer normo- und hyperosmotischen Exposition zugefiigt und Anderungen
der 4E-BP1- und p70 S6-Kinase-Phosphorylierung im Western Blot visualisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die hyperosmotisch induzierte Verminderung der
4E-BP1-Phosphorylierung durch Compound C inhibiert wurde (Abb. 3.23). Die
P70 S6-Kinasen-Phosphorylierung wurde an der Position Thr**'/Ser*** unter
normoosmotischen Bedingungen durch die Compound C signifikant erhoht, was

unter hyperosmotischen Bedingungen nicht der Fall war (Abb. 3.23).

3.6 Osmosensitivitédt der Expression mTOR-abhédngig regulierter
Gene

Im Folgenden sollen die Auswirkungen einer hyperosmotisch herbeigefiuhrten
Dehydratation auf die Expression von Genen untersucht werden, von denen bekannt
ist, dass sie mTOR-abhangig reguliert werden. Als Beispiele wurden das Cyclin D1
(Thomas et al., 2006) und das Insulin-like growth factor binding protein, |IGFBP 1 (Patel
et al., 2002a,b) gewahlt.

3.6.1 Hyperosmotische Suppression der Cyclin D1-Expression

Cyclin D1 ist ein mTOR-abhangig translatiertes Protein bzw. unterliegt der 4E-BP1-
regulierten Translation (Thomas et al., 2006). Daher wurde die Sensitivitat der
Cyclin D1-Expression gegen Hyperosmolaritat untersucht. Um das Expressions-
niveau des Cyclin D1 zu erhohen wurden in einigen Experimenten die H4lIE-Zellen
mit Insulin stimuliert. Wie die in Abschnitt 3.3, 3.2.2 und 3.5.3 beschriebenen
Experimente zeigen, wurden die hyperosmotische Suppression der 4E-BP1-
Phosphorylierung durch EGCG, H7 und Compound C verhindert. Diese Ver-
bindungen wurden daher in die Experimente zur Cyclin D1-Expression ebenfalls
einbezogen.

Abb. 3.24 zeigt, dass es zu einer starkeren Expression des Cyclin D1 Proteins unter
dem Einfluss von Insulin kommt. Sowohl die basale als auch die durch Insulin-stimu-
lierte Cyclin D1-Expression war unter hyperosmotischen Bedingungen reprimiert.
Jedoch vermochten EGCG, H7 und die Compound C (Comp) die hyperosmotisch
induzierte Repression der Cyclin D1-Expression nicht aufzuheben (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: Hyperosmotische Unterdriickung der Cyclin D1 Protein-Expression

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden fir 2,5 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium inkubiert. Zusatzlich wurde in den gekennzeichneten Proben 100 nM Insulin zugefiigt.
Die Inhibitoren EGCG (30 uM), H7 (20 yuM) und Compound C (Comp, 60 uM) wurden bereits 30 Minuten vor
Einstellung der Osmolaritat zugegeben.

Gezeigt ist eine reprasentative Western Blot Analyse (n=6-8).

3.6.2 Osmosensitivitat der Igfbp 1 mMRNA-Expression

Auch die Igfbp 1 mRNA-Expression sit mTOR-reguliert (Patel et al., 2002a,b). Es ist
bekannt, dass es bei Inhibition des mTOR durch Rapamycin zu einer Steigerung der
Igfbp 1 mMRNA-Expression kommt, wahrend eine Aktivierung des mTOR-Signalweges
durch Insulin zu einer Herabregulation der Igfbp 1 mRNA-Expression fuhrt (Patel et
al., 2002a,b). Kirzlich wurde im Rahmen einer Array-basierten Aufnahme von Gen-
expressionsprofilen in H4lIE-Zellen gefunden, dass Hyperosmolaritat die Expression
von Igfbp 1 mRNA und Protein steigert, wahrend Hypoosmolaritat die Expression der
Igfbp 1 MRNA und Protein absenkt (Schifer et al., 2007).

Zunachst wurde die Rolle von mTOR fur die Igfbp 1 mRNA-Expression in H4IIE-
Zellen mittels Real Time-PCR (RT-PCR) Analyse untersucht. Wie Abb. 3.25 zeigt,
fuhrte eine Hemmung des mTOR durch Rapamycin (Rap) zu einem Anstieg der
Igfbp 1 mMRNA-Expression. Insulin-supprimierte die Igbb1 mRNA-Expression, was
durch Rapamycin verhindert wird.

Im Einklang mit bereits fruher mittels DNA-Array- und Northern Blot-Analyse
erhobenen Daten (Schifer et al., 2007) flhrte Hyperosmolaritat, ahnlich wie
Rapamycin (Abb. 3.25) zu einem signifikanten Anstieg der Igfbp 1 mMRNA-Expression
(Abb. 3.26). Abb. 3.26 zeigt auch, dass die durch Insulin-induzierte Repression der

Igfbp 1 MRNA-Expression durch Hyperosmolaritat aufgehoben wurde.
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Abb. 3.25: Die Igfbp 1 mRNA-Expression inH4lIE-Zellen wird iiber mTOR reguliert

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden mit 500 nM Rapamycin 30 min vor Insulinzugabe (10nM) vorinkubiert und
dann fir weitere 3 h weiter inkubiert. Die MRNA wurde wie Methodenteil beschrieben aufgereinigt und tUber RT-
PCR analysiert. Die erhaltenen Expressionsniveaus wurden nachfolgend auf das Expressionsniveau der hprt
mRNA normiert. Aufgetragen sind hier die auf das Expressionsniveau bei 305 mosmol/l bezogenen relativen
Igfbp 1 mMRNA Spiegel.

(Mittelwerte £ SEM; n = 5; *, signifikant verschiedene Expression (p < 0,05) im Vergleich zur der unter
normoosmotischen Bedingung erhaltenen, # signifikant verschieden (p < 0,05) gegentiber der unter Rapamycin
erhaltenen).
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Abb. 3.26: RT-PCR-Analyse der Osmosensitivitat der Igfbp 1-Expression

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden fir 5h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium vorinkubiert. Nachfolgend wurden 10 nM Insulin zugegeben und die Inkubation Uber
weitere 3 h fortgesetzt.

Die Igfbp 1 mMRNA-Expression wurde wie im Methodenteil beschrieben mittels RT-PCR analysiert. Die erhaltenen
Expressionsspiegel wurden auf die hprt mRNA-Expressionsspiegel normiert. Aufgetragen sind hier die relativen
Igfbp 1 mRNA Spiegel, bezogen auf die Expression bei 305 mosmol/L.

(Mittelwerte + SEM; n = 5; *, signifikant verschieden (p < 0,05) im Vergleich zur der unter normoosmotischen
Bedingung erhaltenen, # signifikant verschieden (p < 0,05) gegentber der unter Hyperosmolaritat erhaltenen)

=)

=)
o

o
°

relative Igfbop1 mRNA Expression

Unter 3.3 und 3.5.3 wurde gezeigt, dass EGCG und der AMPK-Inhibitor
Compound C (Comp) die hyperosmotische Unterdriickung der 4E-BP1-Phos-
phorylierung verhindern. Daher wurde untersucht, ob diese Substanzen auch einen
inhibitorischen Effekt auf die hyperosmotische Induktion der Ifgbp 1 mRNA-
Expression ausuben.

Die Uber RT-PCR gewonnenen Daten zeigen, dass Compound C und EGCG nicht
nur die basale Igfbp 1 mMRNA-Expression herabsetzten, sondern auch, dass die
hyperosmotische Induktion der Igfbp 1 mRNA-Expression blockiert war (Abb. 3.27).
In Kontrollexperimenten wurde der AMPK-Aktivator Metformin eingesetzt. Metformin
fuhrte zu einer signifikanten Induktion der Igfbp 1 mRNA, was durch den AMPK-
Hemmstoff Compound C verhindert werden konnte (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27: Einfluss von Compound C und EGCG auf die Osmosensitivitat der Igfbp 1 mMRNA-Expression

H4lIE Rattenhepatomzellen wurden Uber 8 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(405 mosmol/L) Medium inkubiert. Wo angegeben wurde zusatzlich 30 yM Compound C (Comp) oder 30 uM
EGCG zugegen. In Kontrollexperimenten wurden die Zellen mit 2 mM Metformin in An- oder Abwesenheit von
30 uM Compound C fiir 3 h inkubiert.

Die mRNA wurde mittels RT-PCR analysiert. Die erhaltenen Expressionsspiegel wurden auf die hprt mRNA-
Expression normiert. Aufgetragen sind hier die relativen Igfbp 1 mRNA Spiegel bezogen auf die bei 305 mosmol/L
gefundene Expression.

(Mittelwerte £+ SEM; n = 3; *, Igfbp 1 mRNA-Expression signifikant verschieden (p < 0,05) von der unter
normoosmotischen Bedingungen erhaltenen, # signifikant verschieden (p < 0,05) gegenlber der unter
Hyperosmolaritat erhaltenen und *, signifikant verschieden zu dem mit Metformin erhaltenen Wert)

relative Igfbp1 mRNA Expression

3.7 Einfluss von Hyperosmolaritait und Rapamycin auf das Gen-
expressionsprofil der humanen Huh7 Hepatom-Zelllinie

Um Unterschiede in Genexpressionsprofilen zu analysieren, wurde ein im Rahmen
des Sonderforschungsbereichs 575 ,Experimentelle Hepatologie® selbst hergestellter
Oligonukleotid Array eingesetzt.

Es wurden Genexpressionsprofile von hyperosmotisch inkubierten Huh7-Zellen mit
dem von mit Rapamycin inkubierten Zellen verglichen. Ziel war es zu ermitteln, in
welchem Ausmald Rapamycin und Hyperosmolaritat ahnliche Effekte auf das
Genexpressionsprofil in Huh7-Zellen ausuben. Dies soll eine Aussage darUber
zulassen, ob eine Unterdrickung des mTOR-Signalweges zu dem durch
hyperosmotische Dehydratation erzeugten Genexpressionsprofil beitragt. Huh7-
Zellen zeigen bei 505 mosmol/L eine signifikante Unterdrickung der 4E-BP1-
Phosphorylierung. In den Kontrollexperimenten wurde auch gezeigt, dass Rapamycin
das Phosphorylierungsniveau des mTOR-Effektors 4E-BP1 auf ein ahnliches Niveau
herabsetzt (Abb. 3.28). Durch DMSO (Solvens fir Rapamycin) wurde die 4E-BP1-
Phosphorylierung nicht beeinflusst (Abb. 3.28).
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Abb. 3.28 Hyperosmolaritdat und Rapamycin vermindern die 4E-BP1-Phosphorylierung in Huh7-Zellen

Humane Huh7-Hepatomzellen wurden tber 4 h mit normoosmotischem (305 mosmol/L) bzw. hyperosmotischem
(505 mosmol/L) Medium oder mit 500 nM Rapamycin inkubiert. In Kontrollexperimenten wurde 2,5 yl DMSO
eingesetzt. Anderungen der 4E-BP1-Phosphorylierung wurden im Western Blot visualisiert und wie im
Methodenteil beschrieben densitrometriert.

(Mittelwerte + SEM; n = 4; *, 4E-BP1-Phosphorylierung signifikant verschieden (p < 0,05) im Vergleich zu der
unter normoosmotischen Kontrollbedingung erhaltenen).

Eine Ubersicht der Anzahl der durch Rapamycin und Hyperosmolaritat regulierten
Gene ist in Tabelle 3.2 gegeben. Eine vollstandige Liste der regulierten Gene
befindet sich im Anhang (Tab I/11).

Tab. 3.2: Ubersicht der Genexpressionsinderungen durch Hyperosmolaritit und Rapamycin

Oligonukleotid-Arrays wurden mit markierter cDNA, die aus mit normoosmotischem (305 mosmol/L, N3gs) bzw.
hyperosmotischem (405 mosmol/L, N4os) Medium oder mit 500nM Rapamycin (Nrap) bzw. mit DMSO (Solvens fir
Rapamycin, Nsgs:pmso) inkubierten Huh7 Zellen gewonnenen wurde, hybridisiert (N ist dabei die normalisierte
Intensitét der Fluoreszenz (siehe 2.2.7)). Genexpressionsanderungen wurden als logarithmisierte Quotienten
l0g10(Naos / N3gs) bzw. 10g10(Nrap / N3os+pmso) gezeigt. Ein Verhaltnis von + 0,18 gilt als nicht regulierte, von + 0,18
bis + 0,30 als schwach regulierte und > 0,3 bzw. < -0,3 als stark regulierte Genexpression.

reprimiert nicht reguliert induziert
Logqo x/y <-0.3 -0.3 t0 —0.18 +0.18 +0.18 to +0.3 >+0.3
N405 VS. N305 75 79 603 47 25
NRap VS. N3gs+pmso 3 23 712 32 19

Die Ergebnisse des Arrays zeigten, dass Hyperosmolaritat insgesamt 226 und
Rapamycin 77 der 1500 auf dem Array reprasentierten Gentranskripte in Huh 7
Zellen reguliert (Tab. 3.2). Im Gesamtbild des Arrays zeigte sich, dass 45 Gen-
transkripte sowohl durch Hyperosmolaritat als auch durch Rapamycin reguliert
wurden. Davon wurden 36 Gentranskripte (Tab. 3.4) durch Hyperosmolaritat und

Rapamycin entgegengesetzt und 9 Gentranskripte gleichsinnig reguliert (Tab. 3.3).
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Tab. 3.3. Durch Hyperosmolaritit und Rapamycin gleichsinnig regulierte Gentranskripte

Oligonukleotid-Arrays wurden mit markierter cDNA (siehe 2.2.7) hybridisiert, die aus Huh 7 Zellen gewonnen
wurde, die mit normoosmotischem (305 mosmol/L), hyperosmotischem (405 mosmol/L) Medium oder mit 500 nM
Rapamycin (Rap) bzw. DMSO (Solvens fir Rapamycin) inkubiert wurden. Genexpressionsanderungen wurden
als logarithmisches Verhaltnis gezeigt. Dabei zeigt das Verhaltnis log1o(N4os/N3os) die hyperosmotisch induzierte
Regulation im Vergleich zu der unter normoosmotischen Bedingung erhaltenen an, wahrend das Verhaltnis
log10(Nrap/N3os+pmso) eine durch Rapamycin induzierte Regulation im Vergleich zu der unter normoosmotischen
Kontrollbedingung mit DMSO zeigt. Dabei gilt ein Verhaltnis von + 0,18 als nicht regulierte, von £ 0,18 bis + 0,30
als schwache regulierte und > 0,3 bzw. kleiner < -0,3 als stark (fett gekennzeichnet) regulierte Genexpression.

