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Tab. 1: Die Nomenklatur der nukledren Rezeptoren
(Escriva, et al. 2000, Germain, et al. 2006) 2
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Androgen-Rezeptor

bile acid-CoA synthetase (Gallensaure-CoA Synthetase)
bile acid receptor (Gallensaure-Rezeptor)= FXR

bile acid-CoA: amino acid N-acetyltransferase
(Gallensaure-CoA: Aminosaure-N-Acetyltransferase)
Bifunktionales Enzym

Bovines Serumalbumin (Rinderserumalbumin)

bile salt export pump (Gallensalz-Exportpumpe)
Basenpaare

beziehungsweise

cyclisches Adenosin-3’,5’-monophosphat
Constitutiver-Androstan-Rezeptor

CREB Bindeprotein

Cytoplasmatisches CAR-Retentionsprotein
CCAAT-Enhancer Binding Protein (-Verstarker-Bindungsprotein)
Carnityl-Palmityltransferase

cAMP-responsives Element Bindeprotein

C-terminal extension (C-terminale Verlangerung)
Cytochrom P450

DNA-Bindedoméne

Dichlorodiphenyltrichloroethan

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsédure

Prostaglandin Do-Rezeptor (D-Prostaglandin-Rezeptor)
Direct repeat (direkte Wiederholung)
Vitamin-D-Rezeptor-interagierendes-Protein
Ethylendiamin-Tetraacetat

Endoplasmatisches Retikulum
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ER
FABP
FAD
FCS
FMN
FXR
GAPDH
GCNF1
GLUT2
G-Protein
gp130
GR
GRE
GST
HAT
HDL
HMG-CoA
HMW-Standard
HEPES
HNF4o
iBABP
lgG

IL-6

IR

ITS

kb

KG
LBD
LBP
LPS
LCAS
LCAD

Luc
LXR
mAK
MAPK
MDR

Estrogen Receptor (Ostrogen-Rezeptor)

fatty acid binding protein (Fettsdure-Bindeprotein)
Flavin-Adenin-Dinucleotid

Fetal calf serum (Fétales Kélberserum)
Flavin-Mononucleotid

Farnesoid-X-Rezeptor
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

germ cell nuclear factor 1

Glucosetransporter 2
Guanin-Nucleotid-bindendes Protein

Glycoprotein 130

Glucocorticoid-Rezeptor

Glucocorticoid Responsives Element
Gluthation-S-Transferase
Histon-Acetyltransferase

high density lipoprotein (Lipoprotein hoher Dichte)
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA

High Molecular Weight-Standard
2-(4-/2-Hydroxyethyl)-Piperazinyl-1-Ethansulfonat
Hepatischer-Nuklearer-Faktor 4 o

ileal bile acid binding protein (lleales Gallensaure-Bindeprotein)
Immunglobulin G

Interleukin-6

inverted repeat (Palindrom)
Insulin-Transferrin-Natriumselenit

Kilobasenpaare

Kérpergewicht

Ligand-Bindedomane

Ligand binding pocket ( Ligand-Bindetasche)
Lipopolysaccharid (Endotoxin)

long chain acyl-CoA synthase (Langkettige-Acyl-CoA Synthase)
long chain acyl-CoA dehydrogenase
(Langkettige-Acyl-CoA Dehydrogenase)
Luciferasegen

Leber-X-Rezeptor

monoklonaler Antikérper
Mitogen-Aktivierte-Proteinkinase

multidrug resistance protein ( Multidrogen-Resistenz-Protein)
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MODY
NADPH
N-CoR
NCS
NGF1-B
NLS
n.b.
NR
ori

PB
PBS
PCN
PG
PGDo
PKA
PP
PP2A
PPAR
PPRE
PR
PROD
PVDF
PXR
ras
RIA
RNA
rpm
RXR
SF-1
SDS
SDS-PAGE
SH2
SHP
SMRT
SRC
SULT
STAT
Stlsg.

maturity onset diabetes of the young
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
Nuklearer Rezeptor Corepressor

newborn calf serum (Neonatales Kélberserum)
nerve growth factor induced clone B

Nukleare Lokalisationssequenz

nicht bekannt

Nuklearer Rezeptor

Origin of replication (Replikationsstart)
Phenobarbital

phosphate-buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlésung)
Pregnenolon-16a-Carbonitril

Prostaglandin

Prostaglandin Do

Proteinkinase A

Peroxisomenproliferator

Protein-Phosphatase 2A
Peroxisomenproliferator-Aktivierter-Rezeptor
PPAR-responsives Element
Progesteron-Rezeptor
7-Pentoxyresorufin-O-Depentylierung
Polyvinylidendifluorid

Pregnan-X-Rezeptor

Ratten-Sarkomavirus G-Protein

Radio-linked Immunoassay

Ribonucleinsaure

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Retinoid-X-Rezeptor

Steroidogener-Faktor-1

sodium dodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Src-Homologie-Doméane 2

small heterodimerisation partner (kleiner Heterodimerisierungspartner)
silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors
Steroidrezeptor-Coregulator

Sulfotransferase

signal transducer and activator of transcription
Stammlésung
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Tab.
TBS
TCPOBOP
TEMED
TNFa
TR
TRAP
Tris
Tyk

u

UDP
UGT
USF
v/v
VDR
w/v
XRS

Tabelle

Tris-buffered salt solution (Tris-gepufferte Salzlésung)
1,4-bis[2-(3,5-Dichloropyridyloxy)]benzen

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
Tumor-Nekrose-Faktor o

Thyroidhormon-Rezeptor
Thyroidhormon-Rezeptor-assoziertes Protein
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan

Tyrosin-Kinase (Janus-Kinase)

Unit [umol/min], internationale Einheit der Enzymaktivitat
Uridindiphosphat

UDP-Glucuronysyltransferase

upstream regulatory factor (aufwarts regulatorischer Faktor)
volume per volume (Volumen pro Volumen)
Vitamin-D-Rezeptor

weight per volume (Gewicht pro Volumen)

xenochemical response sequence (fremdstoffresponsive Sequenz)
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E ZUSAMMENFASSUNG

Der Fettsaurestoffwechsel unterliegt vielfaltigen Kontrollmechanismen. So wird der
Fettsdureabbau Uber die Induktion und Aktivitéat spezifischer Enzyme reguliert. Ein zentraler
Regulator ist dabei der nukledre Rezeptor Peroxisomenproliferator-aktivierter-Rezeptor-a
(PPARa). PPARa wird durch freie Fettsduren in der Zelle aktiviert und férdert Uber die
Induktion von Zielgenen den Fettsauretransport und -abbau sowie die Gluconeogenese und
Ketogenese. Der Anstieg an freien Fettsduren beim Fasten, aber auch im Diabetes aktiviert
PPARa. Unabhéngig davon wurde in beiden Stoffwechsellagen auch eine erhéhte Expression
des nukledren Rezeptors Constitutiver-Androstan-Rezeptor (CAR) und einiger CAR-Zielgene,
vorrangig Enzyme des Fremdstoffmetabolismus wie Cytochrom P450 2B (CYP2B),
festgestellt. Bei der Adaption an eine Fastensituation scheinen PPARa- und CAR-Signalwege
Uber einen bisher unbekannten Mechanismus miteinander verschaltet zu sein.

In der vorliegenden Arbeit sollte der der Verschaltung zugrunde liegende Mechanismus
anhand eines Modelsystems, der = PPARa-Agonisten-vermittelten  Verstarkung  der
Phenobarbital (PB)-abhangigen Induktion des CAR-Zielgens CYP2B, in vitro untersucht
werden. Zudem sollte die physiologische Relevanz einer durch PPARa-Agonisten vermittelten
Modulierung der CYP2B-Aktivitét in einer Ganztierstudie in vivo belegt werden.

Die verwendeten synthetischen PPARa-Agonisten steigerten in primaren Hepatozyten
der Ratte signifikant die Phenobarbital (PB)-abh&dngige mRNA- und Protein-Expression sowie
die Aktivitdt von CYP2B. Ohne vorherige PB-Behandlung induzierten PPARa-Agonisten
CYP2B nicht. In Gegenwart von PB war die Steigerung der CYP2B-Aktivitat durch PPARa-
Agonisten dosisabhangig. In einem Luciferase-Reportergenassay wurde gezeigt, dass die
Induktion durch PB unter der Kontrolle des CYP2B1-Promotors von einem distalen PBREM
(PB-responsive-enhancer-module), an welches CAR binden kann, abhéngig war. PPARa-
Agonisten steigerten diese PB- und PBREM-abhangige Reportergentranskription und
induzierten die CAR-mRNA und CAR-Proteinexpression. Sie aktivierten die Transkription
eines Reportergens unter der Kontrolle eines Promotorfragments von bis zu 4,4 kb oberhalb
des mutmaBlichen CAR-Transkriptionsstarts. Mit Hilfe von Deletionskonstrukten konnte ein
potentielles Peroxisomenproliferator-aktivierter-Rezeptor-responsives Element (PPRE) im
CAR-Promotorbereich von -942 bp bis -930 bp identifiziert werden, welches essentiell fir die
Initiation der Transkription durch PPARa-Agonisten ist. In band shift Experimenten
akkumulierte verstarkt Kernprotein mit diesem PPRE. Ein Uberschuss an unmarkiertem
Wildtyp-CAR-Reportergenvektor, nicht aber an CAR-Reportergenvektor mit PPRE-Deletion,
konnte mit dem markierten PPRE um die Bindung von Kernprotein konkurrieren. Nach
Chromatin-Immunprézipitation mit einem PPARa-Antikérper wiederum wurde das betreffende
PPRE amplifiziert.
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Bei in vivo Experimenten an mannlichen Ratten resultierte die Behandlung mit PPARa-
Agonisten in einer signifikanten Induktion der CAR-mRNA-Expression und signifikant erhéhter
PB-abhangiger CYP2B-Aktivitat. Die physiologisch Relevanz wurde durch weiterfihrenden
Experimente unterstrichen, in denen gezeigt wurde, dass die Fasten-abhangige Induktion von
CAR in PPARa-defizienten Mausen unterdrickt war.

Diese Experimente legen nahe, dass durch PPARa-Agonisten aktiviertes PPARa an
das PPRE im CAR-Promotorbereich von -942 bp bis -930 bp bindet und dadurch die CAR-
Transkription induziert. Somit kann CAR als PPARa-Zielgen betrachtet werden, was die
Schlussfolgerung zulasst, dass die PPARa- und CAR-Signalwege Uber die direkte Bindung
von PPARa an den CAR-Promotor unmittelbar miteinander verkn(ipft sind. Allerdings ist davon
unabhéangig eine Aktivierung von CAR, etwa durch PB, fiir die vermehrte Induktion von CAR-
Zielgenen notwendig.

Die physiologische Relevanz der PPARa-abhéngige CAR-Expression zeigt sich in den
Ganztierexperimenten, bei denen die Wirksamkeit der PPARa-Agonisten bestatigt werden
konnte. CAR-abhangig induzierte Enzyme sind nicht nur in groBem Umfang am
Fremdstoffmetabolismus beteiligt, sondern auch am Abbau von Schilddriisenhormonen und
Glucocorticoiden. Sie kénnen damit direkt Einfluss auf den Kohlenhydrat- und
Energiestoffwechsel sowie die Regulation der Nahrungsaufnahme nehmen. Uber eine
PPARa-abhéngige Induktion von CAR im Rahmen der Fastenadaptation kénnten die CAR-
Zielgene UDP-Glucuronyltransferase 1A1 und Sulfotransferase N beispielsweise verstérkt
Schilddriisenhormone abbauen und in der Folge den Grundumsatz senken. Der in dieser
Arbeit erstmals beschriebene Mechanismus ist dafir von zentraler Bedeutung.
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1 EINLEITUNG

1.1 Nukleare Rezeptoren

Die transkriptionelle Regulation der Expression von Zielgenen durch Transkriptionsfaktoren
erfolgt auf zwei unterschiedlichen Wegen. Hydrophile Liganden, z.B. Insulin, binden an
membrangebundene Oberflachenrezeptoren und aktivieren Uber eine Kaskade von second
messengern, die das Signal verstérken, Transkriptionsfaktoren. Lipophile Liganden kdnnen
hingegen direkt im Zellinneren Transkriptionsfaktoren, sogenannte nukleare Rezeptoren,
aktivieren. Diese nukledren Rezeptoren (NR) bilden eine der gréBten Gruppen der
Transkriptionsfaktoren bei Mehrzellern. Zu ihren Funktionen gehéren die Regulation der
Differenzierung, der Metamorphose, der Entwicklung, der Reproduktion, der
Hormonbiosynthese und der Biotransformation. Fir viele der zunachst mit dem Zusatz
,Orphan” versehenen Rezeptoren sind heutzutage synthetische und natlrliche Liganden
bekannt. Der NR-Signalweg fuhrt Uber die Produktion (endokrin, parakrin, autokrin oder
intrakrin) eines Signals (z.B. Hormone oder Fettsduren), dessen Transport zur Zielzelle und
Ligandbindung an den NR zu einer durch den nun aktiven Transkriptionsfaktor ausgelésten
zellularen Antwort (Escriva, et al. 1997). Die Aktivitdt der Rezeptoren wird oft durch die
Bindung von kleinen lipophilen Molekulen reguliert. Beispiele fur solche Liganden sind
Hormone, Fettsduren, Gallensauren, Oxysterole sowie Fremdstoffe wie Medikamente und
Umweltgifte.

1.1.1 Die Nomenklatur der nukledren Rezeptoren

Die ersten NRs traten frih in der phylogenetischen Entwicklung der Metazoen (Mehrzeller)
auf. Der Vergleich der stark konservierten DNA-Bindedomanen (DBD) und Ligand-
Bindedomanen (LBD) erméglichte eine Einteilung der Familie der nukledren Rezeptoren (NR)
in sechs Subfamilien unterschiedlicher GroBe (Amero, et al. 1992, Laudet 1997). Mitglieder
der einzelnen Subfamilien, ihre Nomenklatur und Liganden sind in (Tab. 1) aufgefuhrt. Die
Vielzahl der NRs entstand durch Genduplikation in zwei Wellen. Die erste Welle fuhrte zur
Herausbildung der sechs Subfamilien. Die zweite Welle trat spezifisch in Wirbeltieren auf und
fihrte zur Entstehung von Subtypen. Die gréBten Subfamilien sind 1 bis 3. Subfamilie 1
enthalt viele Rezeptoren, die in der Regel ein Heterodimer mit einem weiteren nukledren
Rezeptor dem Retinoid-X-Rezeptor a (RXRa) bilden. Zur Subfamilie 2 gehéren die HNF4- und
RXR-Suptypen. In Subfamilie 3 befinden sich alle Steroidhormon-Rezeptoren (Escriva, et al.
2000, Germain, et al. 2006). Speziesspezifisch treten von den einzelnen Suptypen Isoformen
auf, die z.B. durch alternatives SpleiBen entstehen.
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Subfamilie | Isoformen Nomenklatur Ligand bzw. Aktivator
1 TRa und 8 NR1A1 und 1A2 Schilddriisenhormone

PPARa, Bundy | NR1C1,1C2 und 1C3 ungesattigte Fettsauren

LXRa und B NR1H3 und 1H2 Oxysterole

FXR NR1H4 Gallensauren

VDR NR1I1 Vitamin D3

PXR NR112 Xenobiotika, PCN

CAR NR1I3 Bilirubin, Phenobarbital
2 HNF4a und y NR2A1 und 2A2 Fettsauren

RXRa, Bundy NR2B1, 2B2 und 2B3 9-cis-Retinsaure
3 ER NR3A1 Ostrogen

GR NR3C1 Dexamethason

PR NR3C3 Progesteron

AR NR3C4 Testosterone

NGF1-B NR4A1 n.b.

SF-1 NR5A1 n.b.

GCNF1 NR6A1 n.b.

Tab. 1: Die Nomenklatur der nukledaren Rezeptoren (Escriva, et al. 2000, Germain, et al.
2006)

TR= Thyroidhormon-Rezeptor, PPAR= Peroxisomenproliferator-aktivierter-Rezeptor, LXR=
Leber-X-Rezeptor, FXR= Farnesoid-X-Rezeptor, VDR= Vitamin-D-Rezeptor, PXR= Pregnan-
X-Rezeptor, CAR= Constitutiver-Androstan-Rezeptor, HNF4= Hepatischer-Nuklearer-Faktor-4,
RXR= Retinoid-X-Rezeptor, ER= Ostrogen-Rezeptor, GR= Glucocorticoid-Rezeptor, PR=
Progesteron-Rezeptor, AR= Androgen-Rezeptor, NGF1-B = ,nerve growth factor induced
clone B, SF-1= Steroidogener-Faktor-1, GCNF1= ,germ cell nuclear factor 1%, n.b.= nicht
bekannt

1.1.2 Die Struktur und die Funktion der nukledren Rezeptoren

Nukledre Rezeptoren haben eine Modulstruktur bestehend aus einer ligand-unabhéngigen
AF-1 Transaktivierungsdoméane im N-terminalen Bereich, einer hochkonservierten DBD mit
zwei Zinkfingern und einer LBD, die eine ligandenabhangige AF-2-Transaktivierungsdoméane
in ihrem C-terminalen Bereich besitzt (Abb. 1)(Aranda und Pascual 2001). Zwischen der DBD
und der LBD befindet sich eine variable Region (hinge-region), die Rotation erlaubt (Abb.
1)(Aranda und Pascual 2001). Wenige nukledre Rezeptoren binden an ihre responsiven
Elemente als Monomer, die meisten bilden zuvor entweder Homodimere oder Heterodimere
mit dem nuklearen Rezeptor RXRa (NR2B1). Zu den Rezeptoren, die Homodimere bilden,
gehdren die Steroidhormon-Rezeptoren wie der Androgen- und der Progesteron-Rezeptor (AR
und PR) und der Glucocorticoid-Rezeptor (GR) sowie RXRa selbst. Zu den Rezeptoren,
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NH; COoO
variable N-terminale l variable C-terminale

Region mit AF-1 variable Region
»Hinge* AF-2
Region

konservierte DNA-
Bindedomine konservierte Ligand-
(zwei Zinkfinger-Motive) Bindedomine

(12 a-Helices)

Abb. 1: Die Modulstruktur nuklearer Rezeptoren

Nukledre Rezeptoren sind nach einer festen Modulstruktur aufgebaut. Sie besitzen eine
variable N-terminale Region, gefolgt von einer hochkonservierten DNA-Bindedoméane. Diese
besteht aus zwei Zinkfinger-Motiven (rot), einer Rotation erlaubenden, variablen ,Hinge*-
Region, einer aus 12 a-Helices aufgebauten Ligandbindedoméne (pink) und einem variablen
C-terminalen Ende.

die Heterodimere mit RXRa bilden, gehéren z.B. der Constitutive-Androstan-Rezeptor (CAR),
der Pregnane-X-Rezeptor (PXR), der Leber-X-Rezeptor (LXR), der Farnesoid-X-Rezeptor
(FXR), der Vitamin-D-Rezeptor (VDR), der Thyroidhormon-Rezeptor (TR) und der
Peroxisomenproliferator-aktivierte-Rezeptor (PPAR) (Germain, et al. 2006). Einige nukleéare
Rezeptoren wie TR verhindern Transkription in Abwesenheit eines Liganden (Apo-Rezeptor)
durch Bindung von so genannten Corepressoren. Man unterscheidet permissive und nicht-
permissive Heterodimere. Permissive Heterodimere, wie z.B. PPAR:RXR oder RXR:LXR,
kénnen im Gegensatz zu nicht-permissiven wie RXR:VDR auch durch Liganden von RXRa
aktiviert werden (Desvergne und Wahli 1999, Kliewer, et al. 1992). Ligandbindung zu einem
oder beiden Partnern fihrt zur Bindung von Cofaktoren und stabilisiert in der Regel den
Heterodimer-Komplex. Die Strukturen der DNA und Ligand-Bindedoménen sind entscheidend
fir die Art der Dimerbildung, DNA- bzw. Ligand-Erkennung.

Die DNA-Bindedoméne (DBD): Die zentrale DBD ist fir die Erkennung des spezifischen

responsiven DNA-Elements durch den Rezeptor und die Dimerisierung mit dem zweiten NR
zustandig (Kumar, et al. 1986). Sie besitzt ein Typ-lI-Zinkfinger-Motiv (Abb. 2), welches aus
zwei Subdoménen besteht. Jede enthalt ein vier Cysteine koordinierendes Zinkion, gefolgt von
einer a-Helix. An die Subdoméanen schlieBt sich eine COOH-terminale Verlangerung (C-
terminal extension, CTE) an (Luisi, et al. 1991, Schwabe, et al. 1993). Die DBD bindet meist
als Dimer, wobei jedes Monomer, also jede DBD, eine hexamere DNA-Sequenz erkennt. Die
erste a-Helix enthélt zwischen den letzten beiden Cysteinen die sogenannte P-Box (Abb. 2),
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Abb. 2: Die DNA-Bindedoméane (DBD) nuklearer Rezeptoren

Die DBD besitzt ein Typ Il Zinkfinger-Motiv und eine COOH-terminale Verlangerung (pink).
Das Zinkfingermotiv besteht aus zwei Subdomé&nen, von denen jedes ein 4 Cysteine
(schwarz) koordinierendes Zinkion, gefolgt von einer a-Helix (blau), enthalt. Durch die DBD
erkennt der Rezeptor mittels der P-Box (rot) die Sequenz spezifischer responsiver DNA-
Elemente und koordiniert tber die D-Box (griin) im zweiten Zinkfinger die Dimerisierung mit
dem zweiten NR.

die fir die Unterscheidung der responsiven Elemente unabdingbar ist (Laudet 1997).
Elemente im zweiten Zinkfinger, D-Box genannt (Abb. 2), sind entscheidend fur die
Dimerisierung mit dem zweiten NR. Beide Helices kreuzen im rechten Winkel und kénnen sich
so in der groBen Grube der DNA-Doppelhelix an die responsiven Elemente anlagern
(Umesono und Evans 1989). Der Abstand und die Orientierung zweier solcher hexameren
Kernmotive bestimmt, welcher NR bindet. Homodimere der Steroidhormon-Rezeptoren binden
vornehmlich an die Abfolge zweier hexamerer Palindromsequenzen des Typs 5-AGAACA-3’,
die durch 3 Basenpaare (inverted repeat, IR3) getrennt sind. Eine Ausnahme bildet der
Ostrogen Rezeptor (ER), welcher Palindrome der Konsensussequenz 5-AGGTCA-3’ erkennt.
Steroidhormon-Rezeptoren dimerisieren in einer ,head to head*-Anordnung (Luisi, et al. 1991,
Schwabe, et al. 1993). Fast alle anderen nukledren Rezeptoren erkennen ein oder zwei
Kopien der Konsensussequenz 5-AGGTCA-3’, darunter diejenigen, die Heterodimere mit
RXRa bilden. Sie binden als Dimer in einer ,head to taif'-Anordnung an direkte Abfolgen von
zweien dieser Kernmotive, die durch 1 bis 5 Basenpaare (direct repeat, DR1-5) getrennt sind
(Rastinejad, et al. 1995). Die DBD kann durch Phosphorylierung, Ubiquitinylierung oder auch
SUMOylierung posttranslational modifiziert, und damit die nukledre Lokalisation des NR
verandert werden.



EINLEITUNG 5

Die Ligand-Bindedoméane (LBD): Die dreidimensionale Struktur der LBD (Abb. 3) besteht aus
einer dreilagigen, antiparallelen, sandwichartigen Anordnung von 12 a-Helices, die eine

hydrophobe Tasche bilden (Bourguet, et al. 2000, Bourguet, et al. 1995). Diese Helices
formen vier strukturell unterschiedliche, aber funktionell verknlpfte Oberflachen: eine
Dimerisierungsstruktur, welche die Interaktion mit der Partner-LBD lenkt, eine variable
hydrophobe Ligandbindungstasche (LBP), welche mit dem lipophilen Liganden interagiert,
eine Oberflache, die die Coregulatoren bindet und eine AF-2 Aktivierungshelix, welche die
ligandenabhangige Transaktivierung vermittelt (Germain, et al. 2002). Die Bindung des
Liganden in der LBP ist von sehr groBer Bedeutung fir die Initiation der Aktivierung von NRs.
Die LBP liegt normalerweise hinter Helix 3 und vor Helix 7 und 10 und ist mit vornehmlich
hydrophoben Aminosauren ausgekleidet. Einige polare Reste in der Tiefe der Tasche
fungieren als Anker fir den Liganden bzw. sorgen fir die richtige Orientierung und die
Spezifitat der LBP. Auch die Form und Gr6Be der LBP definieren die Spezifitdt und variieren
stark zwischen den einzelnen Rezeptoren. Die Ligand-Bindung (Holo-Rezeptor) verursacht
eine Anderung der Konformation von Helix 12, die es der AF-2-Domane in Helix 12 ermdglicht
Coregulatoren zu rekrutieren. Die Coregulatoren modifizieren die Acetylierung des Chromatins
und forcieren oder hemmen die Bindung der Transkriptionsmaschinerie (Bourguet, et al.
1995). Eine entgegengesetzte Art der Regulation wurde bei CAR beobachtet. Der Rezeptor
bindet in der Apo-Form Coaktivatoren wie den Steroidrezeptor-Coregulator-1 (SRC-1) aus der
p160-Familie und repremiert nach Bindung von z.B. Androstenol in der Holo-Form die
Transkriptionsaktivitdt (Muangmoonchai, et al. 2001, Ueda, et al. 2002a). Nicht zuletzt spielt
auch die Lokalisation des Rezeptors eine entscheidene Rolle bei der Aktivierung der
Transkription. Neben einigen nukledren Rezeptoren (RXR, PPAR), die sowohl in der Apo- als
auch in der Holo-Form im Zellkern an die DNA gebunden sind, sind die Steroidhormon-
Rezeptoren, aber auch CAR Uber die LBD als Komplex mit HSP90 (heat shock protein 90) im
Cytosol lokalisiert (Pratt und Toft 1997, Yoshinari, et al. 2003). Im ersten Fall fihrt die
Ligandbindung zur Dissoziation von Corepressoren und zur Rekrutierung von Coaktivatoren
und der Induktion der Transkription. Im zweiten Fall initiiert die Ligandbindung oder die
Aktivierung die Translokation des Rezeptors in den Nukleus und induziert damit die
Transkription (Nettles und Greene 2005, Roeder 2005, Yoshinari, et al. 2003). Die Bewegung
von Proteinen zwischen Cytosol und Zellkern ist ein Energie-abhangiger Prozess, der in der
Regel durch die nukledre Lokalisationssequenz (NLS) und die nukledre Exportsequenz auf
dem Protein determiniert wird. Ein typisches NLS-Signal besteht aus einem oder mehreren
Clustern von basischen Aminosauren, die mit Faktoren wie Importin assoziieren, welche das
Protein mittels Dynein-Motoren durch die Kernporen in den Zellkern transportieren. Eine
klassische Exportsequenz ist eine Leucin-reiche Region. Die C- terminale AF-2-Doméne ist
bei Rezeptoren, die sich im Cytosol befinden und durch Ligandbindung aktiviert werden,
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Abb. 3: Die Ligand-Bindedomane (LBD) nukledarer Rezeptoren (Aranda und Pascual
2001)

Dargestellt ist die LBD von RXRa ohne Ligandbindung. Die dreilagige, antiparallele,
sandwichartige Anordnung der 12 a-Helices bildet eine hydrophobe Ligandbindungstasche
(LBP). Nach Ligandbindung andert sich die Konformation von Helix 12, so dass die AF-2-
Doméne Co-Faktoren binden kann.

entscheidend fir die Translokation in den Zellkern. Die AF-2-Doméane von CAR ist wesentlich
kirzer als die anderer NRs. Fur die Translokation von CAR, jedoch nicht die Bindung von
Cofaktoren, ist eine so genannte Leucin-reiche Fremdstoff-responsive Sequenz (XRS-
xenochemical response sequence) mit dem zwischen Mausen und Menschen konservierten
Motiv (L/ M)XXLXXL notwendig (Guo, et al. 2006, Jia, et al. 2004).

1.1.3 Die Coregulatoren von nukledren Rezeptoren

Die Organisation der DNA zu Chromatin im Genom von Eukaryoten fUhrt zu einem
regulatorischen Hindernis, dessen Uberwindung fiir viele zellulire Prozesse entscheidend ist.
(Khorasanizadeh  2004). Die  Chromatinstruktur  limitiert den  Zugang  der
Transkriptionsmaschinerie zu den Promotorsequenzen und organisiert damit die genomische
Information (Perkins, et al. 2004). Die Histone der aktiven Chromatinregionen des
Euchromatins weisen Hyperacetylierung auf, wohingegen die Histone der transkriptionell
inaktiven Regionen des Heterochromatins hypoacetyliert sind. Viele der Veranderungen in der
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Chromatinstruktur durch Transkriptionsfaktoren beinhalten Histonmodifizierungen durch
Enzyme wie Histon-Acetyltransferasen (HATSs), -Methyltransferasen oder Kinasen und fihren
zu einer spezifischen Transkriptionsantwort und spezifischen Zellfunktionen. NRs rekrutieren
Cofaktoren, deren enzymatische Aktivitat gezielt Histone modifiziert. Diese Cofaktoren werden
nicht ausschlieBlich von NRs, sondern universal verwendet. Coaktivatoren besitzen meist ein
LxxLL-NR-Box Motiv, Uber das sie an die AF-2-Doméane der LBD des NRs binden. Die
Rekrutierung von HATs oder die intrinsische HAT-Aktivitat fihrt zur Hyperacetylierung und zur
Anheftung des RNA-Polymerase-IlI-Holoenzyms. Als Beispiele fir Cofaktoren mit intrinsischer
HAT-Aktivitat lassen sich die p160-Familie (die SRCs) und das cAMP-responsive-Element-
Bindeprotein (CBP) benennen. Der Thyroidhormon-Rezeptor-assozierte-Protein (TRAP) —
Vitamin-D-Rezeptor-interagierendes-Protein  (DRIP) Komplex besitzt selbst keine HAT-
Aktivitat, kann HATs aber zum NR-Cofaktor-Komplex rekrutieren (DiRenzo, et al. 1997). Im
Gegenzug fuhren Corepressoren wie SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid
hormone receptors) zur Rekrutierung von Histon-Deacetylasen, die die Kondensierung der
DNA férdern. SHP (small heterodimer partner) gehért zur Gruppe der NR-verwandten Proteine
und besitzt nur eine LBD, jedoch keine DBD. Er fungiert als inhibitorischer Partner fir viele
NRs, indem er Uber LxxLL-Motive an die AF-2-Domé&ne bindet. Somit verhindert er z.B. bei der
Regulation des Gallensaurestoffwechsel in einer Art Rickkopplungsmechanismus sowohl die
Heterodimerisierung als auch die Bindung von Coaktivatoren an LXR oder HNF4a (Eloranta
und Kullak-Ublick 2005, Francis, et al. 2003, Wang, et al. 2002).

1.1.4 Die Phasen der Biotransformation und die Rolle nukledrer Rezeptoren

Hydrophobe, nicht-reaktive Xeno- und Endobiotika mulssen in eine hydrophile Form
umgewandelt werden, bevor sie vom Kérper ausgeschieden und damit unschédlich gemacht
werden kdénnen. Die Biotransformation dieser Stoffe wird meist von Cytochromen P450
(CYP450) eingeleitet. CYP450 sind intrazelluldare, membrangebundene Hamoproteine, die
molekularen Sauerstoff aktivieren und damit funktionelle Gruppen in das sonst wenig reaktive
Substrat einfigen. Da CYPs nach Begasung mit Kohlenmonoxid im reduzierten Zustand ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 450 nm aufweisen, werden sie P450 genannt
(Omura, et al. 1965). In der Nomenklatur unterteilt man CYP450 aufgrund identischer
Aminosauresequenz in Genfamilien (40%), Subfamilien (55%) und Isoformen (Nebert, et al.
1987). Die CYP-Familien 1 bis 4 werden in der Leber exprimiert und sind mafBgeblich am
Fremdstoffmetabolismus und dem Metabolismus endogener lipophiler Substanzen beteiligt.
Darlber hinaus wirken CYP450 an der Biosynthese von Thromboxanen und Prostaglandinen
aus Arachidonsaure (CYP5 und 8) und an der Biosynthese von Steroidhormonen (CYP11, 17,
19 und 21), Gallensauren und Vitamin D3 (CYP7, 24 und 27) aus Cholesterol mit.
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Xenobiotika <@ ----9 Hormone, Cytokine
Ern&hrung Wachstumsfaktoren

N/

Rezeptoren
Transkriptionsfaktoren

Induktion + Repression
Genexpression

v

Phase [; Il und IlI

Enzyme
A A
Fremdstoff- Metabolismus von
metabolismus Fettsauren, Prostaglandinen,
Steroid- und
Peptidhormonen

Abb. 4: Die Wechselwirkungen zwischen Fremdstoffen und endogenen
Regulationswegen (Waxman 1999)

Hormone, Cytokine, Wachstumsfaktoren, Xenobiotika sowie die Ernahrungsweise
beeinflussen die Genexpression von Enzymen der Phasen [; Il und Il der Biotransformation
direkt und durch das Zusammenspiel untereinander. Daraus resultiert ein veréndertes
Expressionsmuster. CYP450-abhéngige Reaktionen, wie die Metabolisierung von
Fremdstoffen und die endogene Synthese von Steroidhormonen, Prostaglandinen und
Fettsauren, die nachfolgende Konjugierung und der Export werden moduliert.

CYP450 befinden sich vornehmlich in der Membran des endoplasmatischen Retikulums, aber
auch in der inneren Mitochondrienmembran. In Anwesenheit eines Substrates und
molekularen Sauerstoffs werden zwei Elektronen des NADPH mittels eines Flavoproteins auf
das Hamoprotein Ubertragen. Das Substrat wird oxidiert und ein Atom Sauerstoff eingebaut,
wodurch wahrend CYP450 abhangiger Reaktionen reaktive Sauerstoffspezies entstehen und
wiederum zelltoxisch wirken kénnen. Die durch Phase-lI-Enzyme eingefihrten funktionellen
Gruppen ermdglichen Phase-lI-Enzymen die Konjugation von polaren Resten. Das Substrat
wird dadurch in eine hydrophile Form umgewandelt. Neben diesem gewunschten Effekt kann
die Einfihrung reaktiver Gruppen durch CYP450, aber auch die Bildung von hochreaktiven,
toxischen oder mutagenen Substanzen aus nicht-reaktiven, unschadlichen Verbindungen
begunstigen. Zur Klasse der Phase-ll-Enzyme gehéren z.B. die Uridinphosphat-
Glucuronosyltransferasen (UGT), die Sulfotransferasen (SULT) und die Gluthation-S-
Transferasen (GST). Das nun hydrophile Substrat wird durch Transporter der Phase-Ill aus
der Zelle ausgeschleust und abhangig vom Molekulargewicht entweder mit der Faeces oder
dem Urin ausgeschieden. CYP450, UGTs, SULTs, GSTs und Transporter werden durch die
Aktivierung nukledrer Rezeptoren wie CAR, PPARa, PXR, LXR, FXR und HNF4a
gewebespezifisch exprimiert. Jeder Rezeptor weist strukturelle Besonderheiten auf, die es ihm
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ermdglichen, die Expression bestimmter Gene und somit gezielt Stoffwechselprozesse zu
regulieren. Schllsselenzyme, die Schnittstellen zwischen verschiedenen
Stoffwechselprozessen darstellen, werden haufig durch mehrere nukledre Rezeptoren
reguliert. CYP7A1, das Schlisselenzym am Beginn der Gallensduresynthese, katalysiert die
Bildung von 7a-Hydroxycholesterol aus Cholesterol und wird durch LXR und FXR positiv bzw.
negativ reguliert. Das dichte Netzwerk nukledrer Rezeptoren sichert die Steuerung der
Biotransformation in der Leber und koordiniert damit nicht nur den Fremdstoffmetabolismus,
sondern auch den Lipid- und Hormonstoffwechsel. Die Expression kann neben endogenen
Hormonen auch durch diverse Fremdstoffe induziert und durch Cytokine moduliert werden
(Abb. 4). Die Pharmakokinetik und damit die Wirksamkeit von Medikamenten kann verandert,
die Toxizitat und Kanzerogenitat von Xenobiotika erhéht werden (Conney 1982).

1.2 Der Constitutive-Androstan-Rezeptor (CAR)

1.2.1 Das Vorkommen und die Funktion von CAR

1994 wurde, zunachst in humaner (Baes, et al. 1994) und spéter auch in muriner Leber (Choi,
et al. 1997), ein nukledrer Rezeptor entdeckt, der mit RXRa heterodimerisiert. Da dieser
nukledre Rezeptor zum einen konstitutiv aktiv war und zum anderen diese Aktivitdt durch
Ligandbindung von endogenem Androstenol oder Androstanol gehemmt werden konnte
(Forman, et al. 1998), wurde er constitutive-(active)-androstane-receptor genannt. Die
konstitutive Aktivitdt wird durch van der Waals Krafte und hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen Helix 12 und der LBD, besonders Tyrosin 326, erzeugt, die seine auffallig kurze
Helix 12 in der aktiven Position halten. Stabilisiert durch aliphatische und aromatische
Aminosaurereste und eine Wasserstoffbriicke mit N165, zeigt Y326 permanenten Kontakt mit
Helix 12, wie er bei anderen nukledren Rezeptoren nur nach Ligandbindung beobachtet wird
(Windshugel, et al. 2007). Auch die RXRa-Dimerisierungsoberflache ist bei CAR sehr viel
gréBer als bei anderen nukledren Rezeptoren und kénnte die RXRa:CAR-Dimerbildung
favorisieren (Suino, et al. 2004). Das RXRa:CAR-Heterodimer bindet bevorzugt an DR4-
Motive (Honkakoski, et al. 1998, Sueyoshi und Negishi 2001). Gebunden in einem Komplex
aus dem cytoplasmatischen-CAR-Retentionsprotein (CCRP) und HSP90, befindet sich
murines CAR ahnlich wie die Steroidhormon-Rezeptoren, im inaktiven Zustand im Cytoplasma
(Yoshinari, et al. 2003). Als Antwort auf Phenobarbital-Stimulation kommt es Uber die
Rekrutierung von Proteinphosphatase 2A zur Dephosphorylierung und dem Zerfall dieses
Komplexes und damit zur Translokation von CAR in den Zellkern (Kawamoto, et al. 1999,
Yoshinari, et al. 2003). Dabei spielen die leucinreiche Bereiche (L313, 316 und 319 in
humanem CAR) in der Nadhe des C-Terminus im humanen und Serin 202 im murinen CAR
eine groBe Rolle (Hosseinpour, et al. 2006, Squires, et al. 2004, Zelko, et al. 2001). In Mausen
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ist der Cofaktor PPAR-Bindeprotein (PBP, auch bekannt als TRAP220/ DRIP205/MED1)
essentiell fir die CAR-Translokation und/ oder -Retention im Zellkern nach Stimulation mit
TCPOBOP (Guo, et al. 2006). GRIP-1 scheint fir die PB-abhangige Translokation in den
Zellkern von Bedeutung zu sein (Min, et al. 2002). Im Zellkern heterodimerisiert CAR nach
weiteren Ca2+/ Calmodulin-Kinase abhangigen Phosphorylierungsschritten mit RXRa und
induziert Zielgene (Yoshinari, et al. 2003). Die Initiation der Translokation von CAR in den
Zellkern, nicht die Ligandbindung, ist der entscheidende Schritt bei der CAR-abh&ngigen
Transkription von Zielgenen.

Wildtyp-CAR besteht aus 358 Aminosduren. Das Gen ist aus neun Exons aufgebaut
und bei Ratten auf Chromosom 13 lokalisiert. CAR tritt bei Nagern als auch beim Menschen in
SpleiBvarianten auf, in Leber von Ratten existieren neben dem Wildtyp-CAR finf verkilrzte
SpleiBvarianten, denen das LxxLL-Motiv zur Cofaktorrekrutierung fehlt (Auerbach, et al. 2005,
Auerbach, et al. 2003, Kanno, et al. 2005, Lamba, et al. 2004). CAR und/oder CAR-
SpleiBvarianten werden beim Mensch und der Maus im geringen MaBe auch im Herz, dem
Muskel, dem Gehirn, der Niere und der Lunge exprimiert (Swales und Negishi 2004).

1.2.2 Die Regulation der CAR-Expression

Die Funktion von CAR wird nicht nur durch die Veranderung der phosphorylierungssensitiven
CAR-Translokation, sondern auch durch die Kompetition um Cofaktoren bzw. den
Heterodimerisierungspartner RXRa, die Affinitdt zu responsiven DNA-Elementen sowie die
Starke der CAR-Expression beeinflusst. So ist von Cytokinen und Glucocorticoiden bekannt,
dass sie die CAR-Expression hemmen bzw. férdern (Abdelrazzak, et al. 1995, Assenat, et al.
2004, Beigneux, et al. 2002, Clark, et al. 1996, Pascussi, et al. 2000). Endotoxin-stimulierte
Relokalisation von RXRa in das Cytosol in der Akutphase kénnte die RXRa-
Heterodimerbildung mit CAR oder mdglichen CAR-induzierenden NRs beeintrachtigen und
dadurch sowohl die CAR-Aktivitat als auch die CAR-Expression hemmen (Ghose, et al. 2004).
Nachdem beobachtet wurde, dass die Behandlung mit dem Glucocorticoid Dexamethason die
CAR-Expression in primér kultivierten Hepatozyten erheblich verbesserte, konnten Pascussi et
al. ein funktionales Glucocorticoid-responsives-Element (GRE) im humanen CAR-
Promotorbereich von -4447 bp bis -4432 bp oberhalb des mutmaBlichen Transkriptionsstarts
identifizieren. Zudem fanden Ding et al. ein funktionales HNF4a-RE im proximalen CAR-
Promotor von Mensch und Maus (-107 bp bis -93 bp bzw. -19 bp bis -5 bp). Da schon zuvor
bei der Maus eine erhdhte CAR-Expression beobachtetet werden konnte, postulierten sie,
dass ein cAMP-Anstieg im Fasten cAMP-responsives-Element-Bindeprotein-abhangig die
Expression des PPARy-Coaktivators-1a (PGC1a) induziert. In ihren Experimenten aktivierte
der Cofaktor PGC1a dann gemeinsam mit HNF4a Uber die Bindung an das proximale HNF4a-
RE im CAR-Promotor die Transkription von CAR (Ding, et al. 2006). Aktiviertes CAR konnte
wiederum mit HNF4a um gemeinsame Cofaktoren (PGC1a und GRIP-1) konkurrieren und
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dadurch die HNF4a-Transkriptionseffiziens hemmen (Miao, et al. 2006). Da auch CAR ein
HNF4a-Zielgen ist, kdnnte dies eine Art Autoregulation darstellen.

1.2.3 Aktivatoren und Zielgene von CAR

Der klassische Aktivator von CAR-Zielgenen ist das Barbiturat Phenobarbital (PB). Sowohl in
vivo als auch in vitro hat die Behandlung mit PB einen pleiotropen Effekt auf Hepatozyten. Die
PB-Injektion in Ratten fuhrt in der Leber zur Proliferation des glatten endoplasmatischen
Retikulums, zur Steigerung der Lebermasse, zur Tumorpromotion und zu einer generellen
Induktion vieler fremdstoffmetabolisierender Enzyme (Yamamoto, et al. 2004). Induziert
werden vor allem die Phase-I-Enzyme CYP2B1 (50- bis 100-fach), CYP2C6 und CYP3A4 (2-
bis 4-fach), die Phase-ll-Enzyme Aldehyd-Dehydrogenase 1, GST1A1, SULTN, UGT1Af1,
UGT2B1 sowie die Phase-lll-Enzyme MRP 1-3 (Maglich, et al. 2002, Maglich, et al. 2004,
Waxman und Azaroff 1992), aber auch &-Aminolavulinatsynthase-1 (ALAS-1), die flr den
Aufbau des Ham-Gerlsts von Hamoproteinen, wie z.B. CYP2B1, notwendig ist (Sinclair, et al.
1990, Varone, et al. 1999). Mit Hilfe von CAR-(-/-)-M&usen konnte gezeigt werden, dass viele
jedoch nicht alle PB-responsiven Gene CAR-abhangig induziert werden (Honkakoski, et al.
2003, Kakizaki, et al. 2003, Maglich, et al. 2002, Ueda, et al. 2002b, Wei, et al. 2000). Es
wurde zwar in den CAR(-/-)-Mausen nach PB-Behandlung weiterhin die ALAS1 exprimiert,
dagegen keine CYP2B10-Expression mehr nachgewiesen (Kakizaki, et al. 2003). Die durch
CAR aktivierten responsiven Elemente der DNA (DR4-Motive) in diesen Genen wurden
PBREM (phenobarbital responsive enhancer module) genannt (Corcos und Lagadic-
Gossmann 2001). Neben PB entdeckte man noch weitere PB-ahnliche Induktoren von CAR-
Zielgenen, wie Permethrin, Phenytoin, Dichlorodiphenyltrichloroethan (DDT), 1,4-bis[2-(3,5-
dichloropyridyloxy)]benzen (TCPOBOP, nur bei Mausen), polychlorierte Biphenyle, aber auch
Bilirubin, ein Endprodukt des oxidativen Ham-Abbaus (D. Bauer, et al. 2004, Huang, et al.
2003, Jemnitz, et al. 2002, Swales und Negishi 2004, Wang, et al. 2004, Wei, et al. 2000,
Wyde, et al. 2003).

Da viele dieser Substanzen Fremdstoffe sind, wurde CAR lange Zeit, wie sein naher
Verwandter PXR, fast ausschlieBlich als Xenosensor betrachtet. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit
aktivieren PXR und CAR ein Uberlappendes Set an Zielgenen (Honkakoski, et al. 2003,
Pascussi, et al. 2001, Sueyoshi, et al. 1999, Xie, et al. 2003). Neuere Untersuchungen zeigen
jedoch, dass CAR auch eine endokrine Funktion hat (Handschin und Meyer 2005).

Nach Langzeitbehandlung von Ratten mit PB, dem klassischen Aktivator von CAR,
wurden ein Anstieg des Serumcholesterols, gestérte Glycolyse und vermehrte Lipolyse
beobachtet (Kiyosawa, et al. 2004). Triacylglycerole wurden aufgrund gesteigerter
Lipoproteinlipaseaktivitdit vermehrt zu Acetyl-CoA abgebaut und verstérkt Cholesterol
synthetisiert, da das Acetyl-CoA weder in den Citratzyklus (Oxalacetat fehlt) noch in die
Ketonkdrpersynthese (HMG-CoA-Synthese gehemmt) eingeschleust werden konnte
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(Kiyosawa, et al. 2004). Mannliche Tiere, die lange Zeit mit PB behandelt wurden, zeigten
auBerdem einen gestdrten Steroidmetabolismus, der sich in Entwicklungsstérungen und
Feminisierung manifestierte (Elias und Gwinup 1980, Rosenbrock, et al. 1999). Pranatale
Exposition mit PB-ahnlichen Aktivatoren fihrte zu einem erhéhten Risiko gestorter
Geschlechtsentwicklung beim Fétus (Johri, et al. 2006, Meyer, et al. 2006).

Chronische Anhaufung von Bilirubin im Kérper ist begleitet von lkterus. Bilirubin wirkt
neurotoxisch und kann zu Enzephalopathie fihren. In Hepatozyten glucuronidiert UGT1A1
Bilirubin, welches dann durch den Transporter MRP2 (multidrug resistant related protein 2) in
den Gallengang exportiert wird (Jemnitz, et al. 2002). Es ist lange bekannt, dass PB den
Bilirubinspiegel senken kann. Sowohl die UGT1A1- als auch MRP2-Expression kann durch
CAR induziert werden. Nicht nur Bilirubin, sondern auch ein hoher Gallensdurespiegel aktiviert
CAR. CAR induziert dann Zielgene, die zur Hydroxylierung, Sulfatierung und dem Export der
Gallenséauren fuhren.

Wahrend des Fastens kommt es ebenfalls zu erhéhter Expression von CAR. CAR-
abhangig induzierte UGT1A1 oder SULTN sind auch am Abbau des Schilddriisenhormons T4
(Thyroxin) beteiligt (Vansell und Klaassen 2002). Daher fihrt die CAR-Induktion Uber eine
Reduktion der Schilddrisenhormone auch zu einer Verringerung des Grundumsatzes
(Maglich, et al. 2004, Qatanani, et al. 2005).

1.2.4 Das CAR-Zielgen Cytochrom P450 2B1

Cytochrome P450 2B1 und 2B2 sind die am besten untersuchten CYP450 der Ratte. Sie
werden in der Leber starker exprimiert als in extrahepatischem Gewebe. CYP2B1 und
CYP2B2 unterscheiden sich in ihrer Aminosauresequenz in nur 14 von 491 Aminosauren
(97 % identisch) und sind deshalb immunochemisch schwer zu unterscheiden (Suwa, et al.
1985). CYP2B2 ist weitaus weniger katalytisch aktiv als CYP2B1 (Ryan, et al. 1982). Wie sein
humanes Homolog CYP2B6 kann CYP2B1 CAR-abhéngig durch Phenobarbital induziert
werden. Der RXRa:CAR-Komplex bindet an ein 51 bp DNA-DR4-Motiv der Sequenz AGGTCA
im CYP2B1-Promotor. Die Bindungssequenz des CAR ist zwischen Ratten, M&usen und
Menschen hoch konserviert (Kakizaki, et al. 2003) und enthalt zwei nuklearer-Rezeptor-
Bindungsstellen (NR1 und NR2). Im humanen Homolog CYP2B6 wurde ein Okadainsaure-
responsives Element (OARE) im proximalen Promotor (-256 bp bis -233 bp) und ein distales
CAR bzw. PXR-bindenes Verstarkermodul (-8597 bis -8495 bp) entdeckt (Swales, et al. 2005,
Wang, et al. 2003). Zum einen sind CYP2B-Isoformen an der Aktivierung von nahezu 25 %
der heutigen Arzneimittel, wie z.B. die Chemotherapeutika Cyclophosphamid und Tamoxifen,
oder das Anesthetikum Ketamin beteiligt (Wang, et al. 2003), zum anderen werden Aflatoxin
B1, Kokain oder Acetaminophen zu geno- bzw. hepatotoxischen Metaboliten umgewandelt
(Code, et al. 1997).
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1.3 Der Peroxisomenproliferator-aktivierte-Rezeptor-alpha (PPARa)

PPARs kontrollieren eine Vielzahl von Genen des Lipidmetabolismus, z.B. den
Fettsguretransport, die Fettsdureaufnahme in die Zellen, die intrazellulare Bindung und
Aktivierung der Fettsduren ebenso wie den Fettsgure-Katabolismus, bestehend aus - und w-
Oxidation, und die Fettspeicherung. Sie werden nicht nur durch Fettsduren sondern auch
durch Fibrate oder Eicosanoide aktiviert. Jeder PPAR-Subtyp aktiviert speziesabhangig Gene
spezifischer Signalwege, die die minutidse Regulation der Lipidhomeostase koordinieren. Von
den drei bekannten PPAR-Subtypen PPARa, /6 und y ist PPARa die prddominante Form in
der Leber.

1.3.1 Das Vorkommen und die Funktion von PPARa

Nach langer Behandlung mit Fibraten wurde bei Nagern eine erhfhte
Peroxisomenproliferation  beobachtet und daher der verantwortliche Rezeptor
Peroxisomenproliferator-aktivierter-Rezeptor genannt. PPARa kommt neben der Leber auch in
relativ groBer Menge in den Nieren, dem Herz, der Darmmucosa, der quergestreiften
Muskulatur und dem braunen Fettgewebe vor. Die Retina, die Nebennieren und der Pankreas
exprimieren ebenfalls geringe Mengen an PPARa. Im Gegensatz zu Nagern kommt es in der
Leber von Menschen durch Behandlung mit PPARa-Agonisten nicht zu
Peroxisomenproliferation und Tumorpromotion, wahrscheinlich da Menschen hier weitaus
geringere Mengen an PPARa exprimieren als Nager (Lee, et al. 1995, Palmer, et al. 1998).
PPARa ist im Zellkern lokalisiert und bildet schon vor der Ligandbindung Heterodimere mit
RXRa (Feige, et al. 2005, Wan, et al. 2000). PPARa:RXRa bindet bevorzugt an DR1-Motive,
auch Peroxisomenproliferator-responsives Element (PPRE) genannt, die sich im
Promotorbereich von Zielgenen befinden (Gearing, et al. 1993, Keller, et al. 1993, Kliewer, et
al. 1992). Die Konsensus-Sequenz der PPREs unterscheidet sich jedoch von DR1-Motiven,
die von anderen Rezeptoren wie dem TR erkannt werden. Sie besteht aus einer verldngerten
5’-Halbbindestelle, einem imperfekten DR1-Motiv und einem Adenin als Base zwischen den
Hexameren (PPRE: 5-aact AGGNCA a AGGTCA-3). Diese PPRE-Struktur mit der 5
Verlangerung fihrt zu einer Polarisierung des gebundenen Heterodimers. Im Gegensatz zu
anderen NRs der Subfamilie 1 bindet PPARa an das 5’-gelegene Hexamer, wohingegen RXR
das 3’-gelegene Hexamer besetzt (DiRenzo, et al. 1997, lJpenberg, et al. 1997). Die
5’-Verlangerung (5-aact-3’) des PPREs interagiert mit der CTE (C-terminale Extension) des
zweiten Zinkfingers von PPARa. Diese ist somit fir die PPRE-Erkennung und die
Bindungsaffinitat von PPARs an PPREs von Bedeutung (Hsu, et al. 1998). Fir die
Heterodimerisierung mit RXRa sind hauptsachlich Leucine in Helix 10 und die AF-2 in Helix 12

verantwortlich.
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1.3.2 Die Regulation der PPARa-Expression

In der Rattenleber regulieren Insulin und Glucocorticoide PPARa negativ bzw. positiv
(Lemberger, et al. 1994, Steineger, et al. 1994). PPARa-mRNA folgt daher wie die
Glucocorticoide einem circadianen Rhythmus (Lemberger, et al. 1996). HNF4a kann durch
Bindung an ein DR1-Motiv im PPARa-Promotor ebenfalls die PPARa-Transkription aktivieren
(Pineda Torra, et al. 2002). Sowohl Stress als auch Fasten verstarkte die Expression von
PPARa-mRNA (Lemberger, et al. 1996).