NCBI Gene NCBI 305 305(DMSO)
Index | Name Symbol Accession J
405 Rap
1 Centromere protein F CENPF NM_016343 -0,25 -0,26
2 DEAD box polypeptide 24 DDX24 NM_020414 0,24 0,18
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide DDX41 NM_016222
3 41 -0,32 -0,18
NM_007040,
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein NM_144732,
U-like 1 HNRPUL1 NM_144734 -0,34 -0,24
5 Methinonine Adenosyltransferase 2, alpha MAT2A NM_005911 -0.28 -0.26
6 2'5'-oligoadenylate synthetase 1 OAS1 NM_016816 -0,26 -0,34
Phosphoribosylglycinamide GART NM_000819
7 formyltransferase -0,24 -0,21
8 serine (or cysteine) proteinase inhibitor SERPINE2 NM_006216 -0,18 -0,26
9 DnaJ (Hsp40) DNAJB9 NM_012328 0,22 0,24

Tab. 3.4. Durch Hyperosmolaritit und Rapamycin entgegengesetzt regulierte Gentranskripte

Oligonukleotid-Arrays wurden mit markierter cDNA (siehe 2.2.7) hybridisiert, die aus Huh 7 Zellen gewonnen
wurde, die mit normoosmotischem (305 mosmol/L), hyperosmotischem (405 mosmol/L) Medium oder mit 500 nM
Rapamycin (Rap) bzw. DMSO (Solvens fir Rapamycin) inkubiert wurden. Genexpressionsanderungen wurden
als logarithmisches Verhaltnis gezeigt. Dabei zeigt das Verhaltnis log1o(N4os/Nsgs) die hyperosmotisch induzierte
Regulation im Vergleich zu der durch normoosmotischen Bedingung an, wahrend das Verhaltnis
log10(Nrap/N3os+pmso) eine durch Rapamycin induzierte Regulation im Vergleich zu der unter normoosmotischen
Kontrollbedingung mit DMSO anzeigt. Dabei gilt ein Verhéltnis von *+ 0,18 als nicht regulierte, von + 0,18 bis
+0,30 als schwache reguliete und > 0,3 bzw. kleiner < -0,3 als stark (fett gekennzeichnet) regulierte
Genexpression.

NCBI Gene NCBI 305 305(DMSO)
Index | Name Symbol Accession ) {

405 Rap
1 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 1 AHCYLA1 NM_006621 -0,50 0,44
2 alpha-2-HS-glycoprotein AHSG NM 001622 -0,39 0,31

NM_001354,
NM_205845,

3 aldo-keto reductase family 1 AKR1C2 NM_001353 -0,32 0,34
4 N-acylaminoacyl-peptide hydrolase Apeh NM_001640 -0,29 0,34
5 apolipoprotein A-I APOA1 NM_000039 -0,27 0,38
6 Ras homolog gene family ARHE NM_005168 0,33 -0,18
7 Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha ARHGDIA NM_004309 -0,20 0,18
8 Calpain, small subunit 1 CAPNSH1 NM_001749 0,45 0,26
9 chaperonin containing TCP1 CCT7 NM_006429 0,31 0,28
10 |CD81 antigen CD81 NM_004356 -0,52 0,20
11 | carboxylesterase 1 CES1 NM_001266 -0,23 0,24
12 | Coenzyme A synthase COASY NM_001266 -0,24 0,19
13 cytochrome b-245 CYBA NM_000101 -0,35 0,25
14 | GADD153 Ddit3 NM_004083 0,18 -0,26
15 | DEAD box polypeptide 18 DDX18 NM_006773 -0,54 0,70
16 | DEAD box polypeptide 21 DDX21 NM_004728 -0,55 0,35
17 DEAD/Hbox polypeptide 26 DDX26 NM_012141 0,29 -0,23
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NCBI Gene NCBI 305 305(DMSO)
Index | Name Symbol Accession J J
405 Rap
18 DEAH box polypeptide 9 DHX9 NM_001357 -0,39 0,38
19 emopamil binding protein EBP NM_006579 -0,61 0,38
20 Enoyl Coenzyme A hydratase 1 ECHA1 NM_001398 -0,22 0,40
21 Epoxide hydrolase 2, zytoplasmatisch EPHX2 NM_001979 -0,26 0,21
22 isocitrate dehydrogenase 1 IDH1 NM_005896 -0,25 0,38
NM_004516,
NM_012218,
23 interleukin enhancer binding factor 3 ILF3 NM 153464 -0,35 0,33
24 keratin 8 KRT8 NM_002273 -0,46 0,28
25 procollagen-proline P4HB NM_000918 -0,18 0,18
26 Peptidylprolyl isomerase B PPIB NM_000942 -0,41 0,22
NM_005809,
27 peroxiredoxin 2 PRDX2 NM 181738 -0,32 0,26
NM_002836,
NM_080840,
28 Protein tyrosine phosphatase A PTPRA NM_080841 -0,27 0,18
29 RAB34 RAB34 NM_031934 0,37 0,29
30 stearoyl-CoA desaturase SCD NM_005063 0,23 0,22
31 solute carrier family 30 (zinc transporter) Slc30a1 NM_021194 0,19 -0,25
Small nuclear ribonucleoprotein SNRPB NM_003091,
32 polypeptides B and B1 NM_198216 -0,53 0,35
33 tripartite motif-containing 28 TRIM28 NM_005762 -0,56 0,21
34 ubiquitin B UBB NM_018955 0,42 0,34
NM_000462,
NM_130838,
35 Ubiquitin protein ligase E3A UBE3A NM_130839 -0,75 0,24
36 | Exportin 1 XPO1 NM_003400 0,20 0,20
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4 Diskussion

Anfang der 1990er Jahre wurde von Haussinger und Lang erstmals erkannt, dass
durch unterschiedliche Stimuli ausgeldéste Anderungen der zelluldren Hydratation
einen eigenstandigen Beitrag zur Kontrolle des zellularen Metabolismus und der
Genexpression leisten (Haussinger & Lang, 1991; Héaussinger & Lang, 1992; Héussinger,
1996). Am Modell hypo- oder hyperosmotisch exponierter Zellen und Gewebe wurden
osmosensorische Mechanismen und durch diese aktivierte Signaltransduktions-
prozesse identifiziert, die eine Verbindung zwischen Zellvolumenanderungen und
Effekten auf Protein und Kohlenhydratmetabolismus, die kanalikulare Exkretion von
Gallensauren und die Suszeptibilitdt gegen unterschiedliche Stressoren herstellen
(Haussinger, 1996; Haussinger & Schliess, 1999; Weiergrdber & Héussinger 2000; Schliess
& Haussinger, 2002; Schliess & Haussinger, 2003; Haussinger et al., 2006; Héussinger &
Schliess, 2007; Schliess & Haussinger, 2007; Schliess & Héussinger, 2007; Reinehr & Héus-
singer, 2007). Etwas verallgemeinernd lasst sich festhalten, dass eine Hydra-
tationszunahme (Zellschwellung) anabole Stoffwechselprozesse und die Zell-
proliferation beglnstigt, wahrend eine Hydratationsabnahme (Dehydratation, Zell-
schrumpfung) katabole Stoffwechselprozesse und die Suszeptibilitat der Zelle gegen
die Wirkung unterschiedlicher Stressoren begunstigt.

Eine Zellvolumenzunahme ist beispielsweise integraler Bestandteil der hepatischen
Signaltransduktion des Insulins. Sie kommt Uber den osmotischen Effekt einer von
der Aktivierung der Pl 3-Kinase abhangigen Netto-K*-Aufnahme zustande, wird Gber
das Integrinsystem registriert und vermittelt Uber eine Integrin- und Src-abhangige
Aktivierung der p38™APK den antiproteolytischen Effekt des Hormons (vom Dahl et al.,
1991; Haussinger & Lang 1992; Schliess et al., 2001; vom Dahl et al., 2003; Schliess et al.,
2004). Auf der anderen Seite ist eine zellulare Dehydratation der Zelle, wie sie durch
Hyperosmolaritat herbeigefihrt werden kann, mit der Entwicklung von Insulin-
resistenz assoziiert (vom Dahl et al., 1991, Schliess et al., 2001; Schliess & Héaussinger,
2003; Barutsch-Marrain & deFronzo, 1983). So inhibiert eine hyperosmotische Perfusion
der Leber die durch Insulin Pl 3-Kinase-abhangig induzierte K'-Aufnahme und
Zellvolumenzunahme, wodurch es zu einer Blockade des antiproteolystischen
Insulineffekts kommt. (vom Dabhl et al., 1991; Schliess et al., 2001; Schliess et al., 2004). Zu
Beginn der vorliegenden Arbeit lagen Hinweise darauf vor, dass Hyperosmolaritat mit

der Aktivierung des Pl 3-Kinase/PKB/mTOR-Signalweges interferiert, dessen Effek-
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toren unter anderem das 4E-BP1 und die p70 S6-Kinase sind (Lornejad-Schifer et al.,
2003). Eine Charakterisierung des zugrunde liegenden crosstalks und der
Konsequenzen einer Beeinflussung der mTOR-abhangigen Signaltransduktion fur
das Genexpressionsprofil unter hyperosmotischen Bedingungen stand allerdings aus

und wurde in der vorliegenden Arbeit vorgenommen.

4.1 Pharmakologische Charakterisierung des hyperosmotischen
Effekts auf die 4E-BP1-Phosphorylierung

In der vorgelegten Arbeit konnte eine Sensitivitat der Phosphorylierung des 4E-BP1-
Proteins gegen Hyperosmolaritat (405 mosmol/L) bereits nach 30 Minuten gezeigt
werden, wobei die hyperosmotisch reduzierte 4E-BP1-Phosphorylierung mindestens
2,5 Stunden signifikant erhalten blieb (Abb. 3.1). Bereits eine milde Hyperosmolaritat
von 355 mosmol/L I6ste dabei eine signifikant reduzierte 4E-BP1-Phosphorylierung
aus (Abb. 3.2). Da eine Phosphorylierung des 4E-BP1 mit einer Steigerung der
Proteinsynthese einhergeht (Proud et al, 2004, Mamane et al., 2006) stehen diese
Befunde im Einklang mit Angaben aus der Literatur, denen zufolge Hyperosmolaritat
die Proteinsynthese der Leberzelle abschwacht (Stoll et al., 1992; Lornejad-Schéfer et
al., 2003).

Hypoosmolaritat (205 mosmol/L) zeigte hingegen eine signifikant gesteigerte
Phosphorylierung des 4E-BP1 (Abb. 3.2). Auch dies steht im Einklang mit bereits
publizierten Ergebnissen, da Hypoosmolaritat durch die verursachte Zellschwellung
metabolische Insulineffekte nachahmt, was u.a. auch die Hochregulation der Protein-
biosynthese betrifft (Stoll et al., 1992; Mejier et al., 1992; Haussinger, 2001, 2004).

Infolge einer hyperosmotisch erzeugten Dehydratation kdnnen unterschiedliche
Ausloser die Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung verursachen. Zum einen
kann sie durch Erhdhung der lonenstarke (ausgeldst durch Erhdhung der Natrium-
chlorid-Konzentration), durch eine Erhdhung der Osmolaritat per se oder durch die
Volumenabnahme hervorgerufen werden. Die Einstellung von Hyperosmolaritat
durch drei alternative Osmolyte sollte diese Frage klaren. Dabei zeigte sich, dass nur
Raffinose, ein zell-impermeabler Osmolyt, ahnlich wie NaCl eine verminderte 4E-
BP1-Phosphorylierung auslésen konnte (Abb. 3.3). Die anderen eingesetzten
Osmolyte Harnstoff (permeabler Osmolyt) und Mannitol (semi-permeabler Osmolyt)

vermochten diesen Effekt nicht zu erzeugen. Dies zeigt, dass die hyperosmotische
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Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung nicht primar durch eine Erhdhung der
lonenstarke erzielt wird. Es ist daher davon auszugehen, dass die Zellvolumen-
abnahme der Trigger fur die hyperosmotisch reduzierte 4E-BP1-Phosphorylierung
ist.