PPARa ist wie einige andere NRs ein Phosphoprotein und wird daher durch
Phosphorylierung beeinflusst. So konnte Insulin, obwohl es die PPARa-Expression hemmte,
die PPARa-Aktivitdt Uber die Aktivierung der Mitogen-aktivierten-Protein-Kinase (MAPK)
verstarken (Blanquart, et al. 2004, Lazennec, et al. 2000, Shalev, et al. 1996). AuBerdem
bildet das PPARa mit RXRa permissive Heterodimere. Sowohl PPARa-Liganden als auch
RXRa-Liganden wie 9-cis-Retinsdure kdnnen nach Bindung an den jeweiligen Partner allein
oder gemeinsam das Heterodimer aktivieren (Kliewer, et al. 1992).

Corepressoren wie der Nukledre-Rezeptor-Corepressor (N-CoR) verhindern die
Bindung von Coaktivatoren vor Ligandbindung. Sowohl CBP/ p300 (CREB-Bindeprotein) als
auch SRC-1 und DRIP205/ TRAP220-Komplex (PBP) kénnen, wenn der Rezeptor mit einem
Liganden besetzt ist, als Cofaktoren mit der AF2 des PPARa assoziieren und die Aktivitat
férdern (Blanquart, et al. 2004, DiRenzo, et al. 1997, Jia, et al. 2004). PBP ist essentiell fur die
PPARa-abhéngige Aktivierung der Transkription von Zielgenen (Jia, et al. 2004).

1.3.3 Aktivatoren und Zielgene von PPARa

PPARa kann durch endogene und synthetische Liganden aktiviert werden. Langkettige,
mehrfach ungeséattigte Fettsauren, deren Thioester und Eicosanoide wie Leukotrien B4 oder
Prostaglandin Do gehéren zu den wirksamsten endogenen PPARa-Liganden (Corton, et al.
2000, Forman, et al. 1997, Lin, et al. 1999, Schroeder, et al. 2005). Die endogene Aktivierung
von PPARa tritt vor allem wahrend des Fastens auf, da groBe Mengen an freien Fettsauren in
das Blut Ubertreten (Kersten, et al. 1999). Jedoch auch Fettsduren in der Nahrung kdnnen zur
Aktivierung von PPARa beitragen (Jump 2002, Pawar und Jump 2003). Synthetische
Liganden gehéren meist zur Klasse der Fibrate wie Clofibrat und Fenofibrat, aber auch
WY 14643 und GW 7647 kdénnen PPARa aktivieren. Fibrate werden zur Behandlung der
Dyslipidemie als Ursache von Herz-Kreislauf-Erkrankungen eingesetzt. PPARa beeinflusst
hauptsachlich den Fett-, Glucose- und Proteinstoffwechsel, aber auch die Biotransformation,
die Akutphase-Antwort und den Cholesterol-Katabolismus (Mandard, et al. 2004).

Im Fettstoffwechsel férdert PPARa vor allem katabole Prozesse, die zur Sicherung der
Energiebereitstellung aus den Fettreserven beitragen. So werden der Fettsduretransport
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(L-FABP, cytosolic fatty acid binding protein), die Fettsdureaktivierung (LCAS long chain acy!
Coa synthase), die mitochondriale (CPT1, Carnityl-Palmityltransferase 1) und peroxisomale -
Oxidation (ACO, Acyl-CoA-Oxidase; BIEN, bifunktionales Enzym), die mikrosomale w-
Oxidation (CYP4A1) sowie die Ketogenese (HMG-CoA-Synthase) geférdert und der
Lipoproteinmetabolismus zugunsten von HDL (Apo-Al) verschoben (Mandard, et al. 2004).
AuBerdem férdert PPARa die Gluconeogenese aus Alanin, Laktat oder Glycerol (Patsouris, et
al. 2004). Gefastete PPARa-(-/-) Mause sind daher aufgrund einer gestorten
Ketonkdrpersynthese und verminderter Gluconeogenese stark hypoglykédmisch. PPARa wirkt
antiinflammatorisch, da es die Expression positiver Akutphase-Proteine hemmt (Blanquart, et
al. 2004, Gervois, et al. 2004, Gervois, et al. 2001, Kleemann, et al. 2003). Ursache daftr
kénnte eine Hemmung von CEBPB (CCAAT box/enhancer-binding protein) durch PPARa sein
(Gervois, et al. 2001). PPARa hemmt weiterhin CYP7A1, das Schlisselenzym des
Gallenséaurestoffwechsels und antagonisiert damit die Wirkung der NRs LXRa und HNF4a. Die
LXRa-Transkription hingegen wird durch PPARa induziert (Tobin, et al. 2000).

1.4 Weitere nukledre Rezeptoren der Leber

PXR, FXR und LXR weisen viele Parallelen zu CAR und PPARa auf. Auch sie sind hepatische
Lipid-aktivierte nukledre Rezeptoren, die ihre Liganden mit relativ niedriger Affinitat binden und
mit RXRa heterodimerisieren. HNF4a hingegen ist von groBer Bedeutung fir die basale
Transkription hepatischer Gene und somit fir die hepatische Entwicklung.

1.4.1 Der Pregnan-X-Rezeptor (PXR)

PXR wird durch Steroide und Fremdstoffe aktiviert und reguliert die Expression der CYP3-
Genfamilie (Pascussi, et al. 2003). Er kommt in vielen Spezies vor, so auch Nagern,
Kaninchen und Menschen und wird am starksten in der Leber, aber auch dem Darm
GR-abhangig exprimiert. Er ist neben dem VDR der engste Verwandte von CAR und kann
auch CAR-Zielgene aktivieren. PXR ist in Mausen wahrscheinlich an CCRP und HSP90
gebunden, im Cytoplasma lokalisiert und transloziert nach Ligandbindung in den Zellkern
(Squires, et al. 2004). RXRa:PXR Heterodimere binden bevorzugt an DR3 oder IR6-Motive.
Die LBD von PXR ist nur zu 75-80 % zwischen den einzelnen Spezies konserviert. Es bindet
aufgrund seiner sehr groBen LBP speziesspezifisch eine groBe Vielzahl von Substanzen,
unter anderem Steroide wie Pregnelenon, Phytodstrogene oder Dexamethason, aber auch
Fremdstoffe wie Pregnenolone-16a-carbonitrilie (PCN) und Gallensauren. Eines der
bedeutendsten PXR-Zielgene ist CYP3A4, das am starksten exprimierte Cytochrom P450.
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1.4.2 Der Farnesoid-X-Rezeptor (FXR)

Die Hauptaufgabe von FXR ist die Regulation des Gallensaure-Metabolismus. Daher wird er
auch BAR (Bile acid receptor) genannt. AuBerdem férdert er die Glycogenspeicherung. FXR
wird hauptséchlich in der Leber, aber auch dem Darm und den Nieren exprimiert und kommt in
vier SpleiBvarianten vor (Eloranta und Kullak-Ublick 2005). RXRa:FXR bindet bevorzugt an
IR1-, aber auch DR3- und DR4-Motive. FXR wird moderat durch Isoprenoide und all-trans-
Retinsaure aktiviert, jedoch ohne dass sie selbst in der LBP binden. Wang et al. entdeckten,
dass FXR Gallensauren wie Litochol- und Chenodeoxychol-S&aure bindet, und durch sie stark
aktiviert wird (Wang, et al. 1999). Gallensauren sind extrem toxische endogene Metaboliten.
FXR férdert daher zum einen die Expression von Enzymen des Gallensaure-Abbaus wie
UGT2B4, welches Gallensauren glucuronidiert, oder Bacs (bile acid—CoA synthetase) und Bat
(bile acid-CoA:aminoacid N-acetyltransferase), die die Konjugation der Gallensduren an
Taurin oder Glycin vermitteln. Zum anderen expremiert er Enzyme des Exports der
Gallensalze wie die BSEP (Bile salt export pump) und das MDR3 (multidrug resistance protein
3) aus der Familie der ATP-Bindekassette-Transporter und auch das |-BABP (ileal bile acid
binding protein), welches den Ricktransport der Gallensauren gewahrleistet. Desweiteren
aktiviert FXR die Expression von SHP (small heterodimer partner), das dann unter anderem
zur Reduktion der CYP7A1-Expression fihrt, dessen Funktion als Cholesterol-7a-Hydroxylase
den entscheidenden Schritt bei der Synthese von Gallensduren aus Cholesterol darstellt
(Eloranta  und  Kullak-Ublick  2005). FXR-(-/-)-Mause zeigen eine  gestérte
Glycogenspeicherung, da der Insulin-sensitive Glycogenaufbau durch die dephosphorylierte
Glycogensynthase gestort ist (Zhang, et al. 2006).

1.4.3 Der Leber-X-Rezeptor-a (LXRa)

LXRa wird vor allem in der Leber, aber auch im Darm den Nieren, der Milz und im Fettgewebe
exprimiert und  kontrolliert den  reversen  Cholesteroltransport  sowie  die
Triacylglycerolsynthese. Das RXRa:LXRa-Heterodimer erkennt bevorzugt DR4-Motive in den
Promotoren von Zielgenen. Natirliche Liganden sind Oxysterole und 6a-Hydroxy-
Gallensauren. 24,25(S)-Epoxycholesterol, welches aus Squalen entsteht und in der Leber
nach Cholesterolzufuhr akkumuliert, ist der starkste natirliche Ligand von LXRa. Aber auch
andere Oxysterole und 6a-Hydroxy-Gallensduren kénnen LXRa aktivieren. Dabei ist eine
durch Monooxigenierung entstandene 24-oxo-Gruppe der Sterole entscheidend fir deren
Ligandbindung. Neuere Untersuchungen zeigen, dass auch Glucose an LXRa bindet und den
Rezeptor aktiviert (Mitro, et al. 2007). Die Aktivitat von LXRa kann durch Phosphorylierung
beeinflusst werden. LXRa-Zielgene sind CYP7A1, welches die Synthese der Gallensduren
einleitet, SREBP1c (sterol regulatory element binding protein 1c), das mafBgeblich die
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Fettséduresynthese fordert, sowie ABC-Transporter (Chiang, et al. 2001, Handschin und Meyer
2005, Pawar, et al. 2003). Die helix-loop-helix-Transkriptionsfaktoren SREBP1a, SREBP1c
und SREBP2 kontrollieren den Sterolspiegel. Sinkt er, wird der aktive Teil der SREBPs
abgespalten, transloziert in den Zellkern und induziert Zielgene. Infolgedessen werden
Signalwege des Lipidmetabolismus, z.B. die Cholesterolbiosynthese (SREBP2) sowie die
Fettsdure und Triacylglycerolsynthese (SREBP1a und c) aktiviert. Das LXRa-abhangig
induzierte SREBP1c ist der prddominate Subtyp in der Rattenleber (Jump 2002).

1.4.4 Der Hepatische-Nukleédre-Faktor-4-a (HNF4a)

Der NR HNF4a findet sich hauptséachlich in Leber, Nieren, Pankreas und Darm. Er kann als
Homodimer an DR1-Motive binden und ist wichtig fir die Differenzierung von Hepatozyten
sowie die Glucose- und Lipidhomeostase (Adamson, et al. 2006, Ding, et al. 2006, Watt, et al.
2003). HNF4a-(-/-)-Embryonen sind lethal. Der leberspezifische Transkriptionsfaktor HNF1a
wird durch HNF4a induziert. HNF1a verstarkt dann wiederum in einer Art “feed forward“-
Regulation die HNF4a-Expression (Gragnoli, et al. 1997, Hatzis und Talianidis 2001,
Magenheim, et al. 2005, Zhong, et al. 1994). Im Menschen fuhrt im heterozygoten Zustand
eine Mutation im HNF4a-Gen zum Phanotyp des MODY 1 (maturity onset diabetes of the
young). und eine Mutation im HNF1a-Gen zum Phanotyp des MODY 3. Die HNF4a-
Expression wird durch das Wachstumshormon GH (growth hormone) diurnal und
geschlechtspezifisch reguliert (Wiwi und Waxman 2004). Neben Enzymen des Glucose- und
Lipidstoffwechsels, wie die L-Pyruvatkinase, die Fettsduresynthase oder CYP7A1 reguliert
HNF4a auch Enzyme der Biotransformation, so z.B. CYP3A4, 2B6, 2C9 und 2D6 (Adamson,
et al. 2006, Jover, et al. 2001), aber auch Transkriptionsfaktoren, wie CAR, PXR und PPARa
(Kamiyama, et al. 2007, Pineda Torra, et al. 2002). HNF4a weist Besonderheiten auf. Er
besitzt eine ungewdhnlich lange C-terminale Domane, die die Ausbildung von 2
unterschiedlichen Ligandbindetaschen ermdéglicht. In der Ligandbindedoméne befindet sich die
Fettséduretasche (FAP, fatty acid pocket), die gesattigte Fettsauren (FS) gebunden hat und in
unmittelbarer Nachbarschaft, unter Einbeziehung der langen C-terminalen Doméne, die
sogenannte Acyl-CoA Bindestelle (ACS). Ist eine geséttigte FSCoA in der ACS gebunden,
katalysiert diese die Abspaltung des CoA-Restes von gebundenen FS-CoA, denn sie besitzt
Thioesteraseaktivitdt. Die abgespaltene FS kann dann in die FAP wandern und wird dort
bevorzugt gegeniber freien FS gebunden. Die C-terminale Doméane mit der ACS definiert die
hohe Affinitdt von HNF4a zu Fettsdure (FS)-CoA gegenlber freien Fettsauren (Petrescu, et al.
2005). Ist die Zufuhr von FS-CoA Defekt (MODY1) kann eine exzessiv hohe Konzentration an
freien FS den Aktivitatsverlust ausgleichen. Da ungesattigte FS-CoA oder
Peroxisomenproliferator-CoA die ACS blockieren wirken sie als HNF4a-Antagonisten
(Schroeder, et al. 2005).
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1.5 Die Zielstellung

Der nukleare Rezeptor PPARa ist der Regulator des Fettsdurekatabolismus. Er sichert die
Bereitstellung von Energie aus Triglyceriden. Durch freie Fettsduren aktiviertes PPARa fordert
Uber die Induktion von Zielgenen den Fettsauretransport, die Fettsdureaktivierung, die B-
Oxidation, die w-Oxidation sowie die Gluconeogenese. Der Anstieg an freien Fettsduren beim
Fasten, aber auch im Diabetes fuhrte zur Aktivierung von PPARa. Interessanterweise stellte
man in diesen beiden Stoffwechsellagen auch eine erhéhte Expression von CAR und CAR-
Zielgenen fest, die Auswirkungen auf den Abbau von Xenobiotika und Hormonen durch CAR-
abhangig induzierte Enzyme des Fremdstoffmetabolismus haben kann. Zum Beispiel konnte
der Grundumsatz von Mausen durch CAR-abhangige Steigerung des Abbaus von
Schilddrisenhormonen gesenkt werden, was eine Kommunikation von PPARa- und CAR-
Signalwegen nahe legt.

Das hauptsachliche Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, diese Kommunikation
anhand des Einflusses von PPARa-Agonisten auf das CAR-Modelenzym CYP2B aufzuklaren.
Zunéachst sollte anhand von Zeitabhangigkeiten und Dosiswirkungskurven die CYP2B-Aktivitat
charakterisiert sowie die CYP2B1-mRNA-Expression und die Transkription eines
Reportergens unter der Kontrolle von 2,65 kb des CYP2B1-Promotors der Ratte bzw.
aufeinanderfolgender Deletionskonstrukte ermittelt werden. AuBerdem sollte der Einfluss von
PPARa-Agonisten auf die CAR-Expression und die CAR-Transkription Uberprift werden.
Mithilfe der Ergebnisse der CYP2B1- und CAR-Promotor-Reportergenstudien sollten ferner
PPAR-Agonisten-responsive  Promotorbereiche lokalisiert und die verantwortlichen
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die physiologische Relevanz der in
vitro erzielten Ergebnisse zu beurteilen. In einer Ganztierstudie mit méannlichen Ratten sollte
untersucht werden, ob eine schwache PB-abh&ngige Induktion der CYP2B-Aktivitat, wie sie
z.B. auch Insektizide hervorrufen, durch Behandlung mit PPARa-Agonisten vervielfacht
werden kann. Da neben mehrfach ungeséttigten Fettsduren auch das von hepatischen
residenten Makrophagen (Kupfferzellen) freigesetzte Prostaglandin Do (PGD») PPARa
aktivieren kann, wurde abschlieBend untersucht, inwieweit die Behandlung von primér
kultivierten Hepatzozyten mit PGD» die PB-abhéngige Expression des CAR-Zielgens CYP2B1
steigern bzw. die CAR-Expression induzieren kann.
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2 MATERIAL

2.1 Tiere und Tierhaltung

Es wurden méannliche Wistar-Unilever-Ratten aus der Zucht der Firma Charles River (Sulzfeld)

verwendet. Zur Isolierung von Hepatozyten wurden 200 - 350 g schwere Ratten ausgewahlt.

Die Tiere wurden in einem 12-stiindigen Hell/Dunkel-Rhythmus (7-19 Uhr Hellphase) bei einer

RT von 19-23 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % gehalten. Sie wurden mit der

Rattenhaltungsdiat 1326 (altromin, Gesellschaft fir Tiererndhrung, Lage) unter freiem

Nahrungs- und Wasserzugang ernéhrt.

2.2 Biochemikalien

3-N-Morpholinopropansulfonsaure
(MOPS)

25-Hydroxy-Cholesterol

(y-2P) ATP

Aceton

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30, 37,5:1)

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40, 29:1)
Agarose "Molecular Biology Grade"
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Borsaure (kristallin)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau (Natriumsalz)
Calciumchlorid-2-hydrat

Carbogen [95 % Oo, 5 % CO»o (19:1)]
Chloroform

D(+)-Glucose Monohydrat

DEPC

Dexamethason-21-Acetat
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
dNTP-Set

Essigsaure

Ethanol (reinst)

Roth

Sigma-Aldrich
GE-Healthcare
Roth

Roth

Roth
Eurogentec
Biomol
Sigma-Aldrich
Merck

Roth

Roth

Merck

Air Liquide
Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

MBI Fermentas GmbH
Roth

Roth

Karlsruhe

Deisenhofen
Freiburg
Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Kéln
Hamburg
Deisenhofen
Darmstadt
Karlsruhe
Karlsruhe
Darmstadt
Potsdam

Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Deisenhofen
Karlsruhe
St. Leon-Rot
Karlsruhe
Karlsruhe
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Ethanol (vergallt)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
EGTA

Ficoll PM 400
Fischol

Formaldehyd
Formamid

Glycerol
B-Glycerolphosphat
Glycin

Glycogen
Guanidiumthiocyanat
GW 7647:

2-[[4-[2[[(Cyclohexylamino)-carbonyl](4-
cyclohexylbutyl)-amino]ethyl]phenyl]thio]-

2-methylpropansaure
Hefe-Extrakt

HEPES

Heringsperma DNA

Insulin

Isoamylalkohol

Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Laktat (60 % (w/w) Sirup, Natriumsalz)
LB-Agar (Lennox)

Leupeptin

L-Glutamin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
B-Mercaptoethanol

Methanol

Narcoren (Wirkstoff Pentobarbital-
Natrium: 16,0 g in 100 ml)

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
GE-Healthcare
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biotrend

GIBCO

Roth

Roche Applied Science
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Roth

Biomol

Roth

Sucofin

Roth

Roth

Roth

Merial GmbH

Karlsruhe
Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Freiburg
Deisenhofen
Karlsruhe
Deisenhofen
Karlsruhe
Deisenhofen
Karlsruhe
Deisenhofen
Deisenhofen
Kéln

Eggenstein
Karlsruhe
Basel, CH
Deisenhofen
Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Darmstadt
Darmstadt
Deisenhofen
Karlsruhe
Hamburg
Karlsruhe
Zeven
Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Hallbergmoos
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Natriumacetat
Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat
Natrium-Pyruvat
n-Butanol (1-Butanol)

Neonatales Kalberserum (NCS)

N-Laurylsarcosin

Olivendl

Oligo(dT)12-18
o-Phosphorséaure
Pefablock
Penicillin/Streptomycin
Percoll™

Phenol aqua

Ponceau S

Prostaglandin Do (PGDo)

Rotiszint® 22
Salzsaure (37 % (v/v))
Serdolite MB

Serva Blue G (Nr.35050)

Stickstoff, flissig
TEMED p.a.

Tetracyclin
Trichloressigséaure
tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Tris

Triton® X-100

Trypsin-Inhibitor

Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Roth
Biochrom AG
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
Roth

Biomol
Biochrom AG
GE Healthcare
Roth
Sigma-Aldrich

Axxora

Roth

Roth

Serva Electrophoresis
GmbH

Serva Electrophoresis
GmbH

Air Liquide

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Applichem

Roth

Serva Electrophoresis
GmbH

Biomol

Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe
Deisenhofen
Karlsruhe
Karlsruhe
Deisenhofen
Deisenhofen
Darmstadt
Karlsruhe
Berlin
Deisenhofen
Deisenhofen
Freiburg
Karlsruhe
Hamburg
Berlin
Freiburg
Karlsruhe
Deisenhofen
Griinberg

Karlsruhe
Karlsruhe
Heidelberg

Heidelberg

Berlin
Karlsruhe
Deisenhofen
Karlsruhe
Darmstadt
Karlsruhe
Heidelberg

Hamburg
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Trypton/Pepton aus Casein,
pankreatisch verdaut
Tween® 20

WY 14643

[[4-Chloro-6-[(2,3-dimethylphenyl)amino]-

2-pyrimidinyl]thio]essigsaure

2.3 Verbrauchsmaterialien

Braunlle(R) 18G 1 34 “ (1,3 x 45 mm),

Venenverweilkantlen aus PE
Combitips plus, 50 mi

Einmal-Injektions-Kantlen

Einmal-Latex-Untersuchungshandschuhe

Einmal-Spritzen, 1 ml
Einmal-Spritzenfilter; CA-Membran;
0,2/ 0,4 uM

Faltenfilter

Gel Blotting Papiere

Hybond N

Mikrospritze, 100 pl

Nylonnetz Scrynel NY 79 HD
Parafilm®

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen
Polypropylenréhrchen 15 ml, steril
Polypropylenréhrchen 50 ml, steril
ReaktionsgefaBe 0,2 ml
ReaktionsgefaBe 1,5 ml
ReaktionsgefaBe 2 ml
Roti®-PVDF-Membran

Zell- und Gewebekulturschalen,
60x10 mm

Zell- und Gewebekulturschalen,
35x10 mm

Roth

Roth
Biotrend

Braun

Eppendorf

Heiland

Roth

Heiland

Heinemann Labortechnik

Schleicher und Schnell
Roth

GE-Healthcare

Roth

Ziricher Beuteltuchfabrik
American National Can™
Roth

Roth

Sarstedt

Heinemann Labortechnik
Greiner bio-one

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Roth

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Karlsruhe

Karlsruhe
Koéln

Melsungen

Hamburg
Gallin
Karlsruhe
Gallin
Duderstadt

Dassel
Karlsruhe
Freiburg
Karlsruhe
ZUrich, Schweiz
Menasha, WI, USA
Karlsruhe
Karlsruhe
NUmbrecht
Duderstadt
Nurtlingen
NUmbrecht
NUmbrecht
NUmbrecht
NUmbrecht
Karlsruhe
Nurtlingen

Nurtlingen
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Zell- und Gewebekulturschalen,
35x10 mm

Mikrospin TM G-25 Columns
Mikrotiterplatten (96 well, klar)
Mikrotiterplatten (96 well, FluoroNunc
MaxiSorp weiB)

Mikrotiterplatten (96 well, FluoroNunc
MaxiSorp schwarz)

Zellschaber 25 cm

2.4 Gerate

Automatische Pipettierhilfe, Finnpipette®

Automatische Pipettierhilfe, Gilson
Typ P10, P20, P200, P1000

Automatische Pipettierhilfe, Pipet Aid XP
Automatische Pipettierhilfe, pipetus® akku

Automatische Pipettierhilfe,

Typ Multipipette plus

Begasungsbrutschrank Nu Aire IR Autoflow

CEQ™ 2000XL DNA Analysis System
ChemiDocTM-System
Dampfsterilisator Varioklav

Eismaschine

Elektrophorese-System Mini-Protean ||

Flachbett-Elektrophoresekammer
Fluostar Optima

Gene Pulser®

Hettich-Rotor 1462

Hettich-Rotor 1617
Hettich-Zentrifuge Rotina 35
Hettich-Zentrifuge Universal 16
High Voltage Power Pack P30
iCycler

Laborbrenner Gasprofi 1

Nunc™

GE-Healthcare
Greiner bio-one

Nunc™

Nunc™

Sarstedt

ThermoLabSystem
Gilson

Eppendorf
Drummond
Hirschmann

Laborgerate

Eppendorf

Zapf Instuments
Beckman Coulter
Bio-Rad

H+P Labortechnik
GmbH

Ziegra

Bio-Rad
Biometra

BMG

Bio-Rad

Hettich

Hettich

Hettich

Hettich

Biometra
Bio-Rad

Wartewig-Labortechnik

Roskilde, Ddnemark

Freiburg
Nurtlingen
Roskilde, Danemark

Roskilde, Danemark

NUmbrecht

Frankfurt am Main
Hamburg

Broomall, PA, USA
Eberstadt

Hamburg
Sarstedt
Minchen
Munchen
OberschleiBheim

Isernhagen
Muinchen
Géttingen
Offenburg
Minchen
Tuttlingen
Tuttlingen
Tuttlingen
Tuttlingen
Géttingen
Minchen
Géttingen
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Laborwaage Sartorius
Lauda-Thermostat Typ K2
Magnetrihrer mit Heizblock MR 3001
Mikroskop Wilovert A

Mikrowelle "Microstar"

Oxigenator

Peristaltikpumpe PD5001

mit Pumpkopf Sp quick

pH-Meter inoLab pH Level 1

Pulse Controller Plus
Schittelapparat TM 130-6
Schuttelinkubator 3031
Schuttelmaschine LS10
Sicherheitswerkbank Nu Aire Class I
SIGMA Rotor 12154-H

SIGMA Zentrifuge 3K30

SORVALL® RC 5B PLUS-Zentrifuge

SORVALL® SLA-1500-Rotor

SORVALL® SS-34-Rotor

Spannungsgerat Power Pac 300
Spannungsquelle

Spectro-Photometer Ultrospec 2100 pro

Thermocycler T300

Thermoshaker Schutron TS 2-24
Tischzentrifuge Biofuge Pico
Tischzentrifuge Biofuge Primo
Transblot SD Semi-Dry Transfer Cell
Trockensterilisator Typ SUT 6120
Ultraschallbad Bandelin Sonorex
Ultraschallbad Bandelin Typ RK 100
Ultraschallstab Bandelin UW 2070,
Steuereinheit Bandelin HD 2070,
Gehduse Bandelin LS 5

Sartorius

Lauda

Heidolph

Hund

Quelle

Universitat Géttingen
Heidolph

WTW

Bio-Rad

GFL

GFL

Gerhardt

Zapf Instuments
SIGMA

SIGMA

Thermo Electron
Corporation
Thermo Electron
Corporation
Thermo Electron
Corporation
Bio-Rad
Biometra

GE Heathcare
Biometra

Haep Labor Consult
Heraeus
Heraeus
Bio-Rad
Heraeus
Bandelin
Bandelin
Bandelin

Géttingen
Lauda-Kénigshofen
Géttingen

Wetzlar

Farth

Géttingen
Géttingen

Weilheim
Munchen
Burgwedel
Burgwedel
Géttingen
Sarstedt
Osterode
Osterode
Langenselbold

Langenselbold

Langenselbold

Minchen
Géttingen
Freiburg
Géttingen
Bovenden
Osterode
Osterode
Minchen
Osterode
Berlin
Berlin
Berlin
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UV-Leuchtkasten Schatt Géttingen
Vakuumzentrifuge Speed Vac PD 111V Thermo Savant Holbrook, NY, USA
mit Drehschieber-Vakuumpumpe Typ RD4  Rudolph Brand Wertheim

und Kahlfalle Unicryo MC3I Uniequip Martinsried

Vortex Genie 2 Scientific Industries Bohemia, USA
Wasseraufbereitungssystem HP6 UV/UF TAK Niederelbert
Wasserbad ecoline O11 Lauda Lauda-Kdnigshofen

mit Einhangethermostat A100

2.5 Zellkultur-Medien

Medium M199 Pulvermedium Biochrom AG
mit Earle’s Salzen, mit L-Glutamin,

ohne Natriumhydrogencarbonat

Williams E Pulvermedium Sigma-Aldrich

Zusammensetzung der Medien (Angaben in mg/l)
Medium M199
mit Earle’s Salzen

Ascorbinsaure 2,27
Biotin 0,5
Calciferol 0,1
D-Ca-Pantothenat 1
Cholinchlorid 1,5
Folsaure

myo-Inositol

Menadion 0,01
Nicotinsdureamid 1
Pyridoxal*HCI 1
Riboflavin 0,1
Thiamin*HCI 1
DL-a-Tocopherolphosphat Na, 0,01
DL-Alanin 90
L-Arginin*HCI 50
DL-Asparaginsaure 30
L-Cystein*HCI 40

L-Cystin 20

Berlin

Deisenhofen

Williams E Medium

0,05
0,01
0,1
0,01
0,5
0,01
0,05
0,01
0,025
0,025
0,01
0,01
0,01
50
70
60
0,1
20
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Medium M199 Williams E Medium
mit Earle’s Salzen

L-Glutamin 29,2 100

L-Glutamins&dure HoO 44,5 150

Glycin 50 50

L-Histidin*HCI 15 20

DL-Isoleucin 50 40

DL-Leucin 75 120

L-Lysin*HCI 87,46 70

DL-Methionin 15 30

DL-Phenylalanin 25 50

L-Prolin 30 40

DL-Serin 10 50

DL-Threonin 40 60

DL-Tryptophan 10 20

L-Tyrosin 50,45 40

DL-Valin 50 50

Glutathion 0,05 0,5

Fe(NO3)2*9 HoO 0,0001 0,7

D-Glucose 2000 1000

Phenol Rot 10,7 17

Calciumchlorid*2 HoO 265 200

Magnesiumsulfat (anhydrous) 97,7 200

Natriumchlorid 6800 6800

Kaliumchlorid 400 400

Natriumphosphat Monobasisch 122 140

(anhydrous)

NaHCO3 2200 2200

Vitamin B-12 0,2

Linolsauremethylester 0,03

Pyruvat 25

Retinolessigsaure 0,1

Kupfersulfat*s HoO 0,0001

Manganchlorid*4 HoO 0,0001

Zinksulfat*7 HoO 0,0002
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Asparagin* HoO
ATP Na;

AMP

Nicotins&ure
p-Aminobenzoesaure
Pyridoxin*HCI
Vitamin A
Cholesterin
2-Desoxy-D-Ribose
D-Ribose
L-Hydroxyprolin
Natriumacetat
Polysorbat 80 VG

Medium M199
mit Earle’s Salzen

20

2.6 Kaufliche Reinigungs- und Nachweissysteme

CEQ™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
ECL Advance™ Western Blotting Detection Kit
GenedET™ PCR Cloning Kit

GFX Micro Plasmid Prep Kit

iQ SYBR Green supermix

JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit
Luciferase Assay System

MinElute Gel Ectraction Kit

SuperSignal® West Pico

Chemiluminescent Substrate

SV Total RNA Isolation System

Beckman Coulter

GE Healthcare

MBI Fermentas GmbH
GE Heathcare
Bio-Rad

GENOMED GmbH
Promega

Qiagen

Pierce

Promega

Williams E Medium

0,2
0,025
0,05
0,025
0,1
0,2
0,5
0,5
10
50
20

Minchen

Freiburg

St. Leon-Rot
Freiburg

Minchen

Léhne

Madison, WI, USA
Hilden

Rockford, IL, USA

Madison, WI, USA
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2.7 Enzyme

BIO-X-ACT™ Long
DNA-Polymerase

Powerscript DNA-Polymerase
Dnase |

Proteinase K
Restriktionsendonuklease Bigll
Restriktionsendonuklease BsiXI|
Restriktionsendonuklease EcoRlI
Restriktionsendonuklease Nhel
Restriktionsendonuklease Miul
Restriktionsendonuklease Pst
Restriktionsendonuklease Pvul
Restriktionsendonuklease Sacl
Restriktionsendonuklease Xbal
Restriktionsendonuklease Xhol
RevertAid™ H Minus M-MuLV
Reverse Transkriptase

T4 DNA Ligase
T4-Polynukleotid-Kinase

2.8 Oligonukleotide

2.8.1 ,sense’-Oligonukleotide

4 U/ L
5 U/ uL

10 mg/ mL
10 U/ pL
10 U/ pyL
10 U/ uL
10 U/ uL
10 U/ uL
10 U/ uL
10 U/ uL
10 U/ uL
10 U/ uL
10 U/ uL
200 U/ pL

5 U/ uL
10 U/ uL

r = Ratte; d = distal; ¢ = zentral; p = proximal

F= vorwarts; R= rlickwarts
a) LC-r-ss--ActinF

b) rCAR-1F

c) C2B1_F1A

C2B1_F2A

C2B1_F2B

BIOLINE

Pan

Promega
Sigma-Aldrich

MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH
MBI Fermentas GmbH

MBI Fermentas GmbH
Roche
Science

Luckenwalde
Nirnberg
Madison, WI, USA
Deisenhofen
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot
St. Leon-Rot

St. Leon-Rot

Applied Basel, CH

5-CCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGATG-3’
5-TCTCACTCAACACTACGTTC-3’
5-GAAATGGGGACTctgcagAAATTGC-3
ctgcag - Pstl-Erkennungssequenz
5’-CGGCGGgaattcGCATATAGGGTGCACG-3

gaattc > EcoRIl-Erkennungssequenz

5’-CGGCGGQaattcCTAGTAAGTAAACAGAGCTGAC-3

gaattc > EcoRIl-Erkennungssequenz
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CYP_PPARmut-F

CYP_ER4mut-F

rCARprom_F13
rCARprom_F14
rCARprom_F16
rCARprom_ADR1d_F

rCARprom_ADR1c_F

rCARprom_ADR1p_F

CYP2B1_oligo
ACO1_oligo
GAPDH_oligo
pGL3_RV3
pJET1_F
CAR-EMSA-F
CAR-ChIP-1cF
CPT1_1F

5-CAGAAATGATagcgCACATAGAAAAAG-3’
Mutation von CTTT nach agcg

5’-GACAAA ACcagGCcGACAttcGCtCACCCATC-3’
Mutation von TGAGCTGACAAGTGCA nach
cagGCcGACAttcGCt
5-CAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGG-3
5-CGCAGTAGCAAGCAAACTAGAGTAG-3
5-CAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGG-3
5’-GCCGCCcgatcgGAACTGCTGATTTCCAGAC-3
cgatcg = Pvul-Erkennungssequenz
5’-GCCGCCcgatcgGTGGATTCCAGGGGTCAAAG-3’
cgatcg = Pwvul-Erkennungssequenz
5’-GCGGCGcgatcgCTGTGGGTACTAGGTGTACAC
ATT-3’ cgatcg - Pvul-Erkennungssequenz
5-GGTTGGTAGCCGGTGTGA-3
5-AGGCTGTGAGGATCAGAGTTC-3
5'-CAGGATGCATTGCTGACAATCTTGA-3'
5-CTAGCAAAATAGGCTGTCCC-3
5-GCCTGAACACCATATCCATCC-3
5-GAGTGTGTATAAAGGTCAGAGAACAACCTG-3
5-AGCACGGAAGCTCCAGAATAAAGA-3
5-CCAAGCTGTGGCCTTCCAGT-3

,antisense’-Oligonukleotide

LC-r-ss-ActinR
rCAR-2R
C2B1_R1B
C2B1_RI1C

C2B1_R2C

CYP_PPARmut-R

5-AGGTCCCGGCCAGCCAGGTCCAG-3
5-CTGGAAAAGGATCCAAGCCTGGG -3’
5-GCCGCCQaattcGTGCGTGCACGCTATATGC-3
gaattc - EcoRl-Erkennungssequenz
5’-GCCGCCgaattcCTTACTAGGGCATGGG -3
gaattc - EcoRl-Erkennungssequenz
5’-GATCGCagatctCGAGCCCGG-3’

agatct-> Bglll-Erkennungssequenz
5-CTTTTTCTATGTGegctATCATTTCTG-3
Mutation von AAAG nach cgct
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CYP_ER4mut-R

d) rCARprom_R5
rCARprom_DING_R
rCARprom_ADR1d_R
rCARprom_ADR1c_R

rCARprom_ADR1p_R

e) pGL3_GL2

5-GATGGGTGaGCgaaTGTCgGCcetgGTTTTGTC-3’
Mutation von TGCACTTGTCAGCTCA nach
aGCgaaTGTCgGCctg
5-CAGGAATTAGGGATTGTGGTCCTC-3’
5-GGTCTCCTGAATGTGGGAGG-3
5-GCCGCCcqatcgGTTAAGCCGTGGCGGCTCGATC-3’
cgatcg = Pvul-Erkennungssequenz
5’-GCCGCCcgatcgCACACTCAGTGGCTCATTGG-3’
cgatcg = Pwvul-Erkennungssequenz
5-GCGGCGcgatcgCTGTCTGATATTCTGGGGCTA
GAG -3’ cgatcg > Pvul-Erkennungssequenz
5-CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCC -3’

h) pJET1_R 5-GCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATC-3’

i) CAR-EMSA-R 5-GGCCCCTGCAGGTTGTTCTCTGACCTTTATA-3
) CAR-ChIP-2cR 5-TTGGTGTCAAGACAGTGGGTAAAG-3’

k) CPT1_2R 5-GGACGCCGCTCACAATGTTC-3
Vektor-Oligonukleotide

Vektor Oligonukleotid Position [bp]

pGL3 pGL3 RV3 4760 - 4779

pGL3 pGL3_GL2 281 - 303

pJET pJET1_F 280 - 300

pJET pJET1_R 384 - 408

Die ,sense*- und ,antisense“-Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma MWG-Biotech

AG (Ebersberg) bezogen. Die Oligonukleotid-Sequenzen wurden aus folgenden Sequenzen

erstellt:

Matrize Oligonukleotide Genbank Acc.-Nr. Position [bp]

ACOf1 ACO1-oligo J02752.1 3390-3370

GAPDH GAPDH_oligo DQ403053.1| 380-356

CYP2B1 CYP2B1_oligo J00719.1 1002-985

B-Actin LC-r-ss-ActinF und R NM_031144 414 - 438; 613 - 635

CPTH CPT_1Fund _2R NM_031559.2 63 - 82; 354 - 373

CAR: rCAR-1F und -2R NM 022941.2 843 - 862; 1282 - 1298

CAR_ChIP CAR-ChIP-1cF und -2cR NW_047399.2 4392500-4392523;
4392710-4392733
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Matrize Oligonukleotide Genbank Acc.-Nr. Position [bp]
rCARprom4,4 |rCARprom_F16 und _R5 |NW_047399.2 4389298-4389323;
4393638-4393661
rCARprom2,6 |rCARprom_F14und _R5 |NW_047399.2 4391042-4391066;
4393638-4393661
rCARprom1,9 |rCARprom_F13und _R5 |NW_047399.2 4391744-4391767,
4393638-4393661
rCARprom2,2 |rCARprom_F13 und NW_047399.2 4391744-4391767;
_DING _DING_R 4393608-4393927

2.9 Molekulare Langenstandards

2.9.1 Protein-Léangenstandard

Protein Molecular Weight Marker MBI Fermentas GmbH St. Leon-Rot
Zusammensetzung
Protein Molekulargewicht (kDa)
B-Galactosidase 116,0
Rinder-Serumalbumin 66,2
Ovalbumin 45,0
Laktat-Dehydrogenase 35,0
Restriktionsendonuklease Bsp98I 25,0
B-Lactoglobulin 18,4
Lysozym 14,4

Die Lésung wurde bei -20 °C gelagert und vor der Verwendung 5 min auf 95 °C erhitzt.

2.9.2 DNA-Langenstandard

MassRuler™ DNA Ladder, Mix MBI Fermentas GmbH St. Leon-Rot
Die Lésung wurde bei -20 °C gelagert.

2.10 Vektoren

2.10.1 pGL3-Basic-Vektor

Mit dem pGL3-Basic-Vektor (Abbildung 4) der Firma Promega (Madison, USA), der ein
Luciferase-Reportergen enthadlt, kdnnen quantitative Analysen zur Regulation der
Genexpression durchgefihrt werden. Die Luciferase-Reportergenaktivitat ist leicht und sensitiv
messbar. Veranderungen in dieser Reportergenaktivitat korrelieren direkt mit der
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e e Synthetic poly{4) signal /
=~ Amp' "“\."\ transcripticnal pauss site
£ ~, (Tor background reduction)
SN
ALY Konl |5
f1 ori B Sac| 11
Al | 15
—=T fhe | 21
pGL3-Basic L Smal |23
Vector = }h-?l 32
r — Bglll |36
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Abb. 5: Die Restriktionskarte des Vektors pGL3-Basic.

(Abklrzungen: Amp": Ampicillinresistenzgen; f1 ori: Phage f1 Replikationsstartstelle;
luc+: Luciferase-Reportergen; ori: Replikationsstartstelle des Plasmids. Die anderen
Abkurzungen bezeichnen Restriktionsendonukleasen.)

transkriptionellen Aktivitét der in die Polylinkerregion klonierten regulatorischen Genelemente,
wenn sie in Zellen exprimiert werden, die mit pGL3-Basic transfiziert wurden. Der pGL3-Basic-
Vektor enthalt eine modifizierte Luciferase-cDNA aus der nordamerikanischen Feuerfliege
(luc+). Das SV40 spate poly(A)-Signal sorgt fir eine effiziente Prozessierung der Luciferase-
RNA. Das synthetische poly(A)-Signal, welches stromaufwarts der Polylinkerregion liegt, dient
der Termination von Transkriptionen im Vektor-Ruckgrat.

2.10.2 pJet-Vektor

Der pdet-Vektor (Abb. 5) der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) besitzt fiir die positive
Selektion neben einem Ampicilin-Resistenzgen ein Gen fir ein Restriktionsenzym (eco47l),
welches, wenn es exprimiert wird, tédlich fur die meisten E. coli-Stdmme ist. Durch den Einbau
eines DNA-Fragments in die Kolonierungsstelle, wird das Gen zerstért. Daher wachsen nach
der Transformation nur die Klone die den rekombinierten Vektor + einkloniertem DNA-
Fragment aufgenommen haben.
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pJET1/blunt
3128 bp

Xhol
/

1
R \ Ncol

PIII:U\IS .

f .Kprl2|
/" Pspxl

Xbal
Bgll
Etal
Eco1301

\Bsu1 L |

Abb. 6: Die Restriktionskarte des Vektors pJeti/blunt.

(Abkirzungen:  bla(AP")

Ampicillinresistenzgen;

rep(pMB1):

Replikationsstartstelle;

P\acuvs:Promotor fir das eco471R-Gen. Die anderen Abkirzungen bezeichnen Restriktions-

endonukleasen.)

2.11 E.coli XL-1 (blue) Bakterien

E. coli XL-1 (blue)

Stratagen

Heidelberg

recA1;endA1;gyrA96;thi-1;hsdR17;subE44;relA1;lac[F™;proAB;lacl g ZWM15;Tn10(tet r)]

2.12 Antikorper

2.12.1 Monoklonale Antikorper

Bezeichnung
Monoklonaler Maus-Anti-Ratten

Cytochrome 2B-1gG (H+L)

2.12.2 Polykonale Antikorper

Bezeichnung
Kaninchen-Anti-Maus NR113

(CAR1/2) IgG AS 48-197 (m)
Kaninchen-Anti-Maus NR1C1
(PPARa) IgG AS 1-98 (h)
Ziege-Anti-Kaninchen 1gG (H+L)-
HRP Konjugat

Ziege-Anti-Maus IgG (H+L)-
HRP Konjugat

Produkt-Nr.
PM20

Hersteller
Oxford
Biomedical Research

Produkt-Nr. Hersteller
sc-50462 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.
sc-9000X Santa Cruz
Biotechnology, Inc.
170-6515
Bio-Rad
170-6516
Bio-Rad

Oxford, MI USA

Heidelberg

Heidelberg

MUnchen

MUnchen
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3 METHODEN

ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

3.1 Die Isolierung von Hepatozyten der Ratte nach Meredith (1988)

Hepatozyten wurden durch Lésen des Zellverbands der Leber mittels Perfusion mit Ca2+-
freiem und EDTA-haltigem Puffer isoliert. Sie wurden durch niedrigtourige Zentrifugation mit
Hilfe eines einstufigen Percoll-Dichtegradienten von Nichtparenchymzellen und Zelltrimmern
gereinigt.

3.1.1 Puffer und Lésungen

Die Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders aufgefihrt, durch einen 0,2 um-Filter
sterilfiltriert und in autoklavierten Glasflaschen bei 4 °C aufbewahrt. HoO bezeichnet immer
Reinstwasser. Wenn nicht anders angegeben wurde der pH-Wert mit 1 N NaOH und 1 N HCI
eingestellt.

Perfusionspuffer-Stammlésung (10x)

NaCl 1400 mM 81,820 g
KCI 50 mM 3,728 g
MgClo x 6 HoO 8 mM 1,626 g
NapoHPO4 x 2 HoO 16 mM 2,848 g
KHoPOg4 4 mM 0,544 ¢
H20 ad 1000 mL

Der pH-Wert der Lésung wurde auf pH 7,4 eingestellt.

NaHCOa-Stammldsung (1 M)
NaHCO3 1M 849
H20 ad 100 mL

Die Lésung wurde bei RT gelagert.

EDTA-Stammldsung (0,5 M)
EDTA 05M 14,619
HoO ad 100 mL

Der pH-Wert der L6sung wurde auf pH 8,0 eingestellt.
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Glucose-Stammldsung (2 M)
D-Glucose x HoO 2M

HoO

Laktat-Stammlésung (0,5 M)
Laktat-Sirup (60 % (w/w)) 0,5M
HoO

Pyruvat-Stammldsung (200 mM)
Pyruvat 200 mM
HoO

Calciumchlorid-Stammldsung (2 M)
CaClo 2M

HoO

Die Lésung wurde in Aliquots von 10 mL bei -20 °C gelagert.

Perfusionspuffer

Perfusionspuffer-Stlsg. (10x) 1x
NaHCO3 25 mM
EDTA 2 mM
Glucose 15 mM
Lactat 2mM
Pyruvat 0,2 mM
HoO

39,63 g
ad 100 mL

7 mL
ad 100 mL

22¢g
ad 100 mL

29,4 g
ad 100 mL

200 mL
50 mL

8 mL
15 mL
8 mL
2mL
ad 2000 mL

1 M Stlsg.

0,5 M Stlsg.

2 M Stlsg.

0,5 M Stlsg.
200 mM Stlsg.

Das Medium wurde bei 37 °C fur 45 min mit Carbogen [95 % Oo, 5 % CO2] &quilibriert.

Danach wurde der pH-Wert auf pH 7,4 eingestellt.

Waschpuffer

Perfusionspuffer-Stlsg. (10x) 1x
CaClo x H2O 1 mM
HoO

50 mL
250 pL

ad 500 mL

2 M Stlsg.

Das Medium wurde bei 37 °C fir 45 min temperiert. Danach wurde der pH-Wert auf pH 7,4

eingestellt.
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Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugationsmedium
Percoll 27,8 mL
Puffer-Stammlésung (10x) 4,2 mL

Physiologische NaCl-Lésung
NaCl 0,9 % (w/v) 9¢
HoO ad 1000 mL

Medium 199 (M199)
Pulvermedium M199 mit Earle’s

Salzen ohne NaHCOg3 9,77 g
D-Glucose x HoO 5,5 mM 1,10 g
HEPES 15 mM 3,57 ¢
NaHCO3 18 mM 1,519
BSA 0,2% (w/V) 2,009
H20 ad 1000 mL

Das Medium wurde mit Carbogen aquilibriert und der pH-Wert auf pH 7,4 eingestellt.

3.1.2 Die nicht rezirkulierende in situ-Perfusion der Rattenleber zur Isolierung von
Hepatozyten

Mannliche Wistar-Ratten (200-300 g KG) wurden durch intraperitonale Injektion von 16 ug
Pentobarbital-Natrium (Narcoren)/ 100 g Kérpergewicht narkotisiert. AnschlieBend wurde die
Ratte mit Stecknadeln auf dem Préparationstisch fixiert und die Bauchregion mit 70% (v/v)
Ethanol desinfiziert. Nach Entfernen der Bauchhaut wurde das Abdomen durch Langsinzision
entlang der Linea alba bis zum Processus xyphoideus eréffnet. Der Leberhilus wurde durch
Verlagern des Darmkonvuluts freigelegt und die Vena portae freiprapariert. Zum spateren
Fixieren der Braunule wurde eine Ligatur locker um die Vena portae cranial der Vena lienalis
gelegt. Die Vena portae wurde nun mit einer Braunulle kanliert, die Vena cava inferior distal
der Vena renales er6ffnet und die Leber mit einer Flussgeschwindigkeit von 40 mL / min mit
dem durch den Oxygenator auf 37 °C erwarmten und mit Carbogen begasten Perfusionspuffer
(2 L) 45-60 min nicht-rezirkulierend perfundiert. Nach Eréffnen der Vena cava inferior wurde
die Braunle in der Vena portae mit der Ligatur in der gewlinschten Position fixiert. Wahrend
die Leber blutleer gespllt wurde, wurde der Thorax durch bis zur Clavicula reichende

paramediane Langsinzisionen eroffnet.
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3.1.3 Die Praparation von Hepatozyten der Ratte

Nach der Perfusion wurde die Leber aus dem Abdomen freipapariert und in eine Glasschale
Uberfihrt, die mit Waschpuffer gefillt war. Mit Hilfe einer Pinzette wurde die Leberkapsel
zerrissen und maoglichst vollstandig vom Leberhilus abgezogen, wodurch sich die Zellen aus
den Leberlappen lésten. Zur Entfernung von Resten des Bindegewebes und grdBerer
Zellverbande wurde die Zellsuspension durch ein mit Waschpuffer befeuchtetes Nylon-Sieb
(PorengrdBe 80 - 100 pum) filtriert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension fir 2 min bei 20 x g
(300 rpm, Heraeus-Biofuge Primo, RT), ohne Bremskraft zentrifugiert, damit
Nichtparenchymzellen sowie tote Zellen und Zelltrimmer, die nach der Zentrifugation im
Uberstand verbleiben, von den Hepatozyten im Sediment getrennt werden konnten. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Zellsediment in 50 mL Waschpuffer resuspendiert und

nochmals zentrifugiert.

3.1.4 Die Reinigung von Hepatozyten der Ratte durch Dichtegradienten-Zentrifugation

Das Zellsediment nach der dritten Zentrifugation wurde mit Waschpuffer auf 16 mL aufgefuillt
und mit 32 mL Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugationsmedium vermischt. Die Percoll-
Endkonzentration betrug 58 % (v/v). Die Suspension wurde 5 min bei 800 x g (2100 rpm,
Hettich-Zentrifuge Rotina 35, RT), ohne Bremskraft zentrifugiert. Nichtparenchymzellen, tote
Hepatozyten sowie Zelltrimmer, die sich in einer Bande auf dem Gradienten befanden,
wurden zusammen mit dem Uberschissigen Puffer abgesaugt. Das Hepatozytensediment
wurde ausgewogen und mit M199 auf 20 mL aufgefulit.

3.1.5 Die mikroskopische Zellzahlung

2 uL der Hepatozytensuspension wurden mit 198 puL Medium in einer Vertiefung einer
Mikrotiterplatte verdinnt (1:100-Verdinnung), und ein Aliquot in einer Neubauer-Kammer
(0,0025 mm? / Kastchen bei einer Tiefe von 0,1 mm) unter dem Mikroskop bei einer 100-
fachen Vergrésserung ausgezahlt.
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3.2 Zellkulturversuche zur Expression von Cytochrom P450 2B1 in
Hepatozyten der Ratte

3.2.1 Puffer und Lésungen

Wenn nicht anders angegeben wurde der pH-Wert mit 1 N NaOH und 1 N HCI eingestellt.