Interessanterweise beeinflussen Hypo- und Hyperosmolaritdt die 4E-BP1-Phos-
phorylierung gegenlaufig (Abb. 3.2). Ahnlich findet man auch eine gegenlaufige
Regulation ,spater” Gene, die z.B. fur die Phosphoenolpyruvatcarboxykinase, die
Tyrosin-Aminotransferase, den Taurintransporter oder die Betain-Homocystein-
Methyltransferase kodieren (Newsome et al., 1994; Warskulat et al., 1996; Warskulat et al.,
1997; Lornejad-Schifer, et al., 2005; Schafer et al., 2007; Schéfer et al., 2007). Andererseits
aktivieren sowohl Hypo- als auch Hyperosmolaritat, wenn auch mit unterschiedlichen
Kinetiken, MAP-Kinasen und die Expression von immediate early genes (Finkenzeller
et al., 1994; Schliess et al., 1998; Wiese et al., 1998; Lornejad-Schéfer et al., 2003; Lornejad-
Schifer et al., 2005). Der hier am 4E-BP1 erstmals erhobene Befund einer gegenlaufig
ausgepragten Beeinflussung der Phosphorylierung/Aktivitat eines Signalproteins
konnte auf einen ,Osmosensor® hinweisen, der ein Spektrum von Zellvolumen-
anderungen (sowohl Zellschwellung als auch Zellschrumpfung) registriert und
entweder mit dem mTOR identisch oder an den mTOR-Signalweg gekoppelt ist. Dies

zu klaren ist weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Da Zellvolumenanderungen die Umstrukturierung der Mirkofilamente und Mikortubuli
verursachen (Theodoropoulos et al., 1992; Haussinger et al., 1994 b), kann das Zyto-
skelett eine Rolle beim Osmosignaling spielen (vom Dahl et al., 2001; Papakonstanti,
2000, 2007). So konnte in HepG2-Zellen gezeigt werden, dass die Zerstérung des
Aktin-Zytoskeletts eine hypoosmotisch induzierte Phosphorylierung der PKB, eine
dem mTOR ubergeordnete Kinase (Abb. 1.2), verhindert (Kim et al., 2001). Es ist
denkbar, dass die H4lIE-Zellen hyperosmotisch induzierte Zellschrumpfung Uber das
Zytoskelett wahrgenommen wird und dieses den Effekt auf die 4E-BP1-
Phosphorylierung vermittelt. Jedoch konnte die hyperosmotische Verminderung der
4E-BP1-Phosphorylierung durch verschiedene Modulatoren des Zytoskeletts nicht
beeinflusst werden. Weder der Einsatz von Phallacidin (stabilisiert Aktin-Zytoskelett)
noch Latrunkulin B (Depolymerisation des Aktin-Zytoskeletts) oder Colchicin
(Depolymerisation der Mikrotubuli) vermochten den Effekt zu inhibieren (Abb. 3.5),
was eine Rolle des Zytoskeletts bei der hyperosmotischen Regulation der 4E-BP1-

Phosphorylierung unwahrscheinlich macht.
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Es ist bereits gezeigt worden, dass kompatible organische Osmolyte in der Leber
eine schutzende Wirkung gegenuber verschiedenen Stressfaktoren ausuben und zu
einer Adaptation der Zelle an hyperosmotische Bedingungen beitragen (Wettstein
& Héussinger, 1997; Warskulat et al., 1997; Schliess et al., 2002; Schliess & Haussinger,
2002b). Der Einfluss von Betain, myo-Inositol und Taurin auf den hyperosmotischen
Effekt der reduzierten 4E-BP1-Phosphorylierung wurde daher untersucht (Abb. 3.4).
Allerdings vermochte keiner dieser Osmolyte den Effekt zu unterdriicken. Auch eine
zentrale Beteiligung von Serin/Threonin- oder Tyrosin-Phosphatasen konnte an dem
hier beschriebenen Effekt ausgeschlossen werden, da die spezifischen Phos-
phatase-Inhibitoren Vanadat (Tyrosin-Phosphataselnhibitor), Calyculin A (Serin/
Threonin-Phosphataseinhibitoren) und Okadainsaure (Serin/Threonin-Phosphatase-
inhibitoren) ohne Einfluss auf die hyperosmotisch verminderte 4E-BP1-
Phosphorylierung waren (Abb. 3.6). Das gleiche Resultat ergab sich bei der
Untersuchung der Beteiligung von Tyrosin-Kinasen. Die Inhibitoren Genistein, ein
Tyrosinkinase-Inhibitor wie auch das inaktive Analogon Daidzein blieben ohne Effekt
auf die hyperosmotisch reduzierte 4E-BP1-Phosphorylierung (Abb. 3.6). Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass gegen diese Inhibitoren insensitive Phos-

phatasen und Tyrosinkinasen involviert sind.

Es zeigte sich eine Sensitivitdt der hyperosmotischen Unterdriickung der 4E-BP1-
Phosphorylierung gegenuber dem breit wirkenden Proteinkinase-Inhibitor H7 (Abb.
3.6). H7 ist nicht nur als allgemeiner Proteinkinase-Inhibitor bekannt, sondern wird
auch als Proteinkinase C (PKC)-Inhibitor beschrieben (Kawamoto & Hidaka, 1984;
Quick et al., 1992). Aus diesem Grund wurde die Rolle der PKCs an dem hier
untersuchten Effekt genauer beleuchtet. Dazu wurden die PKC Inhibitoren Rottlerin,
PKCCZ-inhibitorischen Peptid sowie G6 6850 eingesetzt, jedoch konnte der Effekt des
H7 nicht imitiert werden (Abb. 3.7). Dies lasst darauf schliellen, dass die Wirkung
des Proteinkinase-Inhibitors H7 auf die hyperosmotisch verminderte 4E-BP1-
Phosphorylierung nicht durch eine Inhibierung der PKC beruht, sondern auf die
Inhibition einer anderen Kinase zuruckzufuhren ist. Tatsachlich zeigt H7 ein breites
Wirkungsspektrum (Galdiero et al., 2006; Aihara et al., 200).

Hyperosmolaritat fihrt in der Leber zu einer Steigerung des allgemeinen Protein-
abbaus (H&ussinger, 1996). Eine im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Hypothese zum

Mechanismus der hyperosmotisch induzierten Verminderung der 4E-BP1-Phos-
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phorylierung war daher, dass es unter hyperosmotischen Bedingungen zu einem
beschleunigten Abbau des 4E-BP1 kommt und dass dabei phosphoryliertes 4E-BP1
durch de novo synthetisiertes unphosphoryliertes 4E-BP1 ersetzt wird. Dies konnte
sich in der Western Blot-Analyse als ,Dephosphorylierung® des 4E-BP1 unter
hyperosmotischen Bedingungen darstellen. Diese Hypothese musste jedoch
verworfen werden. Weder lies sich die Osmosensitivitdt durch die Inhibierung des
proteasomalen oder autophagischen 4E-BP1-Abbaus beeintrachtigen (Abb. 3.9),
noch beeinflusste eine Inhibition der de novo Proteinsynthese (Abb. 3.8) die
Osmosensitivitat der 4E-BP1-Phosphorylierung.

Bekannt ist allerdings, dass in apoptotischen Maus- und Rattenfibroblasten
Caspasen zu einer 4E-BP1-Spaltung fuhren (Tee & Proud, 2000) und dass die
Caspase-Aktivitat in Hepatozyten (Reinehr et al., 2002) und H4IlIE-Zellen (Lornejad-
Schéfer et al., 2005) durch Hyperosmolaritat erhoht wird. Trotzdem konnte mit Hilfe des
Pan-Caspase Inhibiotors Z-VAD-FMK als auch des Capase 3-spezifischen Inhibitors
Z-DEVD-FMK die hyperosmotische Unterdrickung der 4E-BP1-Phosphorylierung
nicht gehemmt werden (Abb. 3.6). Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass es unter
hyperosmotischen Bedingungen weder zu einem beschleunigten proteasomalen,
noch zu einem autophagischen oder durch Caspase-induzierten Abbau des

phosphorylierten 4E-BP1 kommt.

In Rattenhepatozyten sind oxidativer und osmotischer Stress eng miteinander
assoziiert, da auf der einen Seite hyperosmotische Zellschrumpfung zu einer ROS
(reactiv oxygen species)-Produktion fuhrt (Reinehr et al., 2003) und auf der anderen
Seite ROS eine Zellschrumpfung induzieren (Hallbrucker et al., 1993; Saha et al., 1993).
Man kann sich daher vorstellen, dass osmotischer und oxidativer Stress im Rahmen
sich gegenseitig verstarken und einen autoamplifikatorischen Loop bilden, der durch
das antioxidative und das volumenregulatorische Potenzial der Zellen limitiert wird.
Es ist bereits bekannt, dass die hyperosmotische Induktion der MKP-1 mRNA-
Expression in H4lIE-Zellen sensitiv gegenuber Antioxidantien ist (Schliess et al., 1998),
was darauf hindeutet, dass Hyperosmolaritat eine ROS-Produktion auch in diesen
Zellen induziert. Eine Beteiligung des oxidativen Stresses an der hyperosmotisch
reduzierten 4E-BP1-Phosphorylierung in H4lIE Rattenhepatomzellen ist daher
denkbar. Mittels eines spezifischen ROS-Fluoreszenz-Farbstoffes, DCF-DA (Sanchez
et al,, 1999) konnte in der hier vorgelegten Arbeit eine durch Hyperosmolaritat

induzierte ROS-Produktion nachgewiesen werden (Abb. 3.10). Diese zeigte eine
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Sensitivitat gegenuber den Antioxidantien Epigallocatechin Gallat (EGCG) und
Selenoprotein P (SeP) sowie dem Superoxid-Dismutase-Mimetikum MnTBAP
(Abb. 3.11). Hyperosmolaritat induzierte aber nicht nur die Bildung von ROS,
sondern auch die von Stickstoffmonoxid (NO). Mittels eines zweiten Fluoreszenz-
Farbstoffs der spezifisch die NO Produktion nachweisen kann, DAF-FM (Kojima et al.,
1999) konnte eine signifikante Inuktion der NO-Produktion, ausgel6st durch
Hyperosmolaritat, gemessen werden (Abb. 3.12). Diese lies sich durch den NO-
Synthase (NOS)-Hemmstof, L-NMMA blockieren, was auf eine NOS-katalysierte NO-
Produktion unter hyperosmotischen Bedingungen hinweist, wahrend eine nicht-
enzymatische NO-Freisetzung aus nitrosylierten Proteinen offenbar keine Rolle spielt
(Abb. 3.12).

Die Beteiligung der hyperosmotisch verursachten ROS- oder NO-Produktion an der
Unterdrickung der 4E-BP1-Phosphorylierung wurde anhand von weiteren
Experimenten naher beleuchtet. Es stellte sich heraus, dass nur die Antioxidans
EGCG auch auf Ebene der 4E-BP1-Phosphorylierung einen Effekt ausubte
(Abb. 3.13; 3.14). Die anderen verwendeten Verbindungen L-NMMA, Katalase,
Harnsaure, Trolox, Desferoxamin, MNTBAP sowie das SeP waren ohne Effekt auf
die hyperosmotisch verminderte 4E-BP1-Phosphorylierung. Daher ist anzunehmen,
dass der Effekt des EGCG auf die 4E-BP1-Phosphorylierung nicht auf seine

antioxidativen Eigenschaften zurtick zu flhren ist.