Willliams E Medium (SIGMA W4125)
Pulvermedium Williams E

ohne NaHCOg3 10,89
NaHCO3 2,29
HoO ad 1000 mL

Der pH-Wert des Mediums wurde auf pH 7,4 eingestellt.

Insulin-Stammldésung |

Insulin 10 uM 2,9 mg
BSA 0,1 % (w/v) 50,0 mg
0,9 % (w/v) NaCl-Lésung ad 50 mL

Insulin-Stammldsung Il

Insulin 100 pM 29 mg
BSA 0,1 % (w/v) 50,0 mg
0,9 % (w/v) NaCl-Lésung ad 50 mL

Insulin wurde bei pH 3 in 20 mL 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung gel6st, der pH-Wert auf 7,4
eingestellt, anschlieBend BSA zugegeben, auf 50 mL aufgeflillt und der pH-Wert kontrolliert.
Die L6sung wurde durch einen 0,4 um-Filter sterilfiltriert und in Aliquots bei —20 °C gelagert.

Dexamethason-Stamml&sung

Dexamethason 100 puM 2,0 mg
Ethanol p. a. 0,3 % (v/v) 150 pL
0,9 % (w/v) NaCl-Lésung ad 50 mL

Dexamethason wurde zunéachst in Ethanol p.a. gelést und dann mit 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung
verdinnt. Die L6sung wurde durch einen 0,4 um-Filter sterilfiltriert und in Aliquots bei —20 °C
gelagert.
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Penicillin-Streptomycin-L6sung

Die Loésung lag bereits als Gemisch von Penicillin (10 000 U) und Streptomycin
(10 000 pg/ mL) vor. Sie wurde in 15 mL-Aliquots bei -20 °C gelagert. Den Zellkulturmedien
wurden immer 1 % dieses Gemisches, also 100 U Penicillin und 100 pg/ mL Streptomycin,

zugesetzt.

ITS (Insulin-Transferrin-Selen) -Stammldsung
ITS bestehend aus

Insulin 87,0 uM 25 mg
Transferrin 62,5 uM 25 mg
NasSeO3 3,0 uM 25 ug
Williams E Medium ad 50 mL

ITS wurde in 5 mL Wiliams E Medium gel6st. AnschlieBend wurde der pH-Wert auf 7,4
eingestellt. Die Lésung wurde durch einen 0,4 um-Filter sterilfiltriert und in Aliquots bei -20 °C
gelagert.

Williams-E-Anheftungsmedium

NCS 4 % (V/V) 4 mL
Insulin 0,5nM 5uL 10 uM Stlsg.
Dexamethason 0,1 uM 100 uL 100 uM Stlsg.
Antibiotika 1 % (V/V) 1 mL
Williams E Medium ad 100 mL

Williams-E-Kulturmedium

Insulin 0,5 nM 5uL 10 uM Stlsg.
Dexamethason 0,1 uM 100 uL 100 uM Stlsg.
Antibiotika 1 % (V/V) 1mL
Williams E Medium ad 100 mL

GW 7647-Stammldsung

GW 7647 1 mM 502,75 ug
DMSO ad 1 mL
Die Stammlésung wurde bei -20 °C gelagert.
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WY 14643-Stammibsung

WY 14643 100 mM 32,38 mg
DMSO ad 1 mL
Die Stammlésung wurde bei -20 °C gelagert.

PGD»-Stammldsung

PGD> wurde in einer Konzentration von 10 mM in 70% Ethanol geldst, aliquotiert und bei
-20 °C gelagert. Das Ldsungsmittel Ethanol wurde vor direktem Gebrauch des PGD»

abgedampft, und das PGD» im zehnfachen an Medium erneut geldst.

10x PBS-Puffer

NaCl 1370 mM 80,06 g
KCI 27 mM 2,029
KHoPO4 15 mM 2,06 g
NaoHPO4 80 mM 11,36 g
H20 ad 1000 mL

Der pH-Wert wurde auf pH 7,3 eingestellt. Der Puffer wurde bei RT gelagert.

1x PBS-Puffer
10x PBS-Puffer 100 mL
Ho0 ad 1000 mL

Der Puffer wurde bei RT gelagert.

Ethanol 70 % (v/v)
Ethanol 70 % (v/v) 70 mL
HoO ad 100 mL

3.2.2 Die Herstellung Collagen-beschichteter Zellkulturschalen

Die Herstellung der Collagen-Lésung

Rattenschwéanze von bis zu 250 g schweren Ratten wurden bei —20 °C aufbewahrt. Ca. 20
Schwanze wurden in 70 % (v/v) Ethanol gereinigt, danach wurde die Haut abgezogen und die
Collagenfasern von der Schwanzspitze beginnend mit einer Zange durch Herausbrechen der
Wirbel aus dem Bindegewebe gezogen. Die mdglichst blutfreien Fasern wurden 4 h unter
einer Lampe getrocknet in 2 cm lange Stlickchen geschnitten und Uber Nacht in
Aluminiumschalchen unter UV-Licht sterilisiert. Je 0,5 g Fasern wurden in sterilen 250 mL-



METHODEN 42

Flaschen mit steriler 200-220 mL 0,05 % (v/v) Essigsaure (sterilfiltriert, 0,4 pm-Filter)
mindestens 24 h bei 4 °C gerUhrt. Die Suspension wurde in der Hettich Universal 16-
Zentrifuge im Rotor 1264 bei 2640 x g (3980 rpm) 1 h bei 4 °C zentrifugiert, der zahflUssige,
klare Uberstand in sterile Flaschen iiberfiihrt und fiir maximal ein Jahr bei 4 °C gelagert.

Die Beschichtung der Zellkulturschalen

Zellkulturschalen (8,7 cm? oder 28,3 cm?) wurden mit 1 mL Collagen-Lésung benetzt, davon
wurden circa 900 pL wieder abgenommen und das verbleibende Collagen in den gedffneten
Zellkulturschalen unter der Sterilbank lber Nacht getrocknet. Die Zellkulturschalen konnten
bei RT 1-2 Monate aufbewahrt werden.

3.2.3 Die Optimierung der Kulturbedingungen fiir die Cytochrom P450 2B1-Expression
in Hepatozyten der Ratte

Hepatozyten wurden isoliert (3.1) und in Medium 199 oder Williams E-Medium, denen beiden
1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung, 0,1 pM Dexamethason und 0,5 nM Insulin zugesetzt
waren, flr 72 h kultiviert. Wahrend der ersten 4 h in Kultur wurde den Medien 4 % neonatales
Kéalberserum (NCS) zugesetzt. Danach wurden die Hepatozyten nach folgendem Schema

inkubiert:
Ansatz Medienwechsel 1 mM Phenobarbital 1% (v/iv) ITS
nach 4 h - -
1 nach 24 h - -
nach 48 h - -
nach 4 h - +
2 nach 24 h - +
nach 48 h - +
nach 4 h - -
3 nach 24 h + -
nach 48 h + -
nach 4 h - +
4 nach 24 h + +
nach 48 h + +

Diese vier verschiedenen Versuchsansatze wurden jeweils mit M199 und Williams E Medium,
auf collagenierten oder nicht-collagenierten Kulturschalen durchgefihrt. Insgesamt wurden 16
Varianten getestet.
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3.2.4 Die optimierten Hepatozyten-Kulturbedingungen fiir die CYP2B1-Expression

Wenn nicht anders im Ergebnisteil angegeben, wurden alle folgenden Experimente unter fir
die CYP2B1-Expression optimalen Bedingungen durchgefiihrt. Die Hepatozytensuspension
lag in einer Dichte von 0,66 x 10° Zellen/ mL Williams-E-Anheftungsmedium vor. Je 3 mL
Zellsuspension wurden auf die collagenierten Kulturschalen (28,3 cm?) pipettiert. Nach einer
Anheftungsphase von 4 h wurde Williams-E-Anheftungsmedium durch Williams-E-
Kulturmedium dem anstelle von 0,5 nM Insulin 1x ITS zugesetzt war, ersetzt. Bei dem
nachsten Mediumwechsel (24 h in Kultur) wurde das Kulturmedium erneuert, und bei der
Halfte der Kulturschalen 1 mM Phenobarbital (25,42 mg/ 100 mL) zugesetzt. Nach weiteren
24 h (48 h in Kultur) wurden die zuvor entsprechend in Williams E Kulturmedium + ITS bzw.
+ ITS und PB gelésten Testsubstanzen auf die Hepatozyten gegeben. Im Falle des
Standardexperiments waren dies GW 7647 (1 uM), WY 14643 (10 uM) oder als Kontrolle im
Lésungsmittel DMSO. Die Anséatze einschlieBlich der Kontrollen enthielten 0,1 % (v/v) DMSO.
Die Hepatozyten wurden wahrend der gesamten Zeit in Begasungsbrutschréanken in einer
wasserdampfgeséttigten Atmosphére mit 5 % (v/v) CO» bei 37 °C kultiviert. Nach Ablauf von
72 h in Kultur wurde die Kultivierung beendet und das Medium abgesaugt. Die Kulturschalen
wurden zweimal mit PBS gewaschen, in flissigen Stickstoff Uberflhrt und bis zur weiteren
Verwendung bei -70 °C gelagert.

3.2.5 Die Untersuchung des Einfluss eines Gg-gekoppelten Signalweges auf die CAR-

Expression

Abweichend von den unter 3.2.4 erlauterten Versuchsbedingungen, wurden die Hepatozyten
nach 4 h fir die gesamte Dauer des Experiments in Williams E Kulturmedium (0,5 nM Insulin)
kultiviert. Nach 24 h Kultur wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Nach 48 h wurden die
Hepatozyten mit 0,1 % (v/v) DMSO, WY 14643 (10 uM), Adrenalin (100 nM) oder einer
Kombination aus beidem behandelt. Die Anséatze einschlieBlich einer Kontrolle enthielten
0,1 % (v/v) DMSO.

3.3 Zellkulturversuche zur Untersuchung der Transkription von CAR und dem
CAR-Zielgen CYP2B1 in Hepatozyten der Ratte

3.3.1 Das Prinzip

Die verwendete Calcium-Phosphat-Prazipitationsmethode zur Transfektion stellt eine
Modifikation des Protokolls von Graham et al. (1973) dar. Die DNA wurde hierbei in Form von
feinkdrnigen Calcium-Phosphat-Prazipitaten, die durch Mischen einer DNA/Calciumchlorid-
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Lésung mit einer phosphathaltigen Lésung entstanden, auf die Zellen aufgebracht und von
diesen durch Endocytose aufgenommen.

3.3.2 Puffer und Lésungen

Zusatzlich zu unter 3.2.1 aufgefihrten Puffern und Lésungen wurden folgende verwendet.

M199-Transfektionsmedium

NCS 4 % (V/V) 4 mL
Penicillin/Streptomycin 1 % (V/V) 1mL
Dexamethason 100 nM 100 pL 100 uM Stlsg.
Insulin 0,5nM 5uL 10 uM Stlsg.
25-Hydoxycholesterol 2,5 ug/ mL 100 pL 1000x Stlsg.
Medium 199 ad 100 mL

Das Medium wurde auf 37 °C temperiert

2 M Calciumchlorid-L6sung siehe 3.1.1

2x HEPES-Puffer

HEPES 50 mM 1,19¢
NaCl 280 mM 1,649
NasHPO4 1,5M 21 mg
H20 ad 100 mL

Der pH-Wert der Lésung wurde mit 1 N NaOH und 1 N HCI auf pH 7,05 eingestellt. (Fir diese
Methode ist es wichtig, dass der pH-Wert sehr exakt eingestellt war.) Die Lésung wurde durch
einen 0,2 um-Filter sterilfiltriert und in Aliquots von 10 mL bei -20 °C gelagert.

Transfektionsansatz/ Transfektion

Plasmid 1 ug

HoO ad 67,5 pL
Calciumchlorid-Lésung 100 mM 7,5 uL 2M
HEPES-Puffer 1x 75 uL 2X

Die Reihenfolge der Zugabe muss strikt eingehalten werden, da sich sonst Calciumphosphat-
Prazipitate bilden, ohne die DNA gebunden zu haben. Nach 20 min Inkubation bei RT
(Tribung der Lésung) kann die Transfektion erfolgen.
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3.3.3 Die Transfektion von Hepatozyten

Der Transfektionsansatz wurde in Polystyrolrbhrchen angesetzt und durch leichtes
Schwenken gemischt. Isolierte Hepatozyten (3.1) wurden mit M199 Transfektionsmedium auf
auf 0,46 x 10° Zellen/ mL verdiinnt. Je 1,5 mL Zellsuspension wurden auf nicht-collagenierte
Kulturschalen (Nunc, 8,7 cm?) pipettiert. Jeweils 150 pL des Transfektionsansatzes wurden
auf die frisch ausplattierte Hepatozytensuspension getropft und vorsichtig gemischt. Im
Anschluss wurden die Kulturschalen fiir 5 h im Brutschrank bei 37 °C unter 3 % CO» inkubiert.

Nach dem ersten Mediumwechsel wurden die Hepatozyten, wenn nicht anders angegeben,
wie unter 3.2.4 beschrieben, weiterbehandelt.

BIOCHEMISCHE METHODEN

3.4 Die Praparation von Mikrosomen der Ratte

Die Mikrosomen wurden durch Differentialzentrifugation prapariert.

3.4.1 Puffer und Lésungen

Der pH-Wert wurde, wenn nicht anders angegeben mit 1 N NaOH und 1 N HCI eingestellt.

Proteasen-Hemmstoffmischung

Pefabloc 200 mM 46 mg
Leupeptin 1 % (W/v) 10 mg
Trypsin-Inhibitor 1 % (w/v) 10 mg
Die Proteaseinhibitoren wurden getrennt in je 1 mL H,O geldst, und in Aliquots bei —20 °C
gelagert.

KBS-Puffer

KCI 110 mM 2050 mg
NaHoPOy4 10 mM 325 mg
NasHPO4 10 mM 425 mg
EDTA 5mM 365 mg
NaF 50 mM 525 mg
HoO ad 250 mL

Der pH wurde auf 7,4 eingestellt. Die Pufferlésung wurde bei 4 °C aufbewahrt.
Vor Gebrauch wurden pro mL Puffer frisch zugesetzt:
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Pefabloc 200 uM 1uL 200 mM Stlsg.
Leupeptin 10ug / mL 1uL 10 mg / mL Stlsg.
Trypsin-Inhibitor 10pg / mL 1uL 10 mg / mL Stlsg.
Kaliumphosphat-Pufferstammldsungen

KHoPO4 0.5M 68,05 g

HoO ad 1000 mL

KoHPO4 x 3 HoO 0,5M 11419

HoO ad 1000 mL
Kaliumphosphat-Puffer 0.5 M

KHoPO4 0,5M 150 mL 0,5 M Stlsg.
KoHPO4 x 3 HoO 0.5M ad 850 mL 0,5 M Stlsg.

Durch das Mischen beider Lésungen im Verhaltnis 1:4,7 stellt sich pH 7.4 ein.

Mikrosomen-Puffer

Kaliumphosphat-Puffer 100 mM
EDTA 1 mM
NaF 5 mM
Glycerol 20 % (v/v)
HoO

50 mL

73 mg
52,5 mg
50 mL

ad 250 mL

Der pH wurde mit auf 7,4 eingestellt. Die Pufferlésung wurde bei 4 °C aufbewahrt.

SDS-Lésung 5% (w/v)
SDS 5 % (W/v)
HoO

Die Lésung wurde bei RT gelagert.

SDS-Lésung 1 % (w/v)
SDS 1 % (W/v)
HoO

Die Lésung wurde bei RT gelagert.

59
ad 100 mL

19
ad 100 mL
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NaOH-Lésung
NaOH 0,8 M 3,29

H20 ad 100 mL

Die Lésung wurde bei RT gelagert.

Lésung A

CuSO4 x 5 HoO 0,1g
Kaliumnatriumtartrat 0,29
C4Hq KNaOg x 4 HoO

HoO ad 40 mL

Die Lésung wurde bei RT gelagert.

Lésung B
NaoCO3 19
HoO ad 40 mL

Die Lésung wurde bei RT gelagert.

Kupfertartrat-L6sung

Lésung A 40 mL
Lésung B 40 mL
HoO ad 100 mL

Die Lésungen unter Riihren mischen. Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.

LOWRY-Reagenz

Kupertartrat-Lésung 2,5mL
SDS-Lésung 5 % (w/v) 2,5% 5mL
NaOH-Lésung 0,2M 2,5mL

Die Lésung wurde vor der Messung frisch angesetzt.

Folin-Reagenz

Folin-Ciocalteu’s 0,4 M 30 mL
Phenolreagenz
HoO ad 150 mL

Die Lésung wurde bei RT gelagert.

5 % (W/v)
0,8M

2M
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BSA-Standard
BSA 0,1 % (w/v) 10 mg
HoO ad 10 mL

Der BSA-Standard wurde in Aliquots bei -20 °C gelagert.
3.4.2 Die Mikrosomenpraparation

Die Aufbereitung der bei -70 °C gelagerten Zellkulturversuche erfolgte bei 4 °C. Nach Zugabe
von 300 pL KBS-Puffer mit Protease-Inhibitoren / Kulturschale wurden die Zellen abgeschabt
und in ein 1,5 mL-ReaktionsgefaB Uberflhrt. Die Zellsuspension wurde 20 s sonifiziert
(Einstellung: Power 40% (Amplitude), Cycle 6 (Puls: 0,6 s Arbeit, 0,4 s Ruhe); maximale
Frequenz 20 kHz; Leistung: 70 W) und anschlieBend bei 2500 x g und 4 °C fir 10 min
zentrifugiert (SIGMA 1215/4-H Rotor, SIGMA 3K30 Zentrifuge). Die Uberstande wurden
nochmals bei 20000 rpm (36 700 x g, SIGMA 1215/4-H Rotor, SIGMA 3K30 Zentrifuge) und
4 °C fiir 2 h zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Sediment wurde mit Hilfe einer
Pipette durch mehrmaliges Aufziehen und Ausblasen in 100 pL Mikrosomen-Puffer
resuspendiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und nach dem Auftauen erneut
resuspendiert. Direkt im Anschluss erfolgte die fluorometrische Messung der CYP2B1-
spezifischen 7-Pentoxyresorufindepentylierung nach BURKE (3.6). Dann wurde der
Proteingehalt der Mikrosomensuspension nach LOWRY (3.4.3) bestimmt und die Suspension
bei -70 °C gelagert.

3.4.3 Die Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951)

Die Proteinbestimmung nach LOWRY (1951) beruht darauf, daB die Proteine zundchst mit
einem alkalischen Cu2+-Reagenz eine dem Biuret-Komplex dhnliche Verbindung eingehen. In
einem nachfolgenden Reaktionsschritt erfolgt die Reduktion des Folin-Ciocalteu's-Phenol-
Reagenzes (Folin-Reagenz) durch die mit dem Cu2+ komplexierten Proteine. Der Kupfer-
Protein-Komplex bewirkt die Reduktion von Molybdat bzw. Wolframat, die in Form von
Heteropolyphosphorsauren vorliegen. Die Reduktion des Folin-Reagenzes erfolgt, nachdem
vermutlich Cu2+ im Kupfer-Protein-Komplex zu Cu* reduziert wird. Die aromatischen
Aminoséaurereste Tyrosin und Tryptophan reduzieren darlber hinaus das Folin-Reagenz direkt
ohne vorherige Komplexierung mit dem alkalischen Cu2+-Reagenz. Fiir die Bestimmung des
Proteingehaltes der Mikrosomen in der Mikrotiterplatte wurden die Proben zunachst mit 1 %
SDS-Lésung 1:100 verdlnnt. Davon wurden 100 pL pro Well pipettiert und mit 100 pL LOWRY-
Reagenz versetzt. Als Eichreihe dienten 0, 2, 4, 6, 8 und 10 ug BSA. Nach 15 Minuten wurde
die Reaktion mit 50 uL Folin-Reagenz gestartet. Es entwickelte sich innerhalb von 30 Minuten
eine Griin-Blau-Farbung, die mindestens 1 h stabil war und bei 750 nm photometrisch
quantifiziert werden konnte.
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3.5 Die Praparation von Zelllysaten aus Hepatopzyten der Ratte

3.5.1 Puffer und Lésungen

Der pH-Wert wurde, wenn nicht anders angegeben mit 1 N NaOH und 1 N HCI eingestellt und
neben unter 3.4.1 aufgefihrten Puffern und Lésungen wurden folgende verwendet.

Natriumorthovanadat (Phosphatase-Inhibitor)
NazVOy 200 mM 36,8 mg

HoO ad 1 mL

Der pH-Wert der Lésung wurde auf pH 10,0 eingestellt. Zur Aktivierung wurde die Lésung so
lange auf Siedetemperatur erhitzt und wieder abgekihlt, bis ihre Farbe von gelblich nach
farblos umschlug. Die Lésung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Lysispuffer

Tris/HCI (pH 7,5) 20 mM 4 mL 1 M Stlsg.
NaCl 150 mM 1,752 g

EDTA 1mM 400 pL 0,5 M Stlsg.
EGTA 1 mM 76 mg

Triton X-100 1 % (V/V) 2mL

Natriumpyrophosphat 2,5mM 233 mg

B-Glycerolphosphat 1 mM 43 mg

NaF 50 mM 420 mg

HoO ad 200 mL

Der pH-Wert der Lésung wurde auf pH 7,5 eingestellt. Die Losung wurde bei 4 °C gelagert.
Vor Gebrauch wurden dem Lysispuffer pro mL frisch zugesetzt:

Pefablock 200 uM 1 uL 200 mM Stlsg.
Leupeptin 10 pg/ mL 1 uL 10 mg/ mL Stlsg.
Trypsin-Inhibitor 10 pg/ mL 1 uL 10 mg/ mL Stlsg.
Na3zVOgy 1 mM 5uL 200 mM Stlsg.

Bradford-Reagenz

Serva Blue (Nr.35050) 0,01 % (w/v) 100 mg
Ethanol (95 %) 4,75 % (v/v) 50 mL
Phosphorsaure (85 %) 8,5 % (V/v) 100 mL
HoO ad 1000 mL

Die Lésung wurde durch einen Faltenfilter filtriert und bei RT gelagert.
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3.5.2 Die Herstellung von Zelllysaten aus Hepatozyten der Ratte

Die Hepatozyten wurden wie unter 3.2.4 beschrieben behandelt und bei -70 °C gelagert. Alle
Aufarbeitungsschritte erfolgen bei 4 °C. Zun&chst wurden zu jeder Zellkulturschale 100 pL
Lysispuffer mit Natriumorthovanadat und Proteaseinhibitoren gegeben. AnschlieBend wurden
die Zellen abgeschabt und die Lysate in 1,5 mL-ReaktionsgefaBe Uberfihrt. Zum besseren
Zellaufschluss wurde die Zellsuspension fir 10 s mit Ultraschall homogenisiert (Bandelin;
Einstellung: Power 55% (Amplitude), Cycle 5 (Puls: 0,5 s Arbeit, 0,5 s Ruhe); maximale
Frequenz 20 kHz; Leistung: 70 W). Dann wurden die Zelllysate fir 15 min bei 10.000 x g
zentrifugiert (SIGMA 3K30 Zentrifuge, Rotor SIGMA 1215/4-H) und der Uberstand in neue
1,5 mL-ReaktionsgefaBe Uberflhrt. Diese Zelllysate wurden bei -20 °C gelagert. Die
Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte nach der Methode nach BRADFORD.

3.5.3 Die Proteinbestimmung nach BRADFORD et al. (1976)

Bei der Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) in der Mikrotiterplatte wurden die Proben
zunachst mit HoO 1:40 verdinnt. Davon wurden 10 pL pro Well pipettiert und mit 200 pL
BRADFORD-Reagenz versetzt. Als Eichreihe dienten 0, 1, 2, 4, 6, 8 und 10 ug BSA. Es
entwickelte sich innerhalb von Minuten eine Blau-Grau-Farbung, die mindestens 1 h stabil war
und durch Messung der Absorption bei 595 nm im Plattenphotometer (Fluostar Optima, BMG)
photometrisch quantifiziert werden konnte.

3.6 Die fluorenzspektrometrische Bestimmung der Cytochrome P450 2B
7-Pentoxyresorufin-O-Depentylase-Aktivitat in Mikrosomen

3.6.1 Puffer und Lésungen

Neben unter 3.4.1 aufgefiihrten Puffern und Lésungen wurden folgende verwendet.

Natriumcitrat-Stammldsung
Natriumcitrat (tribasisch) 50 mM 147 mg
HoO ad 10 mL

Die Lésung wurde bei -20 °C gelagert.

7-Pentoxyresorufin-Stammlésung 2 mM

7-Pentoxyresorufin wurde in Methanol gelést und bei -20 °C gelagert.
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Resorufin-Stammlésung 4.25 mM

Resorufin wurde in Methanol gelést und bei -20 °C gelagert.

Kaliumphosphat-Puffer 0,05 M
Kaliumphosphat-Puffer 0,5 M 0,05 M 5mL
HoO ad 50 mL

Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.

Resorufin-Standard

Resorufin 0,5 uM 1,2 uL 4,25 mM Stlsg.
Kaliumphosphat-Puffer ad 10 mL 0,05 M
Der Standard wurde direkt vor Versuchsbeginn hergestellt und auf 37 °C erwarmt.

Co-Faktoren-Stammldsung (20x)

NADP+ 1,3 mM 200 mg
Glucose-6-phosphat 3,3mM 200 mg
MgClo x 6 HoO 3,3 mM 133 mg
H20 ad 10 mL

Die Stammldésung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Stammldsung (100x)

Glucose-6-Phosphat- 40 U/ mL 400 U

Dehydrogenase

Natriumcitrat (tribasisch) 5mM 1mL 50 mM Stlsg.
HoO ad 10 mL

Die Stammldésung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Reaktions-Puffer (pro 96-Well Ansatz)

Co-Faktoren-Stlsg. 1mL

Glucose-6-Phosphat- 200 pL

Dehydrogenase-Stlsg.

Kaliumphosphat-Puffer ad 10 mL 0,056 M

Der Puffer wurde direkt vor Versuchsbeginn hergestellt und auf 37 °C erwarmt.
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7-Pentoxyresorufin-Puffer (pro 96-Well Ansatz)

7-Pentoxyresorufin-Stlsg. 10 uM 40uL 2 mM
Kaliumphosphat-Puffer ad 8 mL 0,06 M
Der Puffer wurde direkt vor Versuchsbeginn hergestellt und auf 37 °C erwarmt.

3.6.2 Die fluoreszensspektrometrische Messung in Mikrosomen

Die Resorufin-Standardreihe

Ausgehend von dem 0,5 pM Resorufin-Standard wurden in die Vertiefungen A1 bis A10
100 pL folgender Eichreihe pipettiert: 500; 400; 300; 250; 200; 150; 125; 100; 75 und 50 nM
Resorufin. Die Vertiefungen A11 und A12 enthielten nur das L&sungsmittel 50 mM
Kaliumphosphat Puffer.

Die Versuchsreihe

In die Vertiefungen einer schwarzen Mikrotiterplatte wurden 10 pL der Mikrosomen-
praparationen und 90 pL des 7-Pentoxyresorufin-Puffers pipettiert. Der Start und die
fluorometrische Messung der 7-Pentoxyresorufin-depentylierung erfolgten im Fluostar Optima
(BMG) bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch automatische Zugabe von 100 pL des Reaktions-
Puffers gestartet. Die Excitation erfolgte bei A=530 nm, die Emission wurde bei
A=590 nm gemessen. Die Resorufinbildung wurde kontinuierlich Gber einen Zeitraum von 20

min aufgenommen.

Ex Em
530 nm 590 nm
o NADPH2 + 02
/\/\/
HiC + H,c” >""cHo
NADP' + H,0
7-Pentoxyresorufin Resorufin 1-Pentanal

Die Auswertung

Die Auswertung erfolgte durch ein von BMG mitgeliefertes auf Excel basierendes Programm,
unter Einbeziehung der Standardreihe und der Proteinmenge. Die Aktivitdt wurde in pmol
Resorufin/ mg Protein* min errechnet und das prozentuale Verhaltnis zur Kontrollaktivitat
bestimmt. Die statistische Analyse erfolgte mittels des zweiseitigen Student’s t-test fir
gepaarte Proben.
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3.7 Der immunologische Nachweis von Cytochrom P450 2B in Mikrosomen

und CAR in Zelllysaten durch Westernblot-Analyse

3.7.1 Puffer und Lésungen

Der pH-Wert wurde, wenn nicht anders angegeben mit 1 N NaOH und 1 N HCI eingestellt.

Tris/HCI-Stammldsung
Tris 1M
HoO

121,19

ad 1000 mL

Der pH-Wert wurde je nach Gebrauch mit HCI auf 6; 7,5 oder 8,5 eingestellt.

SDS-Stammlésung 20 % (w/v)
SDS 20 % (W/v)
HoO

SDS-Stammlésung 10 % (w/v)
SDS 10 % (w/v)
HoO

Die Lésungen wurden bei RT gelagert.

4 x SDS-Probenpuffer

Tris/HCI 320 mM
SDS 8 % (W/V)
Glycerol 20 % (w/v)

Bromphenolblau
HoO

0,01 % (W/v)

Sammelgelpuffer

Tris 0,5M
SDS 0,4 % (w/v)
HoO

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 6,8 eingestellt und bei 4 °C gelagert.

209
ad 100 mL

10g
ad 100 mL

1mL

20 mL
11,48 mL
52 mg
ad 50 mL

50 mL
4 mL
ad 100 mL

1 M Stlsg. pH 6
20 % (w/v) Stlsg.
87 % (W/v)

1 M Stlsg.
10 % (w/v) Stlsg.
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Trenngelpuffer

Tris 1,5M 18,17 g
SDS 0,4 % (w/v) 4 mL 10 % (w/v) Stlsg.
HoO ad 100 mL

Der Puffer wurde mit 12 N HCI auf pH 8,8 eingestellt und bei 4 °C gelagert.

30 % (w/v) Acrylamid-Stammldsung

Die Lésung wurde fertig von Roth gekauft und bei 4 °C gelagert.

Elektrophorese-Laufpuffer

Tris 25 mM 15,459
Glycin 191 mM 72,059
SDS 0,1 % (w/v) 5mL 10 % (w/v) Stlsg.
HoO ad 5000 mL

Blottransferpuffer A

Tris 300 mM 300 mL 1 M Stlsg.
SDS 0,1 % (w/v) 10 mL 10 % (w/v) Stlsg.
Methanol 20 % (v/v) 200 mL
HoO ad 1000 mL

Der Puffer mit dem pH Wert von 11,5 wurde bei RT gelagert.

Blottransferpuffer B

Tris 25 mM 25 mL 1 M Stlsg.
SDS 0,1 % (w/v) 10 mL 10 % (w/v) Stlsg.
Methanol 20 % (v/v) 200 mL
HoO ad 1000 mL

Der Puffer mit dem pH Wert von 10,5 wurde bei RT gelagert.

Blottransferpuffer C

Tris/Borat 25 mM 25 mL 1 M Stlsg.
SDS 0,1 % (w/v) 10 mL 10 % (w/v) Stlsg.
Methanol 20 % (v/v) 200 mL
HoO ad 1000 mL

Der Puffer wurde mit 1 M Borsaure auf pH 9,0 eingestellt und bei RT gelagert.
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Ponceau S Farbeldsung

Ponceau S 0,25 % (w/v) 259
Methanol 40 % (v/v) 400 mL
Essigsaure 15 % (V/V) 150 mL
HoO ad 1000 mL

Die L6sung wurde durch einen Faltenfilter filtriert und war mindestens 12 Monate verwendbar.

10x TBS-Puffer

Tris 0,20 M 24,2 g
NaCl 1,36 M 80,0 ¢
HoO ad 1000 mL

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI auf 7,6 eingestellt. Der Puffer wurde bei RT gelagert.

TBS-Tween-Waschpuffer

10x TBS 1x 100 mL
Tween 0,1 % (v/v) 5mL 20%(v/v) Stlsg.
HoO ad 1000 mL

Der Puffer wurde bei RT gelagert.

Blockierungsldsung |

BSA 5 % (w/v) 500 mg
TBS-Tween-Waschpuffer ad 10 mL
Die L6sung wurde frisch angesetzt.

Blockierungsldsung I

Magermilchpulver 5 % (w/v) 59
TBS-Tween-Waschpuffer ad 100 mL
Die Lésung wurde frisch angesetzt.

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

Die beiden Nachweislésungen “Luminol/Enhancer Solution“ und “Stable Peroxide Solution®
wurden ohne Angaben des Herstellers (PIERCE) geliefert.

3.7.2 Die Vorbereitung der Proben fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Jeder Ansatz wurde mit 15 pL 4 x Probenpuffer (+ 20 % B-Mercaptoethanol) versetzt, die
Ansétze far 5 min auf 95 °C erhitzt und dann fir 5 min bei 13 000 rpm (16 000 x g) in der
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Biofuge pico zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben auf das Polyacrylamidgel
aufgetragen.

3.7.3 Die Vorbereitung der Polyacrylamidgele fiir die SDS-PAGE

Zur analytischen Trennung von Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichtes wurden
diskontinuierliche Polyacrylamidgele nach LAEMMLI (1970) eingesetzt. Die verwendeten Gele
hatten eine Starke von 1,0 mm und eine Abmessung von 8,5 x 5,5 cm. Die Gele wurden mit
dem Elektrophorese-System Mini Protean Il (BioRad) gegossen und betrieben. Die
Glasplatten wurden mit Aceton gereinigt und mit zwei Abstandhaltern zwischen den Platten
zusammengesetzt und abgedichtet. Das Trenngel fir die Cytochrome P450 2B und CAR-
Bestimmung enthielt 10 % (w/v) Polyacrylamid (PAA). Die Gele wurden wie folgt gegossen.

Trenngel 10 % (w/v) PAA
Acrylamid (30 % ,37,5:1, 0,8 % Bisacrylamid) 3,00 mL
HoO 3,75 mL
Trenngelpuffer 2,25 mL
Ammoniumpersulfat (10 % (w/v) Stlsg.) 75 uL
TEMED 15 pL

Die einzelnen Komponenten wurden gemischt und bis zu einer Héhe von 5,5 cm zwischen die
Glasplatten gefullt. Zur Glattung des Oberflache wurde das Gel daraufhin mit HoO gesattigtem
n-Butanol Uberschichtet. Nachdem das Trenngel vollstdndig polymerisiert war, wurde das n-
Butanol entfernt und die Geloberflache vorsichtig mit einem Filterpapier getrocknet.
AnschlieBend wurde das Sammelgel wie folgt gegossen:

Sammelgel 4,45 % (w/v) PAA
Acrylamid (30 % ,37,5:1, 0,8 % Bisacrylamid) 0,50 mL
HoO 2,00 mL
Sammelgelpuffer 833 pL
Ammoniumpersulfat (10 % (w/v) Stlsg.) 25 uL
TEMED 5puL

Die Lésungen wurde gemischt, bis zum oberen Rand zwischen die Glasplatten geflllt und der
Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach 20 min wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer eingesetzt, diese mit Elektrophorese-Laufpuffer gefullt, der
Probenkamm unter FlUssigkeit entfernt und die Luftblasen weggespiilt.
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3.7.4 Die Trennung der Proteine durch SDS-PAGE

Die aufbereiteten Proben wurden in die Geltaschen pipettiert. Als Molekulargewichts-Standard
dienten 15 pL des LMW-Markers (MBI Fermentas). Die Elektrophorese erfolgte mit 15 mA/ Gel
im Sammelgel und mit 20 mA/ Gel im Trenngel. Sie wurde beendet, wenn die
Bromphenolblaubande den unteren Rand des Trenngels erreicht hatte.

3.7.5 Der Transfer der getrennten Proteine auf PVDF-Membranen durch Western-Blot

Nach der Gelelektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt, die linke obere Ecke des
Trenngels zur Markierung entfernt und das Gel fiir 15 min in Blottransferpuffer C &quilibriert.
Wéhrenddessen wurden eine PVDF-Membran und vier Whatman-Filter (3 mm) auf das
entsprechende GelmaB (8,5 x 5,5 cm) zugeschnitten und die linke obere Ecke der Membran
ebenfalls markiert. Nachfolgend wurde die PVDF-Membran kurz in reinem Methanol
geschwenkt, wodurch sie gleichmaBig angefeuchtet wurde. Danach wurde die Membran 2 min
in Wasser gespult und anschlieBend in Blottransferpuffer B far 15 min &quilibriert. Der
Blotaufbau wurde auf der Anodenplatte der Blotvorrichtung durchgefihrt. Es musste darauf
geachtet werden, die einzelnen Schichten mdglichst luftblasenfrei aufzulegen. Zuerst wurde
ein Filterpapier in Blottransferpuffer A angefeuchtet und aufgelegt. Darauf wurde ein zuvor mit
Blottransferpuffer B benetztes Filterpapier gelegt. Auf die beiden Filter wurde die PVDF-
Membran und auf diese dann das Polyacrylamidgel aufgelegt, so dass die beiden markierten
Ecken Ubereinander lagen. AbschlieBend wurden zwei zuvor in Blottransferpuffer C
angefeuchtete Filter auf das Gel geschichtet und der Aufbau mit einem Gilasréhrchen
komprimiert, um eventuell noch vorhandene Luftblasen und Uberschissige Flissigkeit zu
entfernen. Zum Abschluss wurde die Kathodenplatte aufgelegt. Der Transfer erfolgte bei
konstanter Stromstérke von 1,2 mA/cm? Gelflache Gber einen Zeitraum von 45 min.

3.7.6 Der Nachweis der geblotteten Proteine durch Ponceau-S-Farbung

Nach Ablauf der Transferzeit wurde der Blotaufbau abgebaut, die PVDF-Membran mit einer
Pinzette entnommen und in eine Schale mit Ponceau-S-Farbelésung fir die reversible
Proteinfarbung gelegt. Die Membran wurde einige Minuten angeféarbt und anschlieBend mit
Wasser gespllt, bis die Hintergrundfarbung verschwunden war. AnschlieBend wurden die
Banden des Molekulargewichtstandards und die Proteinspuren mit Nadelstichen markiert und
die Membran in TBS-Tween-Waschpuffer entfarbt, wobei je nach Intensitat der Farbung ein

oder mehrere Pufferwechsel nétig waren.
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3.7.7 Der immunologische Nachweis von Cytochrom P450 2B bzw. CAR durch
Immunperoxidase-Farbung der geblotteten Proteine

Zur Abséttigung der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran fir eine Stunde bei
RT in Blockierungslésung Il geschwenkt. Danach wurde die Membran dreimal 15 min mit TBS-
Tween-Waschpuffer gewaschen und Uber Nacht bei 4 °C mit dem CYP2B-Antikdrper
(monoklonaler Maus-Anti-Ratte-IgG, der Hersteller machte keine Angaben Uber die
Konzentration) 1:100 in TBS-Tween-Waschpuffer mit 5 % (w/v) BSA oder 0,33 pug CAR-
Antikdrper (polyklonaler Kaninchen-Anti-Maus-IgG 200 pg 1gG/ mL)/ mL TBS-Tween-
Waschpuffer mit 5 % Milchpulver inkubiert. Die Membran wurde wiederum dreimal 15 min mit
TBS-Tween-Waschpuffer gewaschen und anschlieBend 1 h mit Peroxidase-gekoppeltem
Ziege-Anti-Maus-Antikdrper bzw. Peroxidase-gekoppeltem Ziege-Anti-Kanninchen-Antikérper
1:10 000 in TBS-Tween-Waschpuffer mit 5 % (w/v) Milchpulver inkubiert. Die Membran
wurde erneut dreimal 15 min mit TBS-Tween-Waschpuffer gewaschen. Der Nachweis wurde
durch eine Chemilumineszenz-Reaktion mit dem Chemilumineszenz-Substrat (SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate) der Firma Pierce nach Anweisung des Herstellers
abgeschlossen. Dazu wurden Lésungen 1 und 2 zu gleichen Teilen zu einem Endvolumen von
1 mL/ PVDF Membran gemischt und auf die PVDF-Membran aufgetropft Die Membran wurde
5 min in der Lésung inkubiert, in Frischhaltefolie eingelegt und Uberschissige Flissigkeit bzw.
Luftblasen mit einem Glasréhrchen entfernt. Die entstandene Chemilumineszenz wurde direkt
mit Hilfe des “ChemiDoc™-System“ (BioRad) detektiert und die spezifischen Banden
(CYP2B~54 kDa, CAR~39 kDa) mit dem Software-Programm ,Quantity One“ (BioRad)
quantifiziert.

3.8 Der Nachweis der Luciferase-Reportergenaktivitat

3.8.1 Das Prinzip

Das verwendete ,Luciferase Assay System’ der Firma Promega ermdglichte den Nachweis
des Enzyms Luciferase aus der nordamerikanischen Feuerfliege (Photinus pyralis) in mit
einem Luciferase-Reportergenvektor transfizierten Zellen. Das Luciferase-Enzym setzt unter
ATP-Verbrauch und in Anwesenheit von M92+-Ionen das Substrat Luciferin in einen
Luciferase-Luciferyl-AMP-Komplex um. Dieser Komplex wird unter Emission von Licht oxidativ
zu Luciferase, Oxyluciferin, AMP, Pyrophosphat sowie CO» decarboxyliert. Wenn Luciferin im
Uberschuss zur  Verfiigung steht, ist die Lichtemission proportional  zur
Luciferasekonzentration und kann im Luminometer quantifiziert werden. Die so in Zellextrakten
transfizierter Zellen quantifizierte Menge Luciferase erlaubt damit Rlckschlisse auf die
Aktivitdt und Stérke des Promotors transfizierter Plasmide, die ein Luciferase-Reportergen
tragen.
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3.8.2 Puffer und Lésungen

Luciferase-Zellkultur-Lysispuffer (1x)

Tris (pH 7,8) 25 mM
DTT 2 mM
1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N’,N’.-Tetraacetat 2 mM
Glycerol 10 % (V/v)
Triton X-100 1 % (V/V)

Der Zellkultur-Lysispuffer war dem Kit als 5x Konzentrat beigefiigt und wurde bei -20 °C
gelagert. Vor Gebrauch wurde er mit HoO auf 1x Lysispuffer verdinnt.

Luciferase Assay-Substrat

Das Substrat wurde vom Hersteller mitgeliefert, die Zusammensetzung wurde nicht bekannt
gegeben. Das Substrat wurde durch Zugabe von 10 mL Luciferase Assay-Puffer rekonstituiert
und in Aliquots von 10 mL unter Lichtabwesenheit bei -20 °C gelagert.

Luciferase Assay-Puffer

Der Puffer wurde vom Hersteller mitgeliefert, die Zusammensetzung wurde nicht bekannt
gegeben.

3.8.3 Die Durchfiihrung des Luciferase-Assays

Die bei -70 °C gelagerten transfizierten Hepatozyten (3.3.3) wurden auf eiskalten Platten mit
100 L Luciferase-Zellkultur-Lysispuffer tberschichtet, mit Hilfe eines Zellschabers lysiert und
in 1,5 mL-ReaktionsgefaBe Uberflhrt. AnschlieBend wurden diese 30 min auf Eis inkubiert.
Nach kurzer Zentrifugation (Biofuge pico, 1 min bei 13.000 rpm (16.060 x g)) wurden je 25 uL
des Zelliberstandes in eine Vertiefung einer 96 well-Platte (Fluoro MaxiSorp von Nunc™)
gegeben und die Platte im Messgerat Fluostar Optima (BMG) gemessen. Durch einen Injektor
wurden 25 pL des Luciferase Assay-Substrates zu jeder Vertiefung gegeben und das
produzierte Licht Gber einen Zeitraum von 10 s von einem Detektor gemessen.
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MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.9 Die Isolierung von Gesamt-RNA mit Hilfe des Kits “SV Total RNA
Isolierungs-System* aus Hepatozyten der Ratte

3.9.1 Puffer und Lésungen

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit dem Kit ,SV Total RNA Isolierungs-System* von
Promega. Die darin enthaltenen Puffer und L&sungen wurden, wenn nétig, mit
B-Mercaptoethanol oder Ethanol (95 % (v/v)) versetzt und wenn nicht anders beschrieben bei
RT gelagert.

Yellow Core-Puffer

Tris (pH 7,5) 0,0225 M
NaCl 1,125 M
Yellow Dye 0,0025 % (w/v)

RNA-Lysispuffer

Guaninisothiocyanat 4 M
Tris (pH 7,5) 0,01 M
B-Mercaptoethanol 0,97 % (v/v)

B-Mercaptoethanol wurde nach Angaben des Herstellers zugesetzt und die Lésung dann bei
4 °C gelagert.

DNase-Stopplésung

Tris-HCI (pH 7,5) 4 mM
Ethanol (95 % (v/v)) 57 % (v/v)
Ethanol wurde nach Angaben des Herstellers zugesetzt.

RNA-Waschlésung

Kaliumacetat 60 M
Tris-HCI (pH 7,5 bei 25 °C) 10 mM
Ethanol (95 % (v/v)) 60 % (v/v)

Ethanol wurde nach Angaben des Herstellers zugesetzt.

DNase |
Die DNase | war dem Kit in lyophilisierter Form beigefligt und wurde in 285 pL Nuclease-
freiem Wasser gel6st. Die L6sung wurde dann bei -20 °C gelagert.
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RNA-Dilutions-Puffer (Puffer Blue), MnCl» (0,09 M), Nuclease-freies Wasser

Die Lésungen waren dem Kit ebenfalls beigefiigt. Uber die Zusammensetzungen machte der
Hersteller keine Angaben.

DEPC-HoO

DEPC 0,1 % (v/v) 1mL/L

Reinst-Wasser wurde mit 0,1 % (v/v) DEPC versetzt und fir 12-14 h bei 37 °C inkubiert, um
RNasen vollstandig zu inaktivieren. Das verbliebene DEPC wurde durch Autoklavieren
zersetzt. Alle Puffer und Lésungen fur die RNA-Isolierung wurden mit DEPC- HoO angesetzt,

um den Abbau von RNA durch exogene RNasen zu verhindern.

3.9.2 Die Isolierung von Gesamt-RNA mit Hilfe des SV Total RNA Isolierungs-Systems
der Firma Promega

Die Hepatozyten (3.2.4) wurden bei 4 °C lysiert. Jeweils 1 Kulturschale (28,3 cm?) wurde dazu
mit insgesamt 175 uL RNA-Lysispuffer versetzt, die Zellen abgeschabt und das Zelllysat in ein
autoklaviertes 1,5 mL-Reaktionsgefa3 tUberfihrt. Dann wurde die RNA nach Anweisung des
Herstellers isoliert. Ein Aliquot der RNA wurde 1:100 mit DEPC-H2O verdiinnt. Die Extinktion
dieser verdiinnten RNA-L&sung wurde bei 260 nm (RNA) und 280 nm (Proteine) gemessen,
um so Konzentration und Reinheit der RNA-L6sung zu bestimmen. Es wurde nur RNA
verwendet, deren Quotient 260 nm / 280 nm > 1,7 war. Die RNA-Konzentration wurde nach
folgender Formel berechnet:
RNA-Konzentration [ng/uL] = AE 260 nm x Verdinnung x 40 ng/uL.

Die RNA wurde bei -70 °C gelagert.

3.10 Der Nachweis von CAR- bzw. CPT1-mRNA mit Hilfe der , Real-Time*-
quantitativen-PCR in Hepatozyten der Ratte

3.10.1 Puffer und Lésungen

5x RT-Puffer (MBI-Fermentas)

Tris-HCI 250 mM
KCI 250 mM
MgClo 20 mM
DTT 50 mM

Die L6sung hatte einen pH-Wert von pH 8,3 und war der RevertAid™ H Minus M-MuLV
Reversen Transkriptase beigefligt. Sie wurde bei -20 °C gelagert.
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Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) (10 mM, 2 mM, MBI-Fermentas)
dATP, dCTP, dGTP und dTTP standen in einer Konzentration von 100 mM zur Verfligung
10 MM dNTPs: Je 10 pL der dNTPs wurden mit 60 pL. HoO verdinnt.

2 mM dNTPs: Je 10 pL der dNTPs wurden mit 460 pL HoO verdlinnt.

Die Lésungen wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Oligo(dT)12.15 (500 ng/ul)
Oligo(dT)12.18 500 ng/puL 196 ug
HoO 392 uL

Die Lésung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2x Puffer (iQ™ SYBR® Green supermix, Bio-Rad)

Tris-HCI 40 mM
KCI 100 mM
MgClo 6 mM
DTT 50 mM
dNTP 400 pM
iTag DNA Polymerase 50 U/ mL
Fluorescein 20 nM

Die Lésung hatte einen pH-Wert von pH 8,4 und enthielt auBerdem SYBR® Green | und
Stabilisatoren. Es wurden jedoch vom Hersteller keine Angaben zur Konzentration gemacht.
Der Puffer wurde bei -20 °C gelagert.

3.10.2 Die Synthese von cDNA-mRNA-Hybriden

Far die Synthese von cDNA-mRNA-Hybriden wurde die RevertAid™ H Minus M-MulLV
Reverse Transkriptase verwendet. Hierbei handelt es sich um eine in E. coli vermehrte
retrovirale Polymerase (Moloney-Murine-Leukemia-Virus) die in Gegenwart eines DNA-
Oligonucleotids (Oligo(dT)q2.1s) als Startermolekll (Primer) und einzelstrangiger RNA als
Matrize, DNA synthetisiert. Fir die cDNA-Synthese wurden 2,5 ug Gesamt-RNA eingesetzt,
die mit DEPC- HoO auf ein Gesamtvolumen von 12 pL aufgefullt wurden. Zu dieser RNA-
Lésung wurde 1 pL Oligo(dT)2.18 (500 pg/ mL) gegeben. Das Gemisch wurde fir 5 min bei
70 °C zur Denaturierung von Sekundarstrukturen innerhalb der RNA inkubiert und danach in
Eiswasser fir 5 min schockgekihlt, um die Wiederausbildung von Sekundérstrukturen zu
verhindern. Zum Ansatz wurden 4 uL 5 x RT-Puffer und 2 pL einer 10 mM dNTP-Lésung
gegeben und das Gemisch 5 min bei 37 °C prainkubiert. Dann wurde 1 pL (200 U) der
Reversen Transkriptase hinzugefligt. Die Hybridisierung des Oligo(dT)-Nukleotides mit dem
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poly(A)-Schwanz der mRNA und nachfolgend die reverse Transkription wurden fir 90 min bei
42 °C durchgefuhrt. Die Reaktion wurde durch Erhitzen des Ansatzes auf 70 °C fir 10 min
beendet. Die cDNA-mRNA-Hybride wurden bei -20 °C gelagert.

3.10.3 Die Protokolle fiir die Real-Time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion (RTQ-
PCR) mit Hilfe des iCycler™

Bei der Real-Time-quantitative-PCR (RTQ-PCR) mit SYBR® Green | lauft im Grunde eine
herkdbmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ab, die aufgrund des zugesetzten
Fluorszensfarbstoffs SYBR® Green | einem asymmetrischen Cyanin-Farbstoff, der in der
doppelstrangigen DNA interkaliert, zusatzlich die Mdéglichkeit zur Quantifizierung des PCR-
Produkts wahrend des PCR-Zyklus (Real-Time) bietet. Dabei nimmt die Fluoreszenz
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die
geringe Spezifitdt, da per se zwischen verschiedenen PCR-Produkten nicht unterschieden
werden kann. Jedoch kann man mit Hilfe einer abschlieBenden Schmelzkurvenanalyse die
Fragmentlange und damit die Spezifitdt bestimmen. Bei der Schmelzkurvenanalyse wird die
DNA aufgeschmolzen, indem die Temperatur langsam kontinuierlich erhéht wird (50 °C ->
95 °C). Bei einer fir das Fragment spezifischen Schmelztemperatur wird der Doppelstrang
wieder ein einzelstrangiges Molekul. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und es
wird eine Fluoreszenzabnahme registriert. Da die doppelstrangige DNA von spezifischen
PCR-Produkten einen hdheren Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Primerdimere,
ist eine Unterscheidung mdoglich. Fir eine quantitative Analyse der unbekannten cDNA-Proben
werden parallel PCRs mit definierten Mengen von Standardvektoren (CAR bzw. B-Actin) als
Probe durchgefuhrt. Dabei wird die definierte Kopienzahl im Anschluss in einer Standardkurve
dem Fluoreszenswert bei einem bestimmten Schwellenzyklus in der logarithmischen Phase
gegenuber gestellt. Dadurch l&sst sich die Ausgangskopienzahl von CAR bzw. B-Actin in der
unbekannten Probe ermitteln. Die Kopienzahl von CAR wird dann um die Kopienzahl des
shouse keeping” Gens B-Actin korrigiert.

PCR-Mix fir eine Probe:

Puffer (iQ™ SYBR® Green 1x 10 uL 2x
supermix, Bio-Rad)

Sense-Oligonukleotid 0,5 uM 1L 10 uM
CAR, CPT1 oder B-Actin

Antisense-Oligonukleotid 0,5 uM 1 uL 10 uM
CAR, CPT1 oder B-Actin

cDNA-mRNA-Hybrid- 5puL

oder Standard-Probe
HoO ad 20 uL
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PCR-Programm des iCylcer™:

1. Initiale Denaturierung 3 min 95 °C
2. Denaturierung 30s 95 °C
3. Anlagerung 30s 63 °C
4. Verlangerung 1 min 72 °C
Zyklen 40x 2.-4.