EGCG ist ein Lebensmittelbestandteil in z.B. grinem Tee, schwarzer Schokolade,
Rotwein oder Granatapfeln und aktiviert eine Fulle moglicher Wirkungsmechanismen
(Waltner-Law et al., 2002). Es weil3t neben der antioxidativen u.a. auch eine Wirkung
als p38™APK Inhibitor auf (Bain et al., 2003). In Anbetracht der Tatsache, dass
Hyperosmolaritat in H4lIE-Zellen MAP-Kinasen aktiviert (Schliess et al., 1998), konnte
eine Beteiligung der MAPK an dem Osmosignaling zu 4E-BP1 angenommen werden.
Daher wurde mittels spezifisch wirkender MAPK-Inhibitoren die Beteiligung der
p38MAPK (durch SB 203580), der Erk-1/2*PK (durch MEK Inhibitor PD 98059) sowie
der JNKs™APX' (durch SP 60125) ausgeschlossen (Abb. 3.15), da keiner der
Inhibitoren die hyperosmotisch verminderte 4E-BP1-Phosphorylierung zu verhindern
vermochte. Die EGCG-vermittelte Inhibierung der hyperosmotisch induzierten
Abnahme der 4E-BP1-Phosphorylierung muss daher auf eine andere Eigenschaft

des EGCG zurick zu fuhren sein.
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Zur genaueren Charakterisierung wurde daher der Effekt des EGCGs unter normo-
und hyperosmotischen Bedingungen auf weitere Komponenten des mTOR-
Signalweges untersucht. Es ist zum einen bekannt, dass EGCG eine antidiabetische
Wirkung in Ratten aufweist, indem es eine Insulin-ahnliche Wirkung bezlglich der
Hemmung der hepatischen Glukoneogenese und der Reduktion des
Blutzuckerspiegels verursacht (Waltner-Law et al., 2002; Collins et al., 2007) und zum
anderen, dall EGCG zu einer erhdhten Insulinsensitivitat fuhrt (Potenza et al., 2007;
Collins et al., 2007). Daher wurde der Effekt des EGCG auf die Komponenten des
mTOR-Signalweges auch in Gegenwart von Insulin untersucht (Abb. 3.16). Es
konnte in der vorgelegten Arbeit zum einen gezeigt werden, dass die hyperosmotisch
induzierte Verminderung der Phosphorylierung der fir die mTOR-Aktivierung
relevanten Positionen Ser®**® und Ser®*®' (Reynolds et al., 2002; Navé et al., 1999;
Peterson et al., 2000), als auch die hyperosmotische Verminderung der mTOR-
Effektoren 4E-BP1 und p70 S6-Kinase, in Ab- und Anwesenheit von Insulin durch
EGCG antagonisiert wurden. Zum anderen konnte eine mTOR-Phosphorylierung an
beiden Positionen durch EGCG stark gesteigert werden und zwar in Abwesenheit
oder Gegenwart von Insulin (Abb. 3.16).

Insgesamt passen diese Ergebnisse zu einem in der Literatur beschriebenen Bild
des EGCGs als gegen Insulin-sensibilisierende und antidiabetisch wirkende
Substanz. Auch konnte hier zum ersten mal eine EGCG vermittelte mTOR-

Aktivierung in H41IE-Zellen festgestellt werden.

4.2 Rolle von Aminosduren fiir die Sensitivitait des mTOR-
Signalweges gegen Hyperosmolaritét

Fir eine vollstandige mTOR-Aktivierung ist das Vorhandensein von intrazellularen
Aminosauren, insbesondere Leucin (Shigemitsu et al., 1999; Lynch et al., 2000)
erforderlich, welche ein von PI 3 Kinase und PKB unabhangiges Signaling zu mTOR
aktivieren (van Sluijters et al., 2000). Prinzipiell sind zwei Moglichkeiten der Beteiligung
von Aminosauren an der der hyperosmotischen Unterdrickung des mTOR-
Signalweges denkbar. Zum einen kdnnten hyperosmotisch bedingte Veranderungen
des intrazellularen Aminosaureprofils eine verminderte Aktivitat des mTOR-
Signalweges verursachen. Zum anderen kénnte Hyperosmolaritat die Effizienz von

Aminsauren herabsetzen hinsichtlich der Aktivierung mTOR-abhangiger Signale.
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Ein im Rahmen dieser Arbeit erstelltes Aminsaureprofil von H4IlIE-Zellen unter
normo-, hypo- und hyperosmotischen Bedingungen zeigte, dass die
Leucinkonzentration durch die Osmolaritatsveranderungen nicht signifikant be-
einflusst wurde (Tab. 3.1/Abb. 3.17) und daher eine hyperosmotisch vermittelte
Leucin-Ausschittung oder Akkumulation nicht an der Vermittlung der Osmo-
sensitivitat der 4E-BP1-Phosphorylierung beitragt. Bei der Betrachtung der sich
insgesamt veranderten Aminosaurekonzentrationen liel3 sich feststellen, dass Hypo-
osmolaritat zu einer signifikant reduzierten Gesamt-Aminosaurekonzentration fuhrte
(Tab. 3.1). Keine Veranderung der Gesamtkonzentration der gemessenen Amino-
sauren liel3 sich jedoch unter hyperosmotischen Bedingungen zeigen. Bis auf Glycin
und Arginin wurden alle restlichen gemessenen Aminosauren in ihrer Konzentration
durch hyperosmotische Exposition nicht signifikant verandert. Es kam insgesamt
somit zu keiner Ausschuttung von intrazellularen Aminsauren, auf die eine Herab-

regulation der mTOR-AKktivitat durch Hyperosmolaritat zurtickgefiuhrt werden kénnte.

Leucin ist ein wichtiger mTOR-Aktivator (Shigemitsu et al., 1999; Lynch et al., 2000).
Eine Annahme war daher, dass eine durch Hyperosmolaritdt verursachte Leucin-
Resistenz ein Mechanismus bei der hyperosmotischen Herabregulation der Aktivitat
von mTOR und dessen Effektoren sein konnte. In einem weiteren Experiment
wurden daher die H4lIE-Zellen in Medium ohne Aminosaurezusatz gehalten und mit
Leucin stimuliert. Es zeigte sich, dass die Sensitivitat der 4E-BP1- und p70 S6-
Kinasen-Phosphorylierung durch Leucin unter normo- und hyperosmotischen
Bedingungen nicht unterschiedlich war (Abb. 3.19). Da H4lIE-Zellen durch auto-
phagische Proteolyse zelleigene Proteine abbauen und so intrazellulare Amino-
sauren selbst generieren kdnnen (Blommaart et al., 1997; Shigemitsu et al., 1999), wurde
das Experiment auch in Gegenwart von Wortmannin, welches die autophagische
Proteolyse inhibiert (Shigemitsu et al., 1999; Héaussinger et al., 1999) durchgeflhrt.
Dadurch anderte sich jedoch das beschriebene Bild der 4E-BP1- und 70S6-Kinasen-
Phosphorylierung durch Leucin nicht.

Insulin-induzierte eine signifikante Phosphorylierung des 4E-BP1 und der p70 S6-
Kinase auch in Abwesenheit von den im Medium zugesetzten Aminosauren (Abb.
3.19). Hyperosmolaritat fihrte auch unter dieser Bedingung zu einer Abnahme der
Phosphorylierung beider Effektoren durch Insulin. In Gegenwart von Wortmannin
wird das Insulinsignal zu 4E-BP1 und p70 S6-Kinase durch die Inhibierung der PI 3

Kinase und moglicherweise auch durch die dadurch unterbundene intrazellulare
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Bereitstellung von Aminosauren unterbrochen (Haussinger & Schliess, 1999; Cross et al.,
1995) (Abb. 3.19). Insgesamt zeigen die hier diskutierten Daten, dass Hyper-
osmolaritat nicht Uber die Entwicklung einer Leucin-Resistenz und zu einer Unter-

drickung der 4E-BP1- und p70 S6-Kinasen-Phosphorylierung fuhrt.

4.3 Osmosensitivitdt der Phosphorylierung von Signalproteinen
des mTOR-Weges

In einem weiteren Experiment wurde in Aminosaure-haltigem Medium neben der
Phosphorylierung des 4E-BP1 und der p70 S6-Kinase auch die Osmosensitivitat der
Ser473-PhosphoryIierung der PKB und der fir die mTOR-Aktivierung relevanten
Phosphorylierungen der Positionen Ser**® und Ser®*®’ (Reynolds et al., 2002; Navé et
al., 1999; Peterson et al., 2000) untersucht. Dabei wurden sowohl Insulin-stimulierte als
auch nicht Insulin-stimulierte H4lIE-Zellen einbezogen. Interessanterweise zeigte
sich in den H4lIE-Zellen in Abwesenheit von Insulin eine beachtliche basale und
gegen Hyperosmolaritat sensitive Phosphorylierung des 4E-BP1, wahrend die PKB
und die p70 S6-Kinase unter dieser Bedingung nur schwach phosphoryliert vorlagen
(Abb. 3.18). Auch mTOR zeigte in Abwesenheit von Insulin lediglich eine schwache
Ser**®. und Ser*”®' Phosphorylierung, die jedoch durch Hyperosmolaritit weiter
vermindert war. Denkbar ist daher, dass die hyperosmotische Unterdrickung der 4E-
BP1-Phosphorylierung auf einen Effekt auf der Ebene des mTOR zurtckgefuhrt

werden kann.

Im Einklang mit friheren Befunden (Lornejad-Schéfer et al., 2003) verursachte Insulin in
den H4IIE-Zellen eine markante PKB Ser*>-Phosphorylierung, die nicht osmo-
sensitiv war und erwartungsgemaf durch Wortmannin (Hemmung der Pl 3-Kinase)
vollstandig verhindert wurde, wahrend die 4E-BP1-Phosphorylierung nur schwach
herabgesetzt war und deren Osmosensitivitdt erhalten blieb. Dagegen fiel die
Phosphorylierung der p70 S6-Kinase in Gegenwart von Wortmannin auf Basalniveau
ab (Abb. 3.18). Ein vergleichbares Ergebnis wurde auch in den mit Rapamycin
behandelten H41IE-Zellen erhalten. Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen
gefolgert werden, dass die recht hohe basale Phosphorylierung des 4E-BP1 in
H4lIE-Zellen nicht Uber den Pl 3-Kinase/ PKB-Weg und auch nicht Uber Rapamycin-
sensitive mTOR-Signale zustande kommt. Weiterhin wird die Osmosensitivitat der
4E-BP1- und der p70 S6-Kinase-Phosphorylierung nicht tber den Pl 3-Kinase/PKB-
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Signalweg vermittelt und auch gegen Rapamycin sensitive mTOR-Signale spielen
zumindest bei der Beeinflussung der 4E-BP1-Phosphorylierung durch Hyper-
osmolaritat keine Rolle. Da die mTOR-regulierte 4E-BP1-Phosphorylierung der
Literatur nach zu folgen Rapamycin sensitiv ist (Harris & Lawrence, 2003; Proud, 2005),
liegt es nun Nahe, dass die Regulation der 4E-BP1-Phosphorylierung partiell auch
uber eine andere Instanz kontrolliert wird. Grundsatzlich kann 4E-BP1 auch durch
Proteinkinase C (PKC), MAPK oder Casein Kinase Il phosphoryliert werden (Haystead
et al., 1994, Gingras et al., 1999; Kimball & Horetsky, 2001; Takata et al., 1999). Da in
dieser Arbeit bereits eine Beteiligung der MAPK und der PKC ausgeschlossen
werden konnte, ware es denkbar, dass Casein Kinase Il, zumindest partiell an der
hyperosmotischen Regulation der 4E-BP1-Phosphorylierung beteiligt ist. Die Casein
Kinase Il ist bislang jedoch nicht mit osmosensitiver Signaltransduktion in Verbindung

gebracht worden.

4.4 Rolle der AMP-aktivierten Proteinkinase bei der hyper-
osmotischen Regulation des mTOR-Signalweges

In verschiedenen Zelllinien, wie CHO oder Clone 9 Zellen, konnte bereits eine
hyperosmotische Aktivierung der AMP-activated-Proteinkinase (AMPK) gezeigt
werden (Mao et al., 2004, Smith et al., 2005; Xi et al., 2001). Da die AMPK als in-
hibierender Regulator des mTOR-Signalings beschrieben wurde (Violett et al., 2006;
Bae et al.,, 2007, Towler & Hardie, 2007), konnte eine hyperosmotische AMPK-
Aktivierung zu einer verminderten Phosphorylierung von mTOR-Effektoren in den
H4lIE-Zellen fuhren. Mittels eines Aktivitats-Assays konnte in der vorliegenden Arbeit
in H4lIE-Zellen eine signifikante AMPK-Aktivierung durch Hyperosmolaritat nach-
gewiesen werden (Abb. 3.20). Die Aktivierungsstarke entsprach der, die durch die
AMPK-Aktivatoren AICAR (Corton et al., 1995) und Metformin (Zhou et al., 2001) in den
H4IlIE-Zellen erreicht wurden. Mittels des AMPK-Inhibitors, Compound C (Zhou et al.,
2001) konnte die Aktivierung durch Hyperosmolaritat, AICAR oder Metformin
verhindert und die AMPK-Aktivitat sogar unter den basalen Wert reprimiert werden
(Abb. 3.20). Ein Zusammenhang der AMPK-Aktivitdt und dem Phosphorylierungs-
zustand des 4E-BP1 konnte gezeigt werden, indem die Wirkung der AMPK-
Aktivatoren und der Compound C auf die 4E-BP1-Phosphorylierung betrachtet wurde
(Abb. 3.22). Die Aktivierung der AMPK durch AICAR oder Metformin war dabei mit
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einer signifikanten Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung assoziiert. Durch
Inhibierung der AMPK mittels Compound C konnte diese vollstandig verhindert
werden. Die AMPK ist daher grundsatzlich zur Regulation der 4E-BP1-
Phosphorylierung fahig. Es war nun nahe liegend, dass eine AMPK-Aktivierung
(Abb. 3.20) auch an der hyperosmotisch verminderten 4E-BP1- und p70 S6-Kinase-
Phosphorylierung beteiligt ist. Die hyperosmotische Verminderung der 4E-BP1-
Phosphorylierung konnte in der Tat durch Compound C vollstandig aufgehoben
werden (Abb. 3.23). Auffallig war, dass die basale 4E-BP1-Phosphorylierung in
Gegenwart von Compound C in einem MalRe erhdht wurde, wie es sonst nur durch
Insulin zu sehen war. Das gleiche Bild zeigte sich auch bei dem zweiten mTOR-
Effektor, p70 S6-Kinase. Bislang war die Phosphorylierung der p70 S6-Kinase erst
durch eine starke Induktion wie z.B. durch Insulin sichtbar (Abb. 3.18), wobei hier
eine vergleichbare Induktion durch Compound C erzielt wurde (Abb. 3.23). Unter
zusatzlicher Hyperosmolaritat blieb eine signifikante p70 S6-Kinase Phospho-
rylierung jedoch aus, was darauf hindeutet, dass die Inhibierung der AMPK zwar die
Phosphorylierung der p70 S6-Kinase per se erhoht, allerdings nicht mit der
Osmosenstivitat der p70 S6-Kinasen-Phosphorylierung assoziiert ist.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass die Inhibierung der AMPK zu einer Zunahme
der Phosphorylierung der mTOR-Effektoren 4E-BP1 und p70 S6-Kinase fuhrte, was
fur eine erhndhte mTOR-Aktivitat spricht. In der Literatur ist bereits beschrieben, dass
die AMPK direkten Einfluss auf die mTOR-Aktivitat nehmen kann. Der genaue
Mechanismus ist zwar noch weitgehend unbekannt, jedoch ist eine direkte

Inhibierung durch Phosphorylierung des mTOR an Position Ser?**°

(Violett et al.,
2006) als auch eine indirekte Inhibierung durch Inaktivierung des Tuberins (TSC2)
(Towler & Hardie, 2007) bekannt. Durch Inhibierung der AMPK-Aktivitat bleibt folglich
die mTOR-Repression aus und es kommt zu einer erhéhten basalen mTOR-Aktivitat,
welche sich in einer erhéhten Effektor-Phosphorylierung (Abb. 3.23) zeigt.