Bei der verwendeten ,hot-start“iTaq DNA Polymerase handelt es sich um ein thermostabiles
Enzym, das aus Thermus aquaticus gereinigt wurde. Die cDNA-Stammlésungen wurden 1:10
fir die CAR-RT-Q-PCR und 1:100 fir die B-Actin-RT-Q-PCR verdiinnt. Die Standards wurden
wie unter 3.14 beschrieben, hergestellt. Verdinnungen der Vektoren mit folgenden
Kopienzahlen wurden eingesetzt; pJetCAR: 10, 10°, 10*, 10° und 10° Kopien/ 5 pL; pUC578-
Actin: 10, 10%, 10° 10° und 10’ Kopien/ 5 pL. Die PCR der unbekannten Proben erfolgte in
Dreifach-, die der Standards in Doppelbestimmung im iCycler™ (Bio-Rad) fiir 40 Zyklen unter
den oben aufgefihrten Bedingungen. Im Anschluss jeder RT-Q-PCR wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Anhand der Standardreihen (R?>0,95) fiir CAR bzw. B-
Actin wurden die Ausgangskonzentrationen der beiden mRNAs als Kopienzahl ermittelt. Die
CAR-mRNA wurde um die B-Actin-mRNA korrigiert. Fir die Analyse der CPT1-mRNA lagen
keine Standards vor, hier wurde das Verhéltnis zur 3-Actin-mRNA anhand der AACt-Methode
bestimmt. Dabei wurde zunédchst fur jede Probe der Mittelwert der Schwellenzyklen des
Kontrollgens (B-Actin) MW(Ctact) vom Mittelwert (MW) der Schwellenzyklen des zu
untersuchenden Gens (CPT1) MW(CitgpT) subtrahiert (ACt). Im nachsten Schritt wurden nun
die Differenzen ACt der behandelten Proben (WY 14643, PGD»o) mit den ACt der Kontroll-
Proben (DMSO) verglichen, indem ACtpp\so von ACtpygpe Subtrahiert wurde und als n-fache

Expression der Kontrolle angegeben wurde.

3.11 Der Nachweis von Acyl CoA Oxidase 1 (ACO1)- und CYP2B1-mRNA mit
Hilfe der Northernblot-Analyse in Hepatozyten der Ratte

3.11.1 Puffer und Lésungen

Der pH-Wert wurde, wenn nicht anders angegeben mit 1 N NaOH und 1 N HCI eingestellt.

Ethanol 70 % (v/v)  siehe 3.2.1

SDS-L6sung 10% (w/v) siehe 3.7.1
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GTC-Puffer

Guanidiniumthiocyanat 4 M 50 ¢

N-Laurylsarcosin 17 mM 1,67 g 30 % (w/v)
Trinatriumcitrat x 2 HoO 0,02 M 0,75¢

H20 ad 100 mL

Die Substanzen wurden bei 50 °C in HoO geldst, der pH-Wert nach dem Abkuhlen auf 7,5
eingestellt und die Lésung durch einen 0,2 um Filter sterilfiltriert. Der Puffer wurde bei 4 °C

gelagert. Unmitteloar vor Gebrauch wurden 100 mL GTC-Puffer

B-Mercaptoethanol versetzt.

Natriumacetat-Lé6sung
Natriumacetat 2M 16,419

H20 ad 100 mL

mit 1 mL

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf 4,0 eingestellt. Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.

20 x SSC (Standard-Saline-Citrat-Buffer)

NaCl 3M 175,32 g
Na-Citrat 0,3M 88,23
H20 ad 1000 mL

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,0 eingestellt und die Lésung autoklaviert.

5 x SSC
SSC 5 x 100 mL
HoO 300 mL

2 x SSC/SDS-Waschlésung

SSC 2 X 100 mL
SDS 10 mL
Ho0 ad 1000 mL

1 x SSC/SDS-Waschlésung

SSC 1x 50 mL
SDS 10 mL
H2O ad 1000 mL

20 x

20 x
10 %

20 x
10 %
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0,1 x SSC/SDS-Waschlésung

SSC 0,1x 5mL 20 x
SDS 10 mL 10 %
H20 ad 1000 mL

Die Lésungen wurden bei RT gelagert.

Phenol (Roti-Aqua-Phenol)
Wassergesattigt. pH 4,5 — 5 (Roth). Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.

10x MOPS

3-N-Morpholinopropan- 0,2M 41,86 g
sulfonsaure (MOPS)

Natriumacetat 50 mM 419
EDTA 10 mM 3,729
HoO ad 1000 mL

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt. Die L6sung wurde bei RT gelagert.

Chloroform-lsoamylalkohol (49:1)
Chloroform 98 mL
Isoamylalkohol 2mL

Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.

Formamid dei (=deionisiert)

Formamid 50 mL
lonenaustauscherharz (Serdolite) 5¢
Die Lésung wurde 30 min bei RT gerihrt und in 10 mL Aliquots bei -20 °C gelagert.

Blaupuffer

NasHPO4 2Ho0 5mM 8,9 mg

Bromphenolblau 0,4 % (W/v) 40 mg

Glycerin 6,84 M 5mL 50 % (w/v)
H-0 ad 10 mL

Der pH-Wert wurde mit H3PO, auf 7,0 eingestellt und die Lésung in 1 mL Aliquots bei RT
aufbewahrt.

Isopropanol (Roth) Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.
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Formamid-Mix

Formamid dei

MOPS 1,4x
Formaldehyd

Die Lésung wurde frisch angesetzt.

Probenpuffer (50:250:1)
Blaupuffer

Formamid-Mix
Ethidiumbromid
Die Lésung wurde frisch angesetzt.

100x Denhardt’s-Lésung
Ficoll (400000)
Polyvinylpyrrolidon

BSA

HoO

750 L
150 pL
240 L

400 pL
2mL
8 puL

29
29
29

100 mL

16,5 M
10x
37% (W/v)

Die Lésung wurde durch einen 0,4 um Filter sterilfiltriert und in 3,6 mL Aliquots bei -20 °C

gelagertt.

T4-Polynukleotid-Kinase (Roche)

T4-Polynukleotid-Kinase 10 U/ L
Tris-HCI 50 mM
EDTA 0,1 mM
DTT 1 mM
ATP 1 uM
Gycerol 50 % (v/v)

Die Ldsung hatte einen pH-Wert von pH 7,5 und wurde bei -20 °C gelagert. 1U= 1 nMol [32P]

in 30 min bei 37 °C

EDTA-L3sung
EDTA 100 mM

HoO

3,722 g
100 mL

Die Lésung wurde durch einen 0,2 um Filter sterilfiltriert bei RT gelagertt.
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10x Kinasepuffer (Roche)

Tris-HCI 500 mM
MgClo 100 mM
EDTA 1 mM
DTT 50 mM
Spermidin 5mM

Die Lésung hatte einen pH-Wert von pH 8,2 und war der T4-Polynukleotid-Kinase (10 U/ pL)
beigefligt. Sie wurde bei -20 °C gelagert.

(y-32P) ATP
40 pCi (=1,5 MBq)

Heringsperma-DNA-Na-Salz (Roche): Fragmentlange 1000- 3000 bp

Um Heringsperma- DNA der Fragmentldnge 400 - 500 bp zu erzielen, wurde 1g
Heringsperma-DNA Uber Nacht in 100 mL 20 mM Tris-HCI (pH 7,5) geldst und in 25 mL
Portionen 10 min auf Eis sonifiziert. Mit Hilfe einer Agarosegel -Elektrophorese (3.15) wurde
die Fragmentlange Uberprift. 500 pL Aliquots wurden bei -20 °C gelagert und direkt vor der
Benutzung 10 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis abgekuhlt

Prahybridisierungslésung

Formamid dei 5mL
SSC 3,6 mL 20x
Denhardt’s-Lésung 0,5mL 100x
SDS 0,5mL 10 %
Heringsperma-DNA denat. 0,4 mL

Die Lésung wurde direkt vor Gebrauch bei 38 °C hergestellt.

3.11.2 Die Isolierung von Gesamt-RNA mit Hilfe der Phenol/ Chloroform-Methode aus
Hepatozyten der Ratte

Die Hepatozyten wurden in 500 pL GTC-Puffer pro 28,3 cm? Platte lysiert, in RNase-freie
verschlieBbare Zentrifugen-Réhrchen Uberfihrt und mit GTC-Puffer auf 3 mL aufgeflllt.
AnschlieBend wurden nacheinander 300 pL 2 M Natriumacetat-Lésung, 3 mL Phenol (H2O-
gesattigt) und 600 pL Chloroform-Isoamylalkohol (49:1) zugegeben und die Proben jeweils
kraftig geschuttelt. Dann wurden die Proben zur Phasentrennung 10 min auf Eis gelagert und
20 min bei 10000 rpm (SORVALL-Zentrifuge, Rotor SORVALL SS-34; 4 °C; 7500 x @)
zentrifugiert. Die RNA befand sich in der oberen Phase. Diese wurde vorsichtig abgenommen,
in ein neues Zentrifugen-Réhrchen Uberflihrt und mit 3 mL Isopropanol gemischt. Die RNA
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wurde Uber Nacht bei -20 °C gefallt. Im Anschluss wurden die Proben 30 min bei 14000 rpm
(SORVALL-Zentrifuge, Rotor SORVALL SS-34; 4 °C; 15000 x g) zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Pellets wurden jeweils in 1,5 mL GTC-Puffer geldst. Nach Zugabe
von 1,5 mL Isopropanol wurde die RNA erneut Uber Nacht bei -20 °C gefallt. Die Proben
wurden wiederum 30 min bei 14000 rpm (SORVALL-Zentrifuge, Rotor SORVALL SS-34; 4 °C;
15000 x g) zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die Pellets zweimal mit 1 mL Ethanol (70%)
gewaschen, getrocknet und in 40 pL nucleasefreiem HoO geldst. Die RNA-Konzentration
wurde bestimmt (3.9.2) und die RNA bei -70 °C gelagert.

3.11.3 Die Auftrennung von RNA in Agarosegelen

Zunachst wurden die Geltische und Kdmme von RNAse befreit, indem sie 30 min in 50 mM
NaOH eingelegt wurden. 20 pg RNA wurden in einem 1,5 mL-ReaktionsgefaB mit
nucleasefreiem HoO auf 25 pL aufgefillt, mit 5 pL Probenpuffer versetzt und 10 min bei
65 °C denaturiert. AuBerdem wurde 1 g Agarose in 90 mL 1x MOPS aufgekocht und,
nachdem sie auf 40 °C abgeklhlt war, mit 10 mL Formaldehyd (37 % v/v) versetzt. Das Gel
wurde luftblasenfrei in eine Flachbettkammer mit einem senkrecht eingesteckten Kamm
gegossen. Nachdem das erstarrte Gel in die Laufkammer gelegt und mit mit einer
Pufferschicht 1x MOPS bedeckt worden war, wurde der Kamm enfernt und die Geltaschen mit
den RNA-Proben beladen. Die Auftrennung der RNA erfolgt bei 12 mA fir 3-4 h, bis der
Farbstoff des Standards die anodische Gelkante erreicht hatte. Der 1x MOPS-Puffer wurde
dabei mit einer Pumpe entgegen der Laufrichtung gepumpt und gekuhlt. Im Anschluss wurde
das Gel zur Kontrolle der Beladung mit RNA auf dem UV-Tisch fotografiert (18 und 28 S
rRNA).

3.11.4 Der Transfer der getrennten RNA auf Nylon-Membranen durch Northern-Blot

Der Transfer der nach der GrdBe aufgetrennten RNA von dem Agarosegel auf eine positiv
geladene Nylonmembran erfolgte mit Hilfe der Kapillar-Saug-Wirkung von Filterpapier
(Southern 1975) (Abb. 7). Die Transferschale, in der der Transfertisch stand, wurde zu drei
Vierteln mit 20x SSC beflllt. Grobes Filterpapier (Whatman Papier, 12 cm x 24 cm) wurde in
5x SSC getrankt und so tber den Transfertisch gelegt, dass es links und rechts in die 20x
SSC-Lésung eintauchte. Zunachst wurden ein feines und ein grobes, in 5x SSC getrénktes
Filterpapier (Whatman Papier, 11 cm x 14 cm) nacheinander blasenfrei auf das Agarosegel
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kleine Reagenzflasche

Glasplatte

Ee—=o—— Papierhandticher Eeaaa——a0re=e0s
I wWhatrnan Papier

*’f Fembrane
] Gel (wells nach unten)

Transferlisung

Abb. 7: Ein Beispiel fur den Aufbau eines Northern-Blot-Transfers.

aufgelegt. Das Gel wurde mit den Geltaschen nach unten auf dem Transfertisch platziert.
Dann wurden die in nucleasefreiem HoO und 5x SSC aktivierte Membran (Hybond-N-
Membran, 11 cm x 14 cm), gefolgt von einem weiteren feinen und groben, in 5x SSC
getrankten Filterpapier blasenfrei auf dem Gel plaziert. Die Seiten wurden mit Parafilm
abgedichtet, groBzlgig Zellstoff aufgelegt, und dieser mit einer Plexiglasplatte beschwert. Der
Aufbau wurde austariert und bei Bedarf 20x SSC nachgegossen. Nach 16 bis 20 Stunden war
der Transfer abgeschlossen. Die Apparatur wurde abgebaut, und die Membran zur Kontrolle
des Transfers ebenfalls auf dem UV-Tisch fotografiert. Die Fixierung der RNA auf beiden
Seiten der Nylonmembran erfolgte mit Hilfe des UV-Crosslinker (Biometra, jeweils 0,12 J, 45
s). Im Anschluss wurde die Membran zwei bis dreimal in 20 mL kochenden, nucleasefreien
HoO, dem 200 pL 10%ige SDS-Lésung zugesetzt wurden, entfarbt. Nach einem weiteren
Waschgang in Mal in reinem HoO wurde die Membran getrocknet und bis zur Hybridisierung
in Aluminiumfolie eingeschlagen aufbewahrt.

3.11.5 Der Nachweis der getrennten RNA auf Nylon-Membranen

Zunachst wurde die Membran, zur Blockierung von unspezifischen Bindungen, 2 - 3 h in
einem Hybridisierungsglas in 10 mL Prahybridisierungslésung im Ofen bei 38 °C
prahybridisiert. 50pM CYP2B1 (5-GGTTGGTAGCCGGTGTGA-3)), ACO1
(5'-AGGCTGTGAGGATCAGAGTTC-3') oder GAPDH (5-CAGGATGCATTGCTGACAATCT
TGA-3') wurden in 3 pL nucleasefreiem HoO in einem Reaktionsgefa3 10 min bei 55 °C
denaturiert, anzentrifugiert und auf Eis gestellt. Alle weiteren Arbeiten wurden hinter einer
Plexiglasscheibe im Isotopenbereich durchgefiihrt. 1 puL 10x Puffer (Boehringer) 5 uL (y-**P)
ATP und 1 pL T4-Kinase wurden zu der radioaktiv zu markierenden Sonde gegeben und im
Heizblock 1 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion mit 40 uL EDTA (100 mM)
abgestoppt. Die Sephadex-Kartusche wurde nach Anweisung des Herstellers vorbereitet. Die
Lésung mit der markierten Sonde wurde dann mittig auf die vorbereitete in ein neues
Reaktionsgefa Uberfihrte Sephadex-Kartusche pipettiert und zentrifugiert (Biofuge pico,
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2 min bei 2.800 rpm ohne Bremse). Das Eluat enthielt die markierte Sonde. 400 pL
Heringsperma-DNA und das komplette Eluat wurden nun zur Prahybridisierungslésung
gegeben und das Hybridisierungsréhrchen mit der Membran Gber Nacht im Ofen bei 38 °C
rotiert. Die Membran wurde aus dem Hybridisierungsréhrchen in eine Schale dreimal mit 2x,
und jeweils 2mal mit 1x und 0,1x SSC/ SDS-Waschlésung (37 °C) fir 5 min gewaschen. Nach
jedem Waschschritt wurde die Radioaktivitait gemessen. Der Vorgang wurde nach dem
Waschschritt abgebrochen, bei dem die Radioaktivitdt ungefahr ein Zehntel des
Ausgangswertes betrug. Am Ende wurde die Membran luftblasenfrei in Frischhaltefolie
eingeschweiBt und die gebundene Radioaktivitdt im Phospho-Imager (Fujix BAS 1500 Bio-
Imaging Analyzer, Fujix, Tokio, Japan) detektiert und quantifiziert.

3.11.6 Die Rehybridisierung von Nylon-Membranen

Die Membran wurde etwa dreimal 5 min mit kochendem, nucleasefreiem HoO gewaschen bis
die Radioaktivitat entfernt war, erneut in Prahybridisierungslésung eingelegt und wie unter
3.11.5 weiterbehandelt.

3.12 Die Herstellung von CAR-Promotorfragmenten der Ratte

Bei der Klonierung der Plasmide pGL3rCARprom4,4, pGL3rCARprom2,6 und
pGL3rCARprom1,9 und pGL3rCARprom2,2_DING wurde ausgehend vom 5’-untranslatierten
Bereich des CAR-Gens der Ratte mit geeigneten Oligonukleotiden ein unterschiedlich langes
Stuck des Promotors ,upstream” des CAR-Gens amplifiziert und in die Nhel- und Xhol-
Schnittstelle des Vektors pGL3-Basic (Promega) ligiert, so dass das Luciferase-Gen des
Vektors unter der Kontrolle des CAR-Promotors stand. Die Plasmide pGL3rCARprom1,2 und
pGL3rCARprom1,0 wurden ausgehend vom Plasmid pGL3rCARprom1,9 durch Verdau mit
den Enzymen BstXI bzw. Pstl und Sacl, anschlieBendes Auffiillen der Uberh&nge mit Klenow
und Religation des verbleibenden Vektors hergestellt. Die Plasmide
pGL3rCARprom1,9_ADR1d, pGL3rCARprom1,9 ADR1c und pGL3rCARprom1,9 ADR1p
wurden ebenfalls ausgehend vom Plasmid pGL3rCARprom1,9 hergestellt. Diesmal jedoch
durch Mutations-PCR mit spezifischen Primern die jeweils eines der drei DR1-Motive
ausschlossen. Diese Fragmente wurden erneut in den pGL3basic Reportergenvektor religiert.
Mit all diesen Reportergenkonstrukten konnte der Einfluss von PPARa-Agonisten und
Adrenalin auf die transkriptionelle Aktivitdt des CAR-Promotors der Ratte untersucht werden.

3.12.1 Puffer und Lésungen

Die verwendeten Lésungen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei RT gelagert.

SDS-Stammlésung 10 % (w/v) siehe 3.7.1
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Tris/HCI-Stammldsung (1 M) siehe

3.7.1

Der pH-Wert der Lésung wurde auf pH 7,5 oder pH 8,5 eingestellt.

Lysispuffer fir DNA-Isolierung
Tris-HCI (pH 8,5)

EDTA (pH 8,0)

SDS

NaCl

HoO

TE-Puffer
Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)
HoO

6x Loading Dye Solution (MBI-Fermentas)

Bromphenolblau

Xylene-Cyanol FF

Glycerol

Tris-HCI (pH 7,6)

EDTA

Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.

10x Puffer Tango™ (MBI-Fermentas)
Tris-Acetat (pH 7,9)

Mg-Acetat

K-Acetat

BSA 0.1

100 mM
5 mM
0,2 %

200 mM

10 mM
1mM

33 mM
10 mM
66 mM
mg/ mL

1mL
100 pL
200 pL
117 mg
ad 10 mL

100 L
20 pL
ad 10 mL

0,03% (w/v)
0,03% (w/v)
60 % (v/v)
10 mM

60 mM

1 M Stlsg.
0,5 M Stlsg.
10 % Stlsg.

1 M Stlsg.
0,5 M Stlsg.

Die Enzyme BstXI, Pstl und Sacl (jeweils 10 U/ uL)wurden auch bei MBI-Fermentas bezogen

und bei -20 °C gelagert.

Zu der verwendeten BIO-X-ACT Long DNA-Polymerase (Bioline, Luckenwalde) wurde eine 50

mM MgClo-L6sung, sowie ein 10x Reaktionspuffer ,OptiBuffer’ und ein 5x Hi-spec Additive,

uber deren Zusammensetzung keine weiteren Angaben gemacht wurden, mitgeliefert.

Die Lésungen wurden bei -20 °C gelagert.
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10x Reaktionspuffer (Klenow) (MBI-Fermentas)

Tris-HCI (pH 8,0) 500 mM
MgClo 50 mM
DTT 10 mM

PBS (1x) siehe 3.2.1

2 MM dNTPs siehe 3.10.1

Klenow Fragment (10 U/ pL)

Das Klenow-Fragment ist die groBe Untereinheit der DNA Polymerase |, E.coli. es besitzt zwar
eine 5=>3" Polymerase Aktivitdt und eine 3'=>5" Exonuclease (Korrekturlesen) Aktivitat,
jedoch keine 5'=>3’ Exonuclease Aktivitdt. Es wurde mit dem Puffer bei MBI-Fermentas
bezogen und bei -20 °C gelagert.

3.12.2 Die Isolierung genomischer DNA aus Hepatozyten der Ratte

Je 1x 10° Hepatozyten (Isolation 3.1) wurden durch 5-miniitige Zentrifugation bei
1000 rpm (Tischzentrifuge Biofuge pico; 5 min, 95 x g) sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 1 mL 1x PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Zum Pellet
wurden 250 pL Lysispuffer fur DNA-Isolierung und 2,5 pL Proteinase K (10 mg/ mL) pipettiert
und die Lésung bei 55 °C etwa 90 min im Thermoschittler inkubiert, bis sich das Pellet geldst
hatte. Die Probe wurde 10 min bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge, 16.060 x g) zentrifugiert und
der Uberstand in ein neues 1,5 mL-ReaktionsgefaB (iberfilhrt und soviel Isopropanol
dazugegeben, bis eine Tribung eintrat. AnschlieBend wurde das ReaktionsgefdB 5 min bei
13.000 rpm (16.060 x g) zentrifugiert. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C.
Zunachst wurden 500 uL Ethanol (70 % (v/v), -20 °C) auf jedes Pellet gegeben und bei 4 °C
far 10 min zentrifugiert (SIGMA 1215/4-H Rotor, SIGMA 3K30 Zentrifuge; 20.627 x g). Der
Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet etwa 10 min bei RT getrocknet. Nach Zugabe
von 125 pyL TE-Puffer wurde die DNA im Thermoschittler bei 55 °C 1-2 h gelést und im
Anschluss bei 13.000 rpm (Biofuge pico, 1 min, 16.060 x g) zentrifugiert. Die DNA befand sich
im Uberstand. Ein Teil der DNA-haltigen Probe wurde anschlieBend 1:200 mit HoO verdiinnt
und die Extinktion bei 260 nm (DNA) und 280 nm (Proteine) gemessen, um so Konzentration
und Reinheit der DNA-L&sung zu bestimmen. Es wurde nur DNA verwendet, deren Quotient
260 nm /280 nm > 1,7 war. Die DNA-Konzentration wurde nach folgender Formel berechnet:
DNA-Konzentration (ng/pL) = AE 260 nm x Verdinnung x 50 ng/uL.
Die Hepatozyten-DNA wurde bei -20 °C gelagert.
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3.12.3 PCR mit genomischer DNA aus Hepatozyten der Ratte als Matrize

Das PCR-Protokoll: 3 min 95 °C; 35 x (1 min 95 °C, 1 min 55 °C, 4 min 72 °C); 10 min 72 °C

Matrize: genomische DNA aus Hepatozyten der Ratte

sense’- antisense’- PCR-Produkt
Promotorfragment Oligonukleotide Oligonukleotide
rCARprom4,4 rCARprom_F16 rCARprom_R5 4,4 kb
rCARprom2,6 rCARprom_F14 rCARprom_R5 2,6 kb
rCARprom1,9 rCARprom_F13 rCARprom_R5 1,9 kb
rCARprom2,2_DING rCARprom_F13 rCARprom_DING_R 2,2 kb

Zur Amplifikation der Fragmente vor dem Translationsstart des CAR-Gens wurden 2 ug
genomische DNA aus Hepatozyten der Ratte als Matrize in eine PCR mit den jeweiligen
Oligonukleotiden (Tabelle) eingesetzt. Die verwendete BIO-X-ACT Long DNA-Polymerase
zeichnet sich durch hohe Prozessivitdt und Genauigkeit aus. Die mitgelieferte 5x Hi-spec
Additive-Losung soll zusatzlich als spezifischer Verstarker der Amplifikation genomischer
DNA-Abschnitte wirken. Die PCR-Bedingungen wurden prinzipiell wie vom Hersteller
empfohlen gewahlt. In einem Vorversuch wurden zun&chst verschiedene MgCl.-
Konzentrationen und ,Annealing*-Temperaturen getestet. Die PCRs wurden dann unter
folgende als optimal getesteten Bedingungen ausgefihrt.

Der PCR-Mix fiir eine Probe:

OptiBuffer (Bioline) 1x 5puL 10x
dNTPs 0,2 mM 5uL 2 mM
MgCl, 2,5mM 2,5 L 50 uM
High-Spec-Additive 1x 10 uL 5x
genomische DNA (Ratte) 2 ug 5uL 0,4 pg/ pL
Sense-Oligonukleotid 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
Antisense-Oligonukleotid 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
BIO-X-ACT Long DNA-Polymerase 8 U 2 uL 4 U/uL
HoO ad 50 pL

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit 10uL 6x Loading Dye Solution (MBI-
Fermentas) versetzt und komplett auf ein 1 % (w/v) Agarosegel aufgetragen. Blunt-end in
pJET ligiert (3.16.2), die Orientierung geprtift (3.16.3), herausgeschnitten (Xhol und Xbal) und
in pGL3 (Nhel und Xhol) in der richtigen Orientierung einligiert (3.17).
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3.12.4 PCR mit pGL3rCARprom1,9 als Matrize

Das PCR-Protokoll: 3 min 95 °C; 35 x (1 min 95 °C, 1 min 60 °C, 2 min 72 °C); 10 min 72 °C
Matrize: pGL3rCARprom1,9

sense’- antisense’- PCR-

Promotorfragment Oligonukleotide Oligonukleotide Produkt

rCARprom1,9 ADR1d_1 rCARprom_ADR1d F GL2 1,6 kb
rCARprom1,9 ADR1d_2 RV3 rCARprom_ADR1d_R 0,3 kb
rCARprom1,9 ADR1c_1 rCARprom_ADR1c_F GL2 1,0 kb
rCARprom1,9 ADR1c_2 RV3 rCARprom_ADR1c_R 0,9 kb
rCARprom1,9_ADR1p_1 rCARprom_ADR1p_F GL2 0,5kb
rCARprom1,9_ADR1p_2 RV3 rCARprom_ADR1p_R 1,4 kb

d = distal; ¢ =zentral; p =proximal

Zur Amplifikation der Fragmente vor und hinter dem zu deletierenden DR1-Motiv wurde 1 ng
pGL3rCARprom1,9 als Matrize in eine PCR mit den jeweiligen Oligonukleotidpaaren
eingesetzt. Eines der Oligonukleotide einer PCR band jeweils an den CAR-Promotor vor oder
hinter einem der drei DR1-Motiv und enthielt zuséatzlich am 5-Ende eine Pwul-
Erkennungssequenz, das andere Oligonukleotid band in der ,Multi-cloning-site” des
pGL3basic-Vectors. Folgene Restriktionsstellen wurden dort genutzt: GL2 (Bglll) RV3 (Miul).
Die PCRs wurden dann unter diesen als optimal getesteten Bedingungen ausgefihrt.