Ferner ist die durch Hyperosmolaritat induzierte AMPK-Aktivierung an der
hyperosmotisch verminderten 4E-BP1-Phosphorylierung maligeblich beteiligt,
wahrend die Osmosensitivitat der p70 S6-Kinasen-Phosphorylierung scheinbar
davon unabhangig verlauft. D.h. die Osmosensitivitat der 4E-BP1-Phosphorylierung

ist AMPK vermittelt und verlauft nicht iber mTOR.

Wie In Abschnitt 3.3.2 (Abb. 3.16) gezeigt ist, konnte die hyperosmotisch verminderte
4E-BP1-Phosphorylierung durch EGCG antagonisiert werden. Es ware denkbar,
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dass EGCG uber eine Inhibition der AMPK die hyperosmotische Verminderung der
4E-BP1-Phosphorylierung antagonisiert. Der AMPK-Aktivitats Assay zeigte jedoch
(Abb. 3.21), dass EGCG unter der normoosmotischen Kontrollbedingung konzen-
trationsabhangig zu einer AMPK-Aktivierung fuhrte, welche die hyperosmotisch
induzierte Aktivierung sogar noch Ubertraf und durch die Compound C verhindert
werden konnte. Die hier in H4lIE-Zellen gefundene AMPK-Aktivierung durch EGCG
konnte in anderen Zelltypen auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden. So
konnte bereits in humanen Hepatomzellen, HepG2 eine EGCG vermittelte AMPK-
Aktivierung nachgewiesen werden (Collins et al., 2007). Interessanterweise bestatigte
sich dennoch die in der vorliegenden Arbeit verfolgte Annahme, da EGCG die
AMPK-AKktivitat unter hyperosmotischen Bedingungen blockierte (Abb. 3.22). Das
bedeutet, dass EGCG zwar einen aktivierenden Eigeneffekt auf die AMPK hat,
trotzdem aber die hyperosmotische AMPK-Aktivierung unterdrickt, was die
Verhinderung der hyperosmotisch verminderten 4E-BP1-Phosphorylierung durch
EGCG erklaren kann.

Interessanterweise ist die unter normoosmotischen Bedingungen durch EGCG
verursachte AMPK-Aktivierung nicht mit einer Unterdrickung der 4E-BP1-Phos-
phorylierung assoziiert, so dass anzunehmen ist, dass die AMPK hier in ihrer
Wirkung auf 4E-BP1 durch andere EGCG-aktivierte Mechanismen dominiert wird.

4.5 Hyperosmotische Regulation der Cyclin D1- und IGFBP 1-
Expression

Die Folgen einer hyperosmotisch bedingten Dehydratation und der damit
assoziierten Repression von Komponenten des mTOR-Signalweges wurden am
Beispiel des Cyclin D1, eines bekanntermallen mTOR- und 4E-BP1-abhangig
translatierten Proteins (Thomas et al., 2006) untersucht. Die Expression des Cyclin D1
Proteins zeigte eine hyperosmotisch induzierte Unterdrickung (Abb. 3.24) und auch
die Insulin-induzierte Cyclin D1-Protein-Expression war durch Hyperosmolaritat re-
primiert. Allerdings blieb der hyperosmotische Effekt auf die Cyclin D1-Expression
unbeeinflusst von Substanzen, welche die hyperosmotische Verminderung der 4E-
BP1-Phosphorylierung verhinderten (EGCG, H7, Compound C). Dies lasst vermuten,
dass die Osmosensitivitat der Cyclin D1-Protein-Expression von anderen Mecha-

nismen als die Suppression der 4E-BP1-Phosphorylierung bestimmt wird. Dass die
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Osmosensitivitat der Cyclin D1-Expression sich auf dem Translationsniveau
manifestiert ist wahrscheinlich, da bereits eine hyperosmotisch induzierte Erhéhung
des Cyclin D1 mRNA-Expressionsniveaus gezeigt wurde (Schifer et al., 2007).

Das Insulin-like-growth-factor-binding-Protein 1 (IGFBP 1) ist ein weiteres Protein,
dessen Expression mTOR-abhangig reguliert ist. IGFBP 1 wird von der Leberzelle
synthetisiert und in den Extrazellularraum sezerniert. Dort bindet es den Insulin-like
growth factor (IGF1), verhindert so die Bindung von IGF1 an seinen Rezeptor und die
darauf folgende anabol und proliferativ wirkende Signaltransduktion, wie sie durch
IGF1 beispielsweise im Rahmen der Leberregeneration aktiviert wird (Baxter, 2000).
Es ist bekannt, dass die Inhibition der mTOR-Aktivitat eine gesteigerte Igfbp 1
MRNA-Expression mit sich bringt, und umgekehrt eine Aktivierung des mTORs durch
Insulin zu einer starken Herunterregulation der Igfbp 1 mRNA-Expression flhrt,
wobei diese Herabregulation mTOR-vermittelt ist, da sie durch Rapamycin fast
vollstandig aufgehoben werden kann (Patel et al.,, 2002). Dieses mTOR-abhangige
Verhalten der Igfbp 1 mRNA-Expression konnte in dieser Arbeit anhand von RT-
PCR-Daten bestatigt werden (Abb. 3.25). Ferner fuhrte Hyperosmolaritat, ahnlich wie
die mTOR-Inhibition und im Einklang mit friher mittels DNA-Array- und Northern-
Blot-Analyse erhobenen Befunden (Schifer et al., 2007), zu einem signifikanten Igfbp 1
MRNA-Expressionsanstieg (Abb. 3.26). In diesen Zusammenhang konnte in der hier
vorliegenden Arbeit auch gezeigt werden, dass die Insulin-induzierte Igfpb 1-

Repression durch Hyperosmolaritat signifikant antagonisiert wurde (Abb. 3.26).

EGCG sowie der AMPK-Inhibitor Compound C zeigten nicht nur eine mTOR-
Aktivierung anhand der gesteigerten basalen Phosphorylierung der Effektoren,
sonder konnten die hyperosmotische Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung
unterdricken (Abb. 3.16/3.23). Es ist daher denkbar, dass diese Substanzen auch
die hyperosmotische Heraufregulation der Igfbp 1 mRNA-Expression antagonisieren.
In der Literatur ist bereits ein Zusammenhang zwischen der AMPK und der IGFBP 1-
Protein-Expression gezeigt (Lewitt et al., 2001a,b). In dieser Arbeit wurde beschrieben,
dass die IGFBP 1-Protein-Expression durch den AMPK-Aktivator AICAR signifikant
gesteigert wurde. Die hier vorgelegten Daten zeigen, dass der AMPK-Aktivator
Metformin zu einem signifikanten Anstieg der Igfpb1 mRNA-Expression flhrte,
welcher durch den AMPK-Inhibitor Compound C vollstandig antagonisiert wurde
(Abb. 3.27). Dies zeigt eine direkte Beteiligung der AMPK an der Igfbp 1 mRNA-
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Expression in den H4lIE-Zellen. Compound C verursachte auf3erdem eine Herab-
setzung der basalen Igfpb1-Expression. Auch die hyperosmotische Stimulation der
Igfbp 1 mMRNA-Expression wurde durch die Compound C antagonisiert. Insgesamt
belegen die Daten, dass die Sensitivitat der Igfbp 1 mRNA-Expression gegen
Hyperosmolaritat tUber eine Aktivierung der AMPK vermittelt ist (Abb. 3.27). Auch
EGCG, welches die AMPK-Aktivitat unter hyperosmotischen Bedingungen hemmt
(Abb. 3.21) verhinderte ebenfalls die hyperosmotische Induktion der Igfbp 1 mRNA-
Expression (Abb. 3.27).

Insgesamt kann man sagen, dass die durch Compound C und EGCG erzielten
Repressionen der Igfbp 1 mRNA-Expression (Abb. 3.27) mit den bereits
gewonnenen Daten bezuglich der mTOR-Aktivierung im Einklang stehen
(Abb. 3.16/3.23). So liegt nun nahe, dass auch hier Uber eine EGCG bzw.
Compound C induzierte mTOR-Aktivitats-Steigerung die gemessene Igfbp 1-Repres-
sion eingeleitet wurde. Eine Induktion der IGFBP 1-Expression durch Hyper-
osmolaritat konnte die Signaltransduktion des IGF1 inhibieren und so die mitogenen,
antiapoptotischen und metabolischen Effekte des IGF1 inhibieren (Schifer et al.,
2007).

4.6 Einfluss von Hyperosmolaritit und Rapamycin auf das
Genexpressionsprofil in humanen Hepatomzellen

Um global hyperosmotisch veranderte Genexpressionen mit der durch mTOR-
Inhibierung veranderten Genexpression vergleichen zu konnen und so eine Aussage
darUber treffen zu konnen, in welchem Ausmal} eine Suppression Rapamycin-
sensitiver mTOR-Signale an einem hyperosmotisch erzeugten Genexpressionsprofil
beteiligt ist, wurde ein im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 575 ,Experi-
mentelle Hepatologie® selbst hergestellter Oligonukleotid Array eingesetzt, mit dem
gleichzeitig uber 1500 Gentranskripte der Leber betrachtet werden konnen. Da die
hier verwendeten Huh7-Zellen eine hyperosmotisch verminderte 4E-BP1-
Phosphorylierung erst oberhalb von 505 mosmol/L zeigten (Abb. 3.28), wurde die
Osmolaritat fur die Array-Experimente auf diesen Wert erhort. Unter dieser
Bedingung entsprach das Ausmal} der 4E-BP1-Dephosphorylierung dem durch
Rapamycin erzeugten (Abb. 3.28). Das Ziel war es eine Schnittmenge durch

Hyperosmolaritdt und Rapamycin gleichsinnig regulierter Gene zu identifizieren.
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Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass lediglich 45 gemeinsame Transkripte
sowohl durch Hyperosmolaritat als auch durch Rapamycin reguliert wurden. Davon
waren nur 9 durch Hyperosmolaritat und Rapamycin gleichsinnig, wahrend
verbleibende 36 Transkripte durch Hyperosmolaritdt und Rapamycin gegenlaufig
reguliert wurden (Tab. 3.3/3.4).

Auffallig war, dass von den 9 gleichsinnig regulierten Transkripten 8 herunterreguliert
wurden (Tab. 3.4). Auch auffallend war, dass sich die meisten, namlich CENPF
(Cetromer Protein F), DDX24 (Deadbox Polypeptid 24), DDX42 (Deadbox Polypeptid
41), HNRPUL1 (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1) sowie OAS1
(2',5'-oligoadenylate synthetase 1) auf den Nukleonsaure-Metabolismus eingrenzen
lieRen. Drei von den 9 Transkripten kodieren auRerdem fur Transferasen, wie z.B.
MAT2A (Methinonine Adenosyltransferase 2a), das fur eine Methionin-Transferase
kodiert und die Synthese von S-Adenosylmethionin (SAM) aus Methionin und ATP
katalysiert. SAM ist ein Coenzym das am Transfer von Methylgruppen beteiligt ist.
Die metabolischen Signalwege in denen SAM involviert ist, sind die Trans-
methylierung, Transsulfurierung und Aminopropylierung (Cantoni et al., 1957; Giulidori
et al., 1984), die in anabolen Signalwegen eine Rolle spielen.

Die anderen beiden Transferasen nehmen ebenfalls eine Rolle im Nukleinsdure-
Metabolismus ein. Dabei ist die OAS1 (2',5'-oligoadenylate synthetase 1) eine
Nukleotidyl-Transferase, die im Allgemeinen als Phospho-Transferase an
Nukleotiden agiert (Ferbus et al., 1982), wahrend GART (Phosphoribosylglycinamide
formyltransferase) in der de novo Purinsynthese involviert (Wohlke et al., 2005) ist.
Diese Daten zeigen, dass die durch Hyperosmolaritat und Rapamycin gleichsinnig
regulierten Transkripte zum einen hauptsachlich herunterreguliert wurden und zum
anderen hauptsachlich den Nukleinsaure-Metabolismus betreffen und dass dieser
daher durch Hyperosmolaritdt und Rapamycin herunterreguliert vorliegt. Insgesamt
prasentieren die Daten ein Bild, bei dem Rapamycin-sensitive mTOR-Signale keine
globale Rolle bei der Vermittlung dehydratationsbedingter Genexpressions-

veranderungen haben.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Eine Dehydratation der Leberzelle fordert katabole Stoffwechselwege und Insulin-
resistenz. Zielsetzung dieser Arbeit war es, den Einfluss einer Dehydratation auf die
Signaltransduktion via mammalian target of rapamycin (mTOR) und mdgliche Kon-

sequenzen fur die mTOR-abhangig regulierte Genexpression zu untersuchen.

In H4lIE-Rattenhepatomzellen konnte gezeigt werden, dass eine hyperosmotisch
herbeigefuhrte Dehydratation die Phosphorylierung des mTOR-Effektors eukaryotic
initiation factor 4E-binding protein (4E-BP) 1 unterdrickt, wahrend Hypoosmolaritat
eine Zunahme induziert. Der hyperosmotische Effekt wird dabei Uber eine Abnahme
des Zellvolumens ausgelost. Hyperosmolaritat unterdruckt auch die Insulin-induzierte
Phosphorylierung des 4E-BP1 und der p70 S6-Kinase, wahrend die Phosphory-
lierung der von mTOR oberhalb lokalisierten PKB unbeeinflusst blieb. Hyperosmo-
laritat aktiviert die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK), wobei die hyperosmotische
Unterdrickung der 4E-BP1-Phosphorylierung durch die AMPK-Aktivatoren 5-
Aminoimidazol-4-carboxamid-1-p-D-ribofurosemid und Metformin imitiert werden
kann. Ein Inhibitor der AMPK, Compound C kann dabei die Effekte von Hyperosmo-
laritat und AMPK-Aktivatoren auf die 4E-BP1-Phosphorylierung aufheben. Auch das
Flavonoid Epigallocatechin Gallat (EGCG) verhindert den hyperosmotischen Effekt
auf 4E-BP1, was auf eine Inhibition der AMPK zurlckgefuhrt werden konnte, wobei

die antioxidative Wirkung von EGCG hierflr nicht bedeutend ist.

Hyperosmolaritat steigert in H4lIE-Zellen die Expression der mTOR-abhangig
transkribierten insulin-like growth factor binding protein (lgfbp) 1 mRNA und
unterdruckt die Expression des mTOR-abhangig translatierten Cyclin D1. Wahrend
Compound C und EGCG die hyperosmotische Igfpb1 mRNA-Induktion aufheben,
waren sie ohne Effekt auf die Repression der Cyclin D1-Expression. Dies spricht
daflrr, dass neben einer Unterdriickung von mTOR-Signalen weitere Mechanismen
an der Modulation mTOR-abhangig exprimierter Gene durch Hyperosmolaritat betei-
ligt sein konnen. Im Einklang damit zeigt die DNA-Array-basierte Analyse der
Genexpressionsprofile hyperosmotisch und mit Rapamycin behandelter humaner
Huh7-Hepatomzellen, dass der Unterdrickung von mTOR-Signalen keine globale
Bedeutung fur die Auspragung eines dehydratationsbedingten Genexpressionsmus-

ters zukommt.
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6 Summary

Dehydration of the liver cell encourages catabolic metabolic pathways and insulin
resistance. The aim of this study was to investigate the influence of dehydration on
the signal transduction via mammalian target of rapamycin (mTOR) and possible
consequences for mMTOR-dependent regulated gene expression.

It could be shown in H4IIE rat hepatom cells that a hyperosmolarity induced
dehydration suppresses the phosphorylation of the mTOR effector eukaryotic
initiation factor 4E-binding protein (4E-BP) 1 while hypoosmolarity induces an
increase. The hyperosmotic effect is triggered by a decrease in cell volume.
Hyperosmolarity also suppresses the insulin-induced phosphorylation of the 4E-BP1
and the p70 S6-kinase while phosphorylation of the PKB localized above mTOR
remained unaffected. Hyperosmolarity activates the AMP-activated protein kinase
(AMPK) whereby the hyperosmotic suppression of the 4E-BP1-phosphorylation can
be imitated by the AMPK activators 5-Aminoimidazol-4-carboxamid-1-§3-D-
ribofurosemid and Metformin. An AMPK inhibitor, Compound C can abolish the
effects of hyperosmolarity and AMPK activators on the 4E-BP1-phosphorylation. Also
the Flavonoid Epigallocatechingallate (EGCG) prevents the hyperosmotic effect on
4E-BP1 which could be attributed to an inhibition of AMPK, whereby the antioxidative
effect of EGCG is not significant for this.

Hyperosmolarity increases the expression in H4IIE cells of the mTOR-dependent
transcribed insulin-like growth factor binding protein (Igfbp) 1 mMRNA and suppresses
the expression of the mTOR-dependent translated Cyclin D1. While Compound C
and EGCG abolish the hyperosmotic Igfbp 1 mRNA induction, they are without an
effect on the repression of Cyclin D1 expression. This suggests that, in addition to a
suppression of mTOR signals, other mechanisms could be involved in the modulation
by hyperosmolarity of mTOR-dependent expressed genes. In alignment with this, the
DNA array-based analysis of gene expression profiles compares hyperosmotic-
exposed human Huh7 hepatom cells with ones treated with Rapamycin and shows
that the suppression of mTOR signals does not have global significance for the

specification of a dehydration-caused gene expression pattern.
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Kohlendioxid

counts per minute
4-Amino-5-Methylamino-2’,7’-Difluorofluoreszein-
diacetat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol

enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat

Epigallocatechin Gallat
Ethylenglycoldiamintetraacetat
eukaryotischer Initationsfaktor 4E

fotales Rinderserum (fetal bovine serum)
Gramm, Kilo-, Milli-, Mikro-, Nanogramm
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Stunde, Minute, Sekunde
Wasserstoffperoxid

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsaure
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
Insulin-like-growth factor Bindeprotein 1 (mRNA)
Insulin-like-growth factor Bindeprotein 1 (Protein)
Interleukin

Kilodalton

Liter, Milli-, Mikroliter

N-Methyl-L-Arginin

Molar, Milli-, Mikro-, Nano-, Picomolar

Milliamper

Mitogen-activated-Protein-Kinase

MAPK Phosphatase
Mangan-Superoxiddismutase

messenger -Ribonukleinsaure

mammalian target of Rapamycin

Mittelwert

Natriumchlorid

Natriumfluorid

Natriumhydroxid

Stickstoffmonoxid
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Abkurzungsverzeichnis

NOS
p70 SBK
PAA
PAGE
PBS

PBST
PCR

Pl 3Kinase
PKB
PKC
RNA
ROS
rpm

RT
RT-PCR
SAMS Peptid
SDS
SEM
Tab.
TBST
Tris

U

u.a.

\Y

v.a.

w/v

z.B.

Stickstoffmonoxid-Synthase

p70 ribosomale S6 Kinase

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphatgepufferte Salzlésung (phosohate buffered
saline)

PBS mit 0,1% Tween 20
Polymerasekettenreaktion
Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Ribonukleinsaure

reaktive Sauerstoffspezies

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur
Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
Substrat fur die AMPK (HMRSAMSGLHLVKRR)
Sodiumdodecylsulfat

Standardfehler des Mittelwertes

Tabelle

Tris buffered saline mit Tween
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan

Unit, Einheit der Enzymaktivitat

unter anderem

Volt

vor allem

weight per volume

zum Beispiel
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10 Anhang

Tab. I. Durch Hyperosmolaritit regulierte Gentranskripte

Oligonukleotid-Arrays wurden mit markierter cDNA (siehe 2.2.7) hybridisiert, die aus Huh7 Zellen gewonnen
wurde, die mit normoosmotischem (305 mosmol/L) oder hyperosmotischem (405 mosmol/L) inkubiert wurden.
Genexpressionsanderungen wurden als logarithmisches Verhaltnis gezeigt. Dabei zeigt das Verhaltnis
log10(N4os/N3gs) die hyperosmotisch induzierte Regulation im Vergleich zur der unter normoosmotischen
Bedingung an. Dabei gilt ein Verhaltnis von + 0,18 als nicht regulierte, von + 0,18 bis + 0,30 als schwache
regulierte und > 0,3 bzw. kleiner < -0,3 als stark (fett gekennzeichnet) regulierte Genexpression.

NCBI Gene NCBI 305
Index Name Symbol Accession J

405

1 UDP-glucose dehydrogenase UGDH NM_003359 -0,52

2 CD81 antigen CD81 NM_004356 -0,52

3 Malate dehydrogenase 2 MDH2 NM_005918 -0,51

4 7-dehydrocholesterol reductase DHCR7 NM_001360 -0,51

5 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 1 AHCYLA1 NM_006621 -0,50

6 paternally expressed 10 PEG10 XM_496907 -0,49
Tumor protein p53 inducible protein 8 El24 NM_004879,

7 NM_001007277 -0,49

8 Nucleolin NCL NM_005381 -0,49

NM_001008709,

NM_002708,

9 Protein phosphatase 1 PPP1CA NM_206873 048

10 guanine nucleotide binding protein (G protein) GNAI2 NM_002070 -0,47

11 | solute carrier family 1 SLC1AS NM_005628 -0,46

12 protein phosphatase PPP2R1A NM_014225 -0,46

13 keratin 8 KRT8 NM_002273 -0,46

14 Histone H1(0) H1FO0 NM_005318 -0,46
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment Napa NM_003827

15 | protein -0,46

16 Calpain, small subunit 1 CAPNS1 NM_001749 -0,45

17 | nuclear receptor subfamily 0 NrOb2 NM_021969 -0,45
Minichromosome maintenance deficient (S. MCM3 NM_002388

18 | cerevisiae) 3 -0,45

19 | Polymerase POLE3 NM_017443 -0,44

20 TAF7 RNA polymerase |l TAF7 NM_005642 -0,44

21 heat shock protein 90kDa beta (Grp94) HSPO0B1 NM_003299 0,44

22 Carnitine palmitoyltransferase Il CPT2 NM_000098 -0,44

23 ubiquitin B UBB NM_018955 -0,42

24 Peptidylprolyl isomerase B PPIB NM_000942 -0,41

25 asialoglycoprotein receptor Asgr1 NM_001671 -0,41

26 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 9 DHX9 NM_001357 -0,39

27 Cyclin | CCNI NM_006835 -0,39
Inosine triphosphatase ITPA NM_033453,

28 NM_181493 -0,39

29 alpha-2-HS-glycoprotein AHSG NM_001622 -0,39
chromosome condensation-related SMC-ass CNAP1 NM_014865

30 protein 1 -0,38

NM_001006946,

31 | syndecan 1 transcript variant 1 SDC1 NM_ 002997 -0,38

32 Prohibitin PHB NM_002634 -0.38
RAB34 RAB34 NM_031934

33 -0,37
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Anhang

NCBI Gene NCBI 305
Index Name Symbol Accession {
405
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5- YWHAB NM_003404,
34 | monooxygenase activation protein NM_139323 -0,37
35 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 56 DDX56 NM_019082 -0,37
3¢ |ATPase ATP6VOD1 NM_004691 -0,36
37 RAB5B RAB5B NM_002868 -0,36
NM_004516,
NM_012218,
38 | interleukin enhancer binding factor 3 ILF3 NM_ 153464 -0,35
39 cytochrome b-245, alpha polypeptide CYBA NM_000101 -0,35
40 | Guanidinoacetate N-methyltransferase GAMT NM_000156 -0,34
NM_007040,
NM_144732,
4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1 | HNRPUL1 NM 144734 -0,34
42 RAB7 RAB7 NM_004637 -0,33
43 NADH dehydrogenase NDUFV1 NM_007103 -0,32
NM_005809,
44 | peroxiredoxin 2 transcript variant 1 PRDX2 NM_ 181738 -0,32
NM_001003941,
45 | Oxoglutaratedehydrogenase OGDH NM_002541 -0,32
NM_001354,
NM_205845,
46 | aldo-keto reductase family 1 AKR1C2 NM 001353 -0,32
a7 | cell division cycle 42 CDC42 NM_001791 -0,32
48 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 41 DDX41 NM_016222 -0,32
NM_001728,
NM_198589,
NM_198590,
49 | Basigin (OK blood group) BSG NM_ 198591 -0,31
50 | Chaperonin containing TCP1 CCT7 NM_006429 -0,31
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 30 DHX30 NM_014966,
51 NM_138615 -0,30
52 calcium activated nucleotidase 1 CANT1 NM_138793 -0,30
53 Peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F) PPIF NM_005729 -0,30
54 | Solute carrier family 25 Slic25a1 NM_005984 -0,30
55 | Cyclin D1 CCND1 NM_053056 -0,29
56 N-acylaminoacyl-peptide hydrolase Apeh NM_001640 -0,29
57 Polymerase | and transcript release factor PTRF NM_012232 -0,29
58 ADP-ribosylation factor 1 ARF1 NM_001658 -0,28
59 | Methinonine Adenosyltransferase 2, alpha MAT2A NM_005911 -0,28
60 NIMA -related kinase 6 NEK6 NM_014397 -0,28
61 apolipoprotein A-I APOA1 NM_000039 -0,27
62 aspartyl-tRNA synthetase (Dars) Dars NM_001349 -0,27
NM_002836,
NM_080840,
63 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, A PTPRA NM_080841 -0,27
64 | TAF11 RNA polymerase II TAF11 NM_005643 -0,26
NM_001055,
NM_177529,
NM_177530,
NM_177534,
Sulfotransferase family 1A SULT1A1 NM_177536
65 -0,26
NM_003345,
NM_194259,
NM_194260,
66 ubiquitin-conjugating enzyme E2| transcript UBEZ2| NM_194261 -0,26
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Anhang

NCBI Gene NCBI 305
Index Name Symbol Accession {
405
67 FK506 binding protein 4 (59kD) FKBP4 NM_002014 -0,26
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5- YWHAE NM_006761
68 | monooxygenase activation protein -0,26
2'5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa OAS1 NM_016816
69 | transcript variant E16 -0,26
70 Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic EPHX2 NM_001979 -0,26
71 selenoprotein W1 SelW1 NM_003009 -0,25
72 RABSA RABSA NM_005370 -0,25
73 isocitrate dehydrogenase 1 IDH1 NM_005896 -0,25
74 Transketolase (Wernicke-Korsakoff syndrome) TKT NM_001064 -0,25
75 Centromere protein F CENPF NM_016343 0,25
HSPAS8 NM_006597,
76 | heat shock 70kDa protein 8 transcript variant 1 NM_153201 -0,25
77 | ADP-ribosylation factor 3 ARF3 NM_001659 -0,25
78 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 24 DDX24 NM_020414 -0,24
79 Phosphoribosylglycinamide formyltransferase GART NM_175085 -0,24
80 Coenzyme A synthase COASY NM_025233 -0,24
81 organic solute transporter beta OSTbeta NM_178859 0,23
g2 |cystatinC CST3 NM_000099 -0,23
83 Oxidase (cytochrome c) assembly 1-like OXA1L NM_005015 -0,23
84 stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) SCD NM_005063 -0,23
Protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic PPP4C NM_002720
85 | subunit -0,23
86 Pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) kinase PDXK NM_003681 -0,23
g7 | carboxylesterase 1 CES1 NM_001266 -0,23
gg | solute carrier family 25 SLC25A10 NM_012140 -0,23
89 aldehyde dehydrogenase 1 ALDH1A1 NM_000689 -0,22
90 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 3 SUMO3 NM_006936 -0,22
91 | solute carrier family 35, member B1 SLC35B1 NM_005827 -0,22
92 | V-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 | RAF1 NM_002880 -0,22
93 | serine/threonine kinase 25 STK25 NM_006374 -0,22
94 Enoyl Coenzyme A hydratase 1 ECH1 NM_001398 -0,22
95 | tumor necrosis factor receptor superfamily TNFRSF1A | NM_001065 -0,22
96 CTP:Phosphocholine Cytidyltransferase PCYT1A NM_005017 -0,22
97 MCM5 minichromosome maintenance deficient 5 MCM5 NM_006739 -0,22
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide ATIC NM_004044
98 | formyltransferase/IMP cyclohydrolase -0,22
99 Uroporphyrinogen Il synthase UROS NM_000375 -0,21
100 | baculoviral IAP repeat-containing 5 BIRC5 NM_001168 -0,21
101 | protein inhibitor of activated STAT, 1 PIAS1 NM_016166 -0,21
NM_021959,
102 | Protein phosphatase 1 PPP1R11 NM_170781 -0,21
103 | complement component 3 C3 NM_000064 -0,21
104 | selenium binding protein 1 SELENBP1 | NM_003944 -0,21
eukaryotic translation initiation factor 4E binding EIF4EBP2 NM_004096
105 | protein 2 -0,20
NM_001226,
106 | Caspase 6 CASP6 NM_ 032992 -0,20
107 | carbamoyl-phosphate synthetase 1 Cps1 NM_001875 -0,20
108 | C-src tyrosine kinase CSK NM_004383 -0,20
109 | Exportin 1 XPO1 NM_003400 -0,20
110 | CAP, adenylate cyclase-associated protein 1 CAP1 NM_006367 -0,20
109 | Exportin 1 XPO1 NM_003400 -0,20
110 | CAP, adenylate cyclase-associated protein 1 CAP1 NM_006367 -0,20
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111 | solute carrier family 40, member 1 SLC40A1 NM_014585 -0,20
112 | Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha ARHGDIA NM_004309 -0,20
113 | Quinolinate phosphoribosyltransferase QPRT NM_014298 -0,20
MCM4 NM_005914,
114 | Minichromosome maintenance deficient 4 NM_182746 -0,20
ATP2A2 NM_001681,
115 | ATPase NM_170665 -0,19
116 | tubulin, beta polypeptide TUBB NM_178014 -0,19
117 | Flap structure-specific endonuclease 1 FEN1 NM_004111 -0,19
118 | Phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH NM_006623 -0,19
119 | 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 1 | HMGCS1 NM_002130 -0,19
NM_001005502,
NM_001874,
120 | Carboxypeptidase M CPM NM_ 198320 -0,19
121 | TAF10 RNA polymerase |l TAF10 NM_006284 -0,19
122 | Dual specificity phosphatase 3 DUSP3 NM_004090 -0,19
123 | v-myc myelocytomatosis MYC NM_002467 -0,19
124 | COX11 homolog COX11 NM_004375 -0,19
125 | actin, gamma 1 ACTG1 NM_001614 -0,19
DNA fragmentation factor DFFA NM_004401,
126 NM_213566 -0,18
127 | chaperonin containing TCP1 CCT6A NM_001762 -0,18
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E, SERPINE2 NM_006216
128 | member 2 -0,18
Asparagine synthetase transcript variant 2 ASNS NM_001673,
NM_133436,
129 NM_183356 -0,18
130 | Glucose regulated protein GRP58 NM_005313 -0,18
131 | serpin peptidase inhibitor, clade D, member 1 SERPIND1 | NM_000185 -0,18
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 HNRPA1 NM_002136,
132 NM_031157 -0,18
133 | procollagen-proline P4HB NM_000918 -0,18
134 | IMP (inosine monophosphate) dehydrogenase 2 IMPDH2 NM_000884 0,18
135 | DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15 DHX15 NM_001358 0,18
136 | Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD) HPGD NM_000860 0,18
Protein phosphatase 1A alpha isoform PPM1A NM_021003,
137 NM_177952 0,18
138 | HMG-CoA reductase Hmgcr NM_000859 0,18
139 | Cryptochrome 1 (photolyase-like) CRY1 NM_004075 0,18
140 | GADD153 Ddit3 NM_004083 0,18
141 | Complement factor H CFH NM_000186 0,18
142 | beta-2-microglobulin B2M NM_004048 0,18
143 | ribosomal protein S6 kinase RPS6KB1 NM_003161 0,18
144 | Cell division cycle 34 CDC34 NM_004359 0,18
145 Integrin, alpha V ITGAV NM_002210 0,18
146 | solute carrier family 30, member 1 Slc30a1 NM_021194 0,19
147 | Cytochrome P450 CYP51A1 NM_000786 0,19
148 | programmed cell death 5 PDCD5 NM_004708 0,19
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39 DDX39 NM_005804,
149 NM_138998 0,20
150 | elongation factor, RNA polymerase II, 2 ELL2 NM_012081 0,20
151 | Creatine kinase CKB NM_001823 0,20
152 | cytochrome c oxidase subunit Vib polypeptide 1 COX6B1 NM_001863 0,20
153 | arginase, type Il ARG2 NM_001172 0,20
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NM_005746,
154 | pre-B-cell colony enhancing factor 1 PBEF NM_182790 0,21
155 | major histocompatibility complex, class I, C HLA-C NM_002117 0,21
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 MAP3K7IP2 | NM_015093
156 | interacting protein 2 0,21
157 | hairy and enhancer of split 1 HES1 NM_005524 0,21
158 |ribosomal protein S12 RPS12 NM_001016 0,21
159 | Dnad (Hsp40) homolog, member 1 DNAJB1 NM_006145 0,22
NM_002706,
NM_177968,
160 | Protein phosphatase 1B, beta isoform PPM1B NM_ 177969 0,22
NM_002574,
NM_181696,
161 | peroxiredoxin 1 PRDX1 NM_181697 0,22
162 | Pnad (Hsp40) homolog, member 9 DNAJB9 NM_012328 022
ATF4 NM_182810
163 | activating transcription factor 4 NM_001675 0,22
164 |arginase Arg1 NM_000045 0,23
Sel15 NM_203341
165 | 15kDa selenoprotein NM 004261 0,23
166 | insulin receptor substrate 1 Irs1 NM_005544 0,23
167 | Dual specificity phosphatase 16 DUSP16 AB051487 0,24
168 | non-metastatic cells 2 NME2 NM_002512 0,24
169 | H2A histone family, member Z H2AFZ NM_002106 0,24
170 | Alanyl (membrane) aminopeptidase CD1 ANPEP NM_001150 0,25
171 | Tropomyosin 2 (beta) TPM2 NM_213674 0,25
172 | fatty acid binding protein 1 Fabp1 NM_001443 0,25
Aldo keto Reductase member B1(Aldose NM_001628
173 | Reductase) AKR1B1 0,26
174 | SUMO1/sentrin specific protease 6 SENP6 NM_015571 0,26
NM_198337,
NM_198336,
175 | insulin induced gene 1 INSIG1 NM_005542 0,26
176 | growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha GADD45A NM_001924 0,26
177 |interferon, alpha-inducible protein G1P2 NM_005101 0,27
178 | DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 48 DDX48 NM_014740 0,27
179 | SCY1-like 1; N-terminal kinase-like SCYL1 NM_020680 0,28
180 | DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 26 | DDX26 NM_012141 0,29
181 | Carbonic anhydrase | CA2 NM_000067 0,31
superoxide dismutase 2, mitochondrial; Sod2 NM_000636
182 | manganese-containing superoxide dismutase 0,31
183 | ubiquitin-conjugating enzyme E2D 1 UBE2D1 NM_003338 0,32
184 | Ras homolog gene family, member E ARHE NM_005168 0,33
185 | Spermidine/spermine N1-acetyltransferase SAT NM_002970 0,34
186 | Inhibitor of DNA binding 2 ID2 NM_002166 0,35
1g7 | heat shock 70kDa protein 1B HSPA1B NM_005346 0,36
188 | glycogen synthase kinase 3 beta GSK3B NM_002093 0,37
NM_021784,
189 | forkhead box A2 FOXA2 NM_153675 0,37
190 |interleukin 8 IL8 NM_000584 0,40
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 5 NM_004396
191 | (RNA helicase, 68kD) DDX5 0,41
192 | Jun B proto-oncogen JUNB NM_002229 0,43
NM_005345
193 | Heat shock 70kD protein 1A HSPA1A 0,44
194 | DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A DNAJA1 NM_001539 0,51
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Anhang

NCBI Gene NCBI 305
Index Name Symbol Accession {

405
solute carrier family 5 (inositol transporters), Sicba3 NM_006933

195 | member 3; SMIT 0,58
suppressor of cytokine signaling 5 SOCS5 NM_014011,

196 NM_144949 0,60
ephrin-A1; immediate early response protein B61 EFNA1 NM_004428,

197 NM_182685 0,65

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 DNAJB4 NM_007034 0.67

198 )

nuclear factor of kappa light polypeptide gene NFKBIA NM_020529

199 | enhancer in B-cells inhibitor, alpha 0,76
solute carrier family 38, member 2; system A Slc38a2 NM_018976

200 | (ATA2) 0,79
A disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin ADAMTSH1 NM_006988

201 | type) with thrombospondin type 1 motif, 1 0,80

growth arrest and DNA-damage-inducible, beta GADD45B NM_015675 0.81

202 )

v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene FOS NM_005252

203 | homolog 0,93
NM_007207,
NM_144728,

204 | dual specificity phosphatase 10; MKP-5 DUSP10 NM_144729 1,05
dual specificity phosphatase 1; MAP kinase NM_004417

205 | phosphatase 1 DUSP1 1,10

Tab. Il. Durch Rapamycin regulierte Gentranskripte

Oligonukleotid-Arrays wurden mit markierter cDNA (siehe 2.2.7) hybridisiert, die aus Huh7-Zellen gewonnen
wurde die mit normoosmotischem (305 mosmol/L) Medium mit DMSO (Solvens flir Rapamycin) oder mit
normoosmotischem Medium mit 500 nM Rapamycin (Rap) inkubiert wurden. Genexpressionsanderungen wurden
als logarithmisches Verhaltnis gezeigt. Dabei zeigt das Verhaltnis l0og10(Nrap/N3os+pmso) eine durch Rapamycin
induzierte Regulation im Vergleich zu der unter normoosmotischen Bedingung an. Dabei gilt ein Verhaltnis von
+ 0,18 als nicht regulierte, von + 0,18 bis + 0,30 als schwache regulierte und > 0,3 bzw. kleiner < -0,3 als

regulierte Genexpression.

NCBI Gene NCBI 305(DMSO)
Index Name Symbol Accession 4
Rap
1 cysteine sulfinic acid decarboxylase CSAD NM_015989 -0,49
2 Cytochrome P450 isoform 4F12 CYP4F12 NM_023944 -0,48
3 2' 5'-oligoadenylate synthetase 1 OAS1 NM_016816 0,34
4 GADD153;DNA-damage-inducible transcript 3 Ddit3 NM_004083 -0,26
5 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E SERPINE2 | NM_006216 -0,26
6 Methinonine Adenosyltransferase 2, alpha MAT2A NM_005911 -0,26
7 Centromere protein F CENPF NM_016343 -0,26
8 solute carrier family 30, member 1 Slc30a1 NM_021194 -0,25
9 ATP-binding cassette, sub-family C Abcc2 NM_000392 -0,25
NM_007040,
NM_144732,
10 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1 | HNRPUL1 NM_ 144734 -0,24
11 period homolog 1 PER1 NM_002616 -0,23
12 tyrosine kinase 2 TYK2 NM_003331 -0,23
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide DDX26 NM_012141
13 26 -0,23
14 selenoprotein O SelO NM_031454 0,22
NM_005922,
15 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4 | MAP3K4 NM_006724 -0.22
Phosphoribosylglycinamide formyltransferase, NM_175085
16 phosphoribosylglycinamide synthetase GART -0,21
NM_006094,
NM_024767,
17 deleted in liver cancer 1 DLCA1 NM_ 182643 -0,21
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Anhang

NCBI Gene NCBI 305(DMSO)
Index Name Symbol Accession J
Rap
18 CTP synthetase CTPS NM_001905 -0,20
NM_013257,
19 Serum/glucocorticoid regulated kinase-like SGKL NM_170709 -0,20
NM_001111,
Adenosine deaminase, RNA-specific transcript ADAR NM_015840,
20 variant ADAR-a NM_015841 -0,19
FK506 binding protein 12-rapamycin associated FRAP1 NM_004958.
21 protein 1 (mTOR) -0,19
22 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 41 DDX41 NM_016222 -0,18
23 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 24 DDX24 NM_020414 0,18
24 Ras homolog gene family, member E ARHE NM_005168 -0.18
NM_002605,
NM_173454,
NM_173455,
NM_173456,
25 Phosphodiesterase 8A PDESA NM 173457 -0,18
26 Splicing factor, arginine/serine-rich 4 SFRS4 NM_005626 -0,18
NM_004060,
27 Cyclin G1 CCNG1 NM_199246 0,18
28 haptoglobin HP NM_005143 0,18
NM_002836,
NM_080840,
29 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, A PTPRA NM_080841 0,18
30 Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha ARHGDIA NM_004309 0.18
31 selenoprotein W1 SelW1 NM_003009 0,18
32 solute carrier family 35, member D2 SLC35D2 NM_007001 0,18
33 procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase | P4AHB NM_000918 0,18
programmed cell death 4 (neoplastic PDCD4 NM_014456,
34 transformation inhibitor) NM 145341 0,19
35 Coenzyme A synthase COASY NM_025233 0,19
36 CD81 antigen CD81 NM_004356 0,20
37 Histamine N-methyltransferase HNMT NM_006895 0,20
38 Exportin 1 XPO1 NM_003400 0,20
39 Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic EPHX2 NM_001979 0,21
40 tripartite motif-containing 28 TRIM28 NM_005762 0,21
41 Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 7 HSD17B7 NM_016371 0,21
NM_001017423
42 aldehyde dehydrogenase 18 family ALDH18A1 NM_002860 0,21
43 Peptidylprolyl isomerase B (cyclophilin B) PPIB NM_000942 0,22
44 protein S (alpha) PROSH1 NM_000313 0,22
45 stearoyl-CoA desaturase SCD NM_005063 0,22
46 eukaryotic translation elongation factor 1 gamma | EEF1G NM_001404 0,24
NM_021960,
47 Myeloid cell leukemia sequence 1 MCLA1 NM_182763 0,24
48 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9 DNAJB9 NM_012328 0,24
49 carboxylesterase 1 CES1 NM_001266 0,24
NM_000462,
NM_130838,
50 Ubiquitin protein ligase E3A UBE3A NM_ 130839 0,24
51 cytochrome b-245, alpha polypeptide CYBA NM_000101 0,25
NM_020995
52 haptoglobin-related protein HPR (NM_005143) 0,25
NM_005809,
peroxiredoxin 2 transcript variant 1 PRDX2 NM_181738
53 0,26
54 Calpain, small subunit 1 CAPNS1 NM_001749 0,26
55 Ubiquitin C UBC NM_021009 0,27
56 keratin 8 KRT8 NM_002273 0,28
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NCBI Gene NCBI 305(DMSO)
Index Name Symbol Accession 4
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57 chaperonin containing TCP1, subunit 7 CCT7 NM_006429 0,28

58 RAB34, member RAS oncogene family RAB34 NM_031934 0,29

59 alpha-2-HS-glycoprotein AHSG NM 001622 0,31

60 Malate dehydrogenase 2, NAD MDH2 NM_005918 0,33
interleukin enhancer binding factor 3 ILF3 NM_004516,
NM_012218,

61 NM_153464 0,33

62 N-acylaminoacyl-peptide hydrolase Apeh NM_001640 0,34
aldo-keto reductase family 1, member C2 AKR1C2 NM_001354,
NM_205845,

63 NM_001353 0,34

64 ubiquitin B UBB NM_018955 0,34

65 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 21 DDX21 NM_004728 0,35
Small nuclear ribonucleoprotein polypeptides B SNRPB NM_003091,

66 and B1 NM_198216 0,35
Sialyltransferase 1 SIAT1 NM_003032,
NM_1732186,

67 NM_173217 0,35
Etoposide induced 2.4 mRNA; tumor protein p53 | EI24 NM_004879,

68 inducible protein 8 NM_001007277 0,37

69 emopamil binding protein EBP NM_006579 0,38

70 isocitrate dehydrogenase 1 IDH1 NM_005896 0.38

7 apolipoprotein A-l APOA1 NM_000039 0,38

72 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 9 DHX9 NM_001357 0.38

73 Enoyl Coenzyme A hydratase 1 ECHA1 NM_001398 0.40

74 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 1 AHCYL1 NM_006621 0,44

75 Rhesus blood group, B glycoprotein RHBG NM_020407 0.48

76 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 | EEF1A1 NM_001402 0.51

77 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 18 DDX18 NM_006773 0,70

-03 -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=83871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=197
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=4502004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=4191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=23510450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=22538474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=9538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=5729809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=3417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=28178824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=4557320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1660
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=4503446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=10768
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=57127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=9966890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=8886

Erklarung

11 Erklarung

Hiermit erklare ich, die vorliegende Arbeit selbststadndig und unter ausschlielicher
Verwendung der angegebenen Hilfsmittel und Quellen angefertigt zu haben. Alle
Stellen, die aus veroffentlichten Schriften entnommen sind, wurden als solche
kenntlich gemacht. Die Arbeit hat in gleicher oder ahnlicher Form noch keiner
anderen Prifungsbehdrde vorgelegen. Ich habe bisher keine erfolglosen

Promotionsversuche unternommen.

Dusseldorf, den

-94 -



	1 Einleitung
	1.1 Zellhydratation
	1.1.1 Dynamik der Zellhydratation
	1.1.2 Osmosensoren und osmosensitive Signaltransduktion
	1.1.3 Zellhydratation und Leberfunktion

	1.2 Zellhydratation und mTOR-Signalweg
	1.2.1 mTOR-Signalweg
	1.2.2 mTOR und Aminosäuren
	1.2.3 Zelluläre Hydratation und Sensitivität gegen Insulin und Zytokine

	1.3 Zielsetzung

	2 Material und Methoden
	2.1 Material
	2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
	2.1.2 Lösungen und Puffer
	2.1.3 Kits
	2.1.4 Zellkultur
	2.1.4.1 Zelllinien
	2.1.4.2 Medien und Zusätze
	2.1.4.3 In der Zellkultur eingesetzte Substanzen

	2.1.5 Antikörper
	2.1.6 Primer 

	2.2 Methoden
	2.2.1 Kultivierung der Zelllinien
	2.2.2 Proteinanalyse
	2.2.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford
	2.2.2.2 SDS-Page 
	2.2.2.3 Western-Blot Analyse
	2.2.2.4 Immundetektion

	2.2.3 DCF und DAF-FM Messungen
	2.2.4 Bestimmung des intrazellulären Aminosäure-Profils
	2.2.5 AMPK-Aktivitäts Assay
	2.2.6 Reverse Transkription und quantitative Real-Time PCR 
	2.2.7 DNA Mikroarray Hybridisierung
	2.2.7.1 RNA-Isolierung und cDNA Synthese
	2.2.7.2 Array Analyse

	2.2.8 Statistische Auswertung 


	3 Ergebnisse
	3.1 Charakterisierung der Osmosensitivität der 4E-BP1-Phosphorylierung
	3.1.1 Einfluss hyperosmotischer Dehydratation auf die 4E-BP1-Phosphorylierung
	3.1.2 Osmolaritätsabhängigkeit der 4E-BP1-Phosphorylierung
	3.1.3 Einfluss unterschiedlicher Osmolyte auf die 4E-BP1-Phosphorylierung

	3.2 Pharmakologische Charakterisierung der hyperosmotisch induzierten Verminderung der 4E-BP1-Phosphorylierung
	3.2.1 Beteiligung des Zytoskeletts 
	3.2.2 Rolle von Phosphatasen und Kinasen 
	3.2.3 Rolle von Proteinsynthese und Proteolyse 
	3.2.4 Rolle von oxidativem Stress und NO 

	3.3 Einfluss von Epigallocatechin Gallat auf die 4E-BP1-Phosphorylierung
	3.3.1 EGCG als p38 MAPK Inhibitor?
	3.3.2 Effekt des EGCG auf Komponenten des mTOR-Signalweges

	3.4 Beeinflussung der Aminosäure-Sensitivität des mTOR-Signalweges durch Hyperosmolarität
	3.4.1 Einfluss von Anisoosmolarität auf die intrazellulären Konzentrationen freier Aminosäuren
	3.4.2 Rolle der PI 3-Kinase und gegen Rapamycin sensitiver mTOR-Signale für die hyperosmotische Unterdrückung der 4E-BP1-Phosphorylierung
	3.4.3 Effekt von Hyperosmolarität auf die durch Leucin-induzierte Phosphorylierung des 4E-BP1 und der p70 S6-Kinase

	3.5 Rolle der AMPK bei der hyperosmotischen Unterdrückung der 4E-BP1-Phosphorylierung
	3.5.1 Hyperosmotisch induzierte AMPK-Aktivierung
	3.5.2 Pharmakologische Charakterisierung der AMPK-Aktivierung
	3.5.3 Rolle der AMPK bei der hyperosmotischen Unterdrückung der 4E-BP1-Phosphorylierung

	3.6 Osmosensitivität der Expression mTOR-abhängig regulierter Gene
	3.6.1 Hyperosmotische Suppression der Cyclin D1-Expression
	3.6.2 Osmosensitivität der Igfbp 1 mRNA-Expression

	3.7 Einfluss von Hyperosmolarität und Rapamycin auf das Gen-expressionsprofil der humanen Huh7 Hepatom-Zelllinie 

	4 Diskussion
	4.1  Pharmakologische Charakterisierung des hyperosmotischen Effekts auf die 4E-BP1-Phosphorylierung
	4.2 Rolle von Aminosäuren für die Sensitivität des mTOR-Signalweges gegen Hyperosmolarität
	4.3 Osmosensitivität der Phosphorylierung von Signalproteinen des mTOR-Weges
	4.4 Rolle der AMP-aktivierten Proteinkinase bei der hyper-osmotischen Regulation des mTOR-Signalweges
	4.5 Hyperosmotische Regulation der Cyclin D1- und IGFBP 1-Expression
	4.6 Einfluss von Hyperosmolarität und Rapamycin auf das Genexpressionsprofil in humanen Hepatomzellen

	5 Zusammenfassung
	6 Summary
	7 Literaturverzeichnis
	8 Abkürzungsverzeichnis
	9 Danksagung
	10 Anhang
	11 Erklärung