Der PCR-Mix fir eine Probe:

OptiBuffer (Bioline) 1x 5uL 10x
dNTPs 0,2 mM 5uL 2 mM
MgCl, 2,5mM 2,5 L 50 uM
High-Spec-Additive 1x 10 uL 5x
pGL3rCARprom1,9 1ng 5uL 0,2 pg/ yL
Sense-Oligonukleotid 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
Antisense-Oligonukleotid 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
BIO-X-ACT Long DNA-Polymerase 8 U 2 uL 4 U/uL
HoO ad 50 pL

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit 10 pyL 6x Loading Dye Solution (MBI-
Fermentas) versetzt und komplett auf ein 1 % (w/v) Agarosegel aufgetragen. Blunt-end in
pJET ligiert, herausgeschnitten (Pvul und Miu (RV3) bzw. Bglll (GL2)) und in pGL3 (Mlul,Bgil)
in der richtigen Orientierung einligiert.
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3.12.5 Der Verdau von pGL3rCARprom1,9 zur Gewinnung verkirzter CAR-
Promotorfragmente

Zur Herstellung Promotorgenkonstrukte pGL3rCARprom1,2 und pGL3rCARprom1,0 wurden

5 ug pGL3rCARprom1,9 mit Enzymen verdaut, die jeweils nur eine spezifische Schnittstelle

vor (BstXl) bzw. hinter (Pstl) dem zentralen DR1-Motiv des CAR-Promotors hatten und einem

Enzym welches im Vektor oberhalb der Einklonierungsstelle spaltete (Sacl).

Die Restriktionsenzyme fiir die Herstellung verkirzter CAR-Promotorfragmente

Resultierendes Plasmid Restriktionsenzym 1 Restriktionsenzym 2~ Fragmentlange
pGL3rCARprom1,2 BsiXI| Sacl 6,0 kb
pGL3rCARprom1,0 Pstl Sacl 5,8 kb

Die Verdaue wurden dann unter folgende Bedingungen ausgefihrt.

Der Verdau fir die Herstellung von pGL3rCARprom1,0

1x Tango™ 1x 2,5puL 10x
Pstl 20U 2 uL 10 U/ puL
Sacl 20U 2 uL 10 U/ pL
pGL3rCARprom1,9 5 ug 2 uL 2,5 pg/ yL
HoO ad 25 pL

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Der Verdau fir die Herstellung von pGL3rCARprom1,2

1x Tango™ 1x 2,5puL 10x
BsiXI 20U 2 uL 10 U/ pL
Sacl 20U 2 uL 10 U/ pL
pGL3rCARprom1,9 5 ug 2 uL 2,5 pg/ yL
H20 ad 25 pL

Der Ansatz wurde zundchst 2h bei 55 °C (BstXI aktiv) und anschlieBend Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Verdaue flr 20 min bei 80 °C zur Inaktivierung der
Enzyme erhitzt. Dann wurde die Verdaue abgekihlt und wie folgt weiterbehandelt, um die
nach dem Verdau entstandenen 3’-Enden wieder aufzufllen.

Verdau 25 uL

Reaktionpuffer (Klenow) 1x 4 uL 10x
Klenow-Fragment i0U 1 uL 10 U/ L
dNTP 1ng 1 uL 2mM

HoO ad 40 L
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Nach 10 min Inkubation bei 37 °C wurden die Reaktionen fiir 10 min bei 75 °C abgestoppt.
Dann wurden die Proben mit 8 uL 6x Loading Dye Solution (MBI-Fermentas) versetzt und
komplett auf ein 1 % (w/v) Agarosegel aufgetragen, ausgeschnitten, gereinigt und religiert.

3.13 Die Herstellung von CYP2B1-Promotorfragmenten der Ratte

Das Wildtyp-Reportergenplasmid pGL3C2B1 (2650 bp des CYP2B1-Promotors) und die
davon ausgehenden internen Deletionsplasmide pGL3CD2 (-353 bis -176 bp), pGL3CD3
(-701 bis -356 bp), pGL3CD4 (-1063 bis -700 bp), pGL3CD5 (-1451 bis -1075 bp), pGL3CD6
(-1807 bis -1453 bp), pGL3CD7 (-2156 bis -1808 bp) und pGL3CD8 (-2626 bis -2156 bp, kein
PBREM) wurden freundlicherweise von Daniel Bauer (Bauer et al. 2001) zur Verflgung
gestellt. Da das Plasmid pGL3CD2 nicht mehr auf PPARa-Agonisten reagierte, wurden neue
Konstrukte, die den, im Konstrukt CD2 deletierten, Bereich weiter eingrenzten, hergestellt. Die
Plasmide pGL3CD2A (-260 bis -176 bp), pGL3CD2B (-235 bis -176 bp), pGL3CD2C (-353 bis
-244 bp) und pGL3CD2D (-353 bis -280 bp) wurden durch Mutations-PCR aus pGL3C2B1
synthetisiert. Ein Oligonukleotid eines Paares wurden am 5-Ende von einer EcoRl-
Schnittstelle flankiert, das andere enthielt eine interne Pstl oder Bglll-Schnittstelle. Uber diese
beiden Schnittstellen wurde das Fragment spater in pGL3CD2 einkloniert. pPGL3CD2E (-260 to
-244 bp) entstand aus dem Verdau von pGL3CD2A mit Pstl und EcoRl und Reklonierung des
erhaltenen Fragments in pGL3CD2C. pGL3C2B1_PPRE_mut und pGL3C2B1_ER4 mut,
wurden durch Mutationsprimer mit Punktmutationen hergestellt.

3.13.1 Puffer und Lésungen

Die nicht hier aufgefiihrten L6sungen wurden bereits unter 3.12.1beschrieben.

10x Puffer O (MBI-Fermentas)

Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM
MgCl, 10 mM
NaCl 100 mM
BSA 0.1 mg/ mL

Die Enzyme Bqglll, Pstl und EcoRl (jeweils 10 U/ uL) wurden auch bei MBI-Fermentas bezogen

und bei -20 °C gelagert.

Zu der verwendeten Powerscript-DNA-Polymerase (PAN, Nirnberg) wurde eine 50 mM
MaCl,-Lésung, sowie ein 10x Reaktionspuffer ,OptiBuffer’ und ein 5x Hi-spec Additive, Uber

deren Zusammensetzung keine weiteren Angaben gemacht wurden, mitgeliefert und bei -20
°C gelagert.
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3.13.2 PCR mit pGL3C2B1 als Matrize

Das PCR-Protokoll: 3 min 95 °C; 35 x (1 min 95 °C, 1 min 50 °C, 2 min 72 °C); 10 min 72 °C

Matrize: pGL3C2B1

sense’- antisense’- PCR-
Promotorfragment Oligonukleotide Oligonukleotide Produkt
CD2A C2B1_F1A (Pstl) C2B1_R1B (EcoRl) 312 bp
CcDh2B C2B1_F1A (Pstl) C2B1_R1C (EcoRl) 343 bp
CcDh2C C2B1_F2B (EcoRl) C2B1_R2C (Bglll) 311 bp
CD2D C2B1_F2A (EcoR) C2B1_R2C (Bglll) 347 bp

Zur Amplifikation der Fragmente vor und hinter dem zu deletierenden DR1-Motiv wurde 1 ng
pGL3C2B1 als Matrize in eine PCR mit den jeweiligen Oligonukleotidpaaren eingesetzt. Eines
der Oligonukleotide einer PCR band jeweils an den CYP2B1-Promotor vor oder hinter dem im
pGL3CD2 (-353 bis -176 bp) deletierten Bereich des Promotors und das andere band im
Bereich von -353 bis -176 bp und enthielt zusatzlich am 5-Ende eine EcoRlI-
Erkennungssequenz, Die PCRs wurden dann unter folgende als optimal getesteten
Bedingungen ausgefuhrt.

Der PCR-Mix fir eine Probe:

OptiBuffer (Bioline) 1x 5uL 10x
dNTPs 0,2 mM 5uL 2 mM
MgCl, 3mM 3 puL 50 uM
High-Spec-Additive 1x 10 uL 5x
pGL3C2B1 1 ng 5uL 0,2 pg/ pL
Sense-Oligonukleotid 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
Antisense-Oligonukleotid 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
BIO-X-ACT Long DNA-Polymerase 8 U 2 uL 4 U/uL
HoO ad 50 pL

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit 10uL 6x Loading Dye Solution (MBI-
Fermentas) versetzt und komplett auf ein 1 % (w/v) Agarosegel aufgetragen. Wie ausfuhrlich
unter 3.15 beschrieben, wurden die Proben mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese
aufgetrennt, dann die Banden der gewlnschten GréBe ausgeschnitten und aufgereinigt. Im
AnschluB erfolgte ein Verdau der Proben mit den jeweiligen Restriktionsenzymen.

3.13.3 Mutations-PCR mit pGL3C2B1 als Matrize

Im proximalen CYP2B1-Promotor befanden sich theoretisch sowohl ein PPRE- (PPARa-
Bindeelement) als auch ein ER4-Motiv. Mit Hilfe von Mutationsprimern wurden
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Punktmutationen in diese potentiellen Bindemotive eingefligt, die die Erkennungssequenz flr
Transkriptionsfaktoren zerstérten.

Das PCR-Protokoll: 3 min 95 °C; 35 x (1 min 95 °C, 1 min 60 °C, 2 min 72 °C); 10 min 72 °C

Matrize: pGL3C2B1
sense’- antisense’- PCR-
Promotorfragment Oligonukleotide Oligonukleotide Produkt
PPARmut_A C2B1_F1A (Pstl) CYP_PPARmut-R 287 bp
PPARmut_B CYP_PPARmut-F C2B1_R2C (Bgll) 356 bp
ER4mut_A C2B1_F1A (Pstl) CYP_ER4mut-R 366 bp
ER4mut_B CYP_ER4mut-F C2B1_R2C (Bgll) 272 bp

Jeweils 10 ng pGL3C2B1 wurde als Matrize in eine PCR mit den jeweiligen
Oligonukleotidpaaren eingesetzt. Eines der Oligonukleotide einer PCR band jeweils an den
CYP2B1-Promotor vor oder hinter dem im pGL3CD2 (-353 bis -176 bp) deletierten Bereich
des Promotors und enthielt eine natirliche Schnittstelle. Das andere Oligonukleotid
hybridisierte im Bereich des Bindemotivs und enthielt Punktmutationen, die durch die
Amplifikationsschritte in das PCR-Produkt eingefihrt wurden. Die PCRs wurden dann unter
folgenden als optimal getesteten Bedingungen ausgefihrt.

Der PCR-Mix fir eine Probe:

10x OptiBuffer (PAN) 1x 5uL 10x
dNTPs 0,2 mM 5uL 2 mM
MgCl, 1,5 mM 1,5 uL 50 uM
High-Spec-Additive 1x 10 uL 5x
pGL3C2B1 10 ng 2 uL 5 ng/ uL
Sense-Oligonukleotid 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
Antisense-Oligonukleotid 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
Powerscript-DNA-Polymerase 2U 0,5 uL 4 U/uL
HoO ad 50 pL

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit 10uL 6x Loading Dye Solution (MBI-
Fermentas) versetzt und komplett auf ein 2% (w/v) Agarosegel aufgetragen. Wie ausfuhrlich
unter 3.15 beschrieben, wurden die Proben mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese
aufgetrennt, dann die Banden der gewlnschten GréBe ausgeschnitten, aufgereinigt,
quantifiziert und in eine weitere PCR als Matritze eingesetzt.

Das PCR-Protokoll: 3 min 95 °C; 35 x (1 min 95 °C, 1 min 55 °C, 1 min 72 °C); 10 min 72 °C
Matrize: PCR-Produkte A und B
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sense’- antisense’- PCR-

Promotorfragment Oligonukleotide Oligonukleotide Produkt

PPARmut C2B1_F1A (Pstl) C2B1_R2C (Bgll) 625 bp
ER4mut C2B1_F1A (Pstl) C2B1_R2C (Bgll) 625 bp
Der PCR-Mix fiir eine Probe:

10x OptiBuffer (PAN) 1X 5puL 10x
dNTPs 0,2 mM 5uL 2 mM
MgCl, 1,5 mM 1,5 uL 50 uM
High-Spec-Additive 1x 10 pL 5x
PPARmut_A oder ER4mut_A 10 ng 2 uL 20ng/ pL
PPARmut_B oder ER4mut_B 10 ng 2 uL 20ng/ pL
C2B1_F1A (Pstl) 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
C2B1_R2C (Bgll) 0,6 uM 1,5 uL 20 uM
Powerscript-DNA-Polymerase 2U 0,5 uL 4 U/uL
HoO ad 50 pL

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit 10uL 6x Loading Dye Solution (MBI-
Fermentas) versetzt und komplett auf ein 2% (w/v) Agarosegel aufgetragen. Wie ausfuhrlich
unter 3.15 beschrieben, wurden die Proben mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese
aufgetrennt, dann die Banden der gewlinschten GréBe ausgeschnitten und aufgereinigt. Im
Anschluss erfolgte ein Verdau der Proben mit den jeweiligen Restriktionsenzymen.

3.13.4 Der Verdau von pGL3C2B1 und der CYP2B1-Promotorfragmente PPARmut und
ER4mut zur Gewinnung neuer CYP2B1-Promotormutationskonstrukte

Die Restriktionsenzyme zur Herstellung von pGL3C2B1 PPARmut und pGL3C2B1 ER4mut

Resultierendes Plasmid Restriktionsenzym 1 Restriktionsenzym 2 ~ Fragmentléange
PPAR_mut Pst Bgll ~625 bp
ER4_mut Pstl Byl ~625 bp
pGL3C2B1 Pstl Bglll ~6800 bp

Der Verdau fir die Herstellung von pGL3C2B1 PPARmut und pGL3C2B1 ER4mut

1x Puffer O 1x 2,5puL 10x
Pstl 10U 1 uL 10 U/ L
Bgll 10U 1L 10 U/ uL
PCR-Produkt PPAR_mut, ER4_mut 10 uL
oder pGL3C2B1 bzw. 5 ug
HoO ad 25 pL

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Abschluss wurden die verdauten
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Proben mit 5 pL 6x Loading Dye Solution (MBI-Fermentas) versetzt und komplett auf ein 1 %
(w/v) Agarosegel aufgetragen.

3.13.5 Der Verdau von pGL3CD2 und der CYP2B1-Promotorfragmente CD2A-D zur
Gewinnung neuer CYP2B1-Promotordeletionskonstrukte

Die Restriktionsenzyme fiir die Herstellung der CD2A bis D-Promotorfragmente

Resultierendes Plasmid Restriktionsenzym 1 Restriktionsenzym 2~ Fragmentlange
pGL3CD2A Psti EcoRl ~300 bp
pGL3CD2B Psti EcoRl ~330 bp
pGL3CD2C EcoRl Bgll ~300 bp
pGL3CD2D EcoRl Bagll ~330 bp
pGL3CD2 Psti EcoRl ~7000 bp
pGL3CD2 EcoRl Bagll ~7000 bp

Die Verdaue wurden dann unter folgende Bedingungen ausgefihrt.

Der Verdau fir die Herstellung von pGL3CD2A und pGL3CD2B

1x Puffer O 1x 2,5puL 10x
Pstl i0U 1 uL 10 U/ L
EcoRl i0U 1 uL 10 U/ L
PCR-Produkt CD2A, CD2B 10 uL
oder pGL3CD2 bzw. 5 pg
HoO ad 25 pL

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Der Verdau fir die Herstellung von pGL3CD2C und pGL3CD2D

1x Puffer O 1x 2,5puL 10x
EcoRl i0U 1 uL 10 U/ L
Bgll 10U 1L 10 U/ uL
PCR-Produkt CD2C, CD2D 10 uL
oder pGL3CD2 bzw. 5 pg
HoO ad 25 pyL

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Abschluss wurden die verdauten
Proben mit 5 pL 6x Loading Dye Solution (MBI-Fermentas) versetzt und komplett auf ein 1 %
(w/v) Agarosegel aufgetragen.
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3.13.6 Der Verdau von pGL3CD2A und pGL3CD2C zur Gewinnung des neuen CYP2B1-
Promotordeletionskonstrukts pGL3CD2E

Aus den pGL3CDA und pGL3CD2C (3.15 bis 3.21) wurde mittels Verdau das
Reportergenplasmid pGL3CD2E konstruiert.

Die Restriktionsenzyme fiir die Herstellung der pGL3CD2E

Eingesetztes Plasmid Restriktionsenzym 1 Restriktionsenzym 2~ Fragmentlange
pGL3CD2A Psti EcoRl ~300 bp
pGL3CD2C Pst EcoRl ~7100 bp

Der Verdau fir die Herstellung von pGL3CD2E

1x Puffer O 1x 2,5puL 10x
Pstl i0U 1 uL 10 U/ puL
EcoRl i0U 1 uL 10 U/ puL
pGL3CD2A 5 g 2 uL 2,5 pg/ yL
und pGL3CD2C

HoO ad 25 pL

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Nach Abschluss wurden die verdauten Proben mit 5 puL 6x Loading Dye Solution (MBI-
Fermentas) versetzt und komplett auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen.

3.14 Die Herstellung von DNA-Fragmenten fiir die PCR-Standards

Far die quantitative Analyse der CAR- bzw. B-Actin-mRNA Menge zu Beginn der quantitativen
Real-Time-PCR wurden Standards benétigt. Dazu wurde die PCR-Produkte mittels
konventioneller RT-PCR aus mRNA von Hepatozyten amplifiziert, isoliert, die Enden aufgefullt
und in pJET ,blunt-end* einkloniert.

3.14.1 Puffer und Lésungen

Die nicht hier aufgefiihrten L6sungen wurden bereits unter 3.12.1 beschrieben.

10x Puffer BIOTAQ Red™

(NH4)2SO4 160 mM
Tris-HCI 670 mM
Tween-20 0,1 %

Der Puffer hatte einen pH-Wert von pH 8,3 und war der BIOTAQ Red™ DNA Polymerase
beigeflgt. Er wurde bei -20 °C gelagert.



METHODEN 83

Magnesiumchlorid-Lésung (50 mM)

Die Lésung war in einer Konzentration von 50 mM der BIOTAQ Red™ DNA Polymerase
beigeflgt und wurde bei -20 °C gelagert.

3.14.2 PCR zur Herstellung der RTQ-PCR-Standards

Aus Hepatozyten wurde mRNA isoliert (3.9) und in cDNA (3.10) transkribiert. Die cDNA wurde
mit HoO 1:40 verdinnt (2 pL cDNA + 78 pL HoO) und 5 pL dieser Verdiinnung in die PCR
eingesetzt.

Das PCR-Protokoll: 3 min 95 °C; 35 x (1 min 95 °C, 1 min 63 °C, 1 min 72 °C); 10 min 72 °C

Matrize: cDNA aus Hepatozyten der Ratte

sense’- antisense’- PCR-Produkt
PCR-Produkt Oligonukleotide Oligonukleotide
CAR rCAR_1F rCAR_2R 455 bp
B-Actin LC-r-ss--ActinF LC-r-ss-ActinR 212 bp

Der PCR-Mix fir eine Probe:

Puffer (Bioline) 1x 5uL 10x
dNTPs 0,2 mM 5uL 2 mM
MgClo 1,5 mM 1,5 uL 50 uM
cDNA (Ratte) 5uL  1:40 Verdinnung
Sense-Oligonukleotid 6 uM 1,5 uL 20 uM
Antisense-Oligonukleotid 6 uM 1,5 uL 20 uM
BIOTAQ Red™ DNA-Polymerase 1U 0,2 uL 5 U/uL
HoO ad 50 pL

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit 10uL 6x Loading Dye Solution (MBI-
Fermentas) versetzt und komplett auf ein 2 % (w/v) Agarosegel aufgetragen.

3.15 Die Agarosegel-Elektrophorese

3.15.1 Puffer und Lésungen

10x TAE-Puffer

Tris 0,5M 16,56 g
Natriumacetat 02M 16,4 9
EDTA 0,02 M 7,44 ¢

H20 ad 1000 mL
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Der pH-Wert der Lésung wurde mit Essigsaure auf pH 8,0 eingestellt. Die Lésung wurde
autoklaviert und bei 4 °C gelagert.

1x TAE-Puffer
TAE-Puffer (10x) 1x 100 mL
HoO ad 1000 mL

Die Lésung wurde bei RT gelagert.

Ethidiumbromid-Lésung

Ethidiumbromid 10 mg/ mL 100 mg

TAE-Puffer (1x) 10 mL

Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert. Fir das Ethidiumbromid-Farbebad wurden 300 mL

1x TAE-Puffer mit 75 uL dieser Lésung versetzt.

3.15.2 Die Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Das Agarosegel stellt ein komplexes Netzwerk an polymeren Molekilen dar, das die Diffusion
der DNA-Molekule herabsetzt. DNA-Moleklle sind negativ geladen und wandern in einem
elektrischen Feld durch das Gel. Dabei bestimmt die GréBe der DNA-Molekile ihre
Wanderungsgeschwindigkeit; sie ist umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer relativen
Molekilmasse. Zur GréBenbestimmung der DNA-Fragmente wurde die Gel-Elektrophorese
mit Standard-DNA-Fragmenten bekannter GréBe durchgefiihrt. Die Agarose-Konzentration
des Gels richtete sich nach der GréBe der zu trennenden DNA-Fragmente und betrug hier 1 %
oder 2 % (w/v) Agarose. Die eingewogene Agarose (1,6 g bzw. 3,2 g) wurde in 160 mL 1x
TAE-Puffer in einem Mikrowellengerat aufgekocht und entgast. Die Lésung wurde auf ca.
60 °C abgekihlt und in eine Flachbettkammer mit zwei senkrecht eingesteckten Kammen
gegossen. Nach Erstarren des Gels wurden die Kdmme entfernt. Das Gel wurde in eine
Laufkammer gelegt und diese so weit mit Laufpuffer (1 x TAE) geflillt, dass das Gel mit einer
Pufferschicht bedeckt war. Die Geltaschen wurden nun mit 10 uL PCR-Ansatz beladen; zur
Bestimmung der Fragmentlange wurde eine Geltasche mit dem Langenstandard ,Massruler™’
beladen. Die Auftrennung der DNA erfolgt bei 80 V fur 1,5-2 h, bis der Farbstoff des Standards
die anodische Gelkante erreicht hatte. AnschlieBend wurde das Gel aus der Kammer
genommen und fir 20-30 min in ein Ethidiumbromid-Bad gelegt. Ethidiumbromid ist eine
aromatische Verbindung, die mit den Basen der DNA interkaliert und durch UV-Licht zu
oranger Fluoreszenz angeregt wird. So konnten die DNA-Fragmente mit Hilfe des ,GelDoc™ -
Systems der Firma BioRad sichtbar gemacht und dokumentiert werden. Neben der
Abschéatzung der FragmentgrdBe konnte der DNA-Langenstandard ,MassRuler™’ auch zur
semiquantitativen Bestimmung der DNA-Menge in den Proben genutzt werden. Bei einer
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Auftragsmenge von 10 uL PCR-Produkt pro Geltasche entsprachen die einzelnen Banden des
MassRuler™ einer Konzentration von 8 bis 100 ng DNA.

3.15.3 Die Reinigung von DNA aus Agarosegelen mit dem ,MinElute Gel Extraction’-Kit

Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieBend wurden die gewlnschten DNA-Fragmente unter UV-Licht mit einem Skalpell
aus dem Gel geschnitten und in ein 1,5 mL-ReaktionsgefaB3 Uberfihrt. Diese Gelstiicke
wurden in 3 Volumen des Puffers QG fur etwa 10 min bei 55 °C im Thermoschuttler inkubiert,
bis sich das Gel vollstdndig aufgelost hatte. Danach wurde die Lésung mit 1 Volumen
Isopropanol invertiert und auf eine MinElute-S&ule gegeben, die im Kit enthalten war. Durch
einminltiges Zentrifugieren bei 13.000 rpm (Biofuge pico, 16.060 x g) konnte nun die DNA an
die Saulenoberflache binden. Nach der Zugabe von 500 pL Puffer QG wurde erneut
zentrifugiert. Es folgte ein Waschgang mit 750 pL Puffer PE und zwei weitere
Zentrifugationsschritte, um die FlUssigkeit méglichst vollstdndig aus der S&ule zu entfernen.
Zur Eluierung der DNA wurde die MinElute-Saule in ein neues 1,5 mL-Reaktionsgefaf3
uberfuhrt, mit 10 pL Reinst- HoO fur 1 min bei RT inkubiert und dann 1 min zentrifugiert. Die

DNA befand sich nun im Uberstand. Sie wurde bei -20 °C gelagert.

3.16 Die Klonierung der Promotorfragmente und der RTQ-PCR-Standards in den
pJET-Vektor

Das gereinigte DNA-Fragmente aus 3.12.3, 3.12.4 und 3.14.2 wurden ,blunt-end* in pJET
kloniert. Da alle DNA-Fragmente mit Hilfe einer Tag-Polymerase, die am 3’-Ende einen dA-
Uberhang produziert, synthetisiert wurden, mussten die Enden der PCR-Produkte zunéchst
mit einem DNA-Blunting-Enzym aufgefllt werden. Danach wurden die PCR-Produkte ,blunt-
end* in pJET kloniert.

3.16.1 Puffer und Lésungen

Die nicht hier aufgefiihrten Lésungen wurden bereits unter 3.12.1 und 3.13.1beschrieben.

Far die Klonierung wurde das GeneJET™ PCR Cloning Kit verwendet. Es beinhaltete unter
anderem pJET1/blunt Cloning Vektor (50 ng/ uL), 2x Reaktionspuffer, T4 DNA Ligase
(5 U/ pL), DNA Blunting Enzym, nukleasefreies Wasser,. Uber die nahere Zusammensetzung

der Puffer machte der Hersteller keine Angaben. Sie wurden bei -20 °C gelagert.
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10x Puffer R (MBI-Fermentas)

Tris-HCI (pH 8,5) 10 mM
MgClo 10 mM
KCI 100 mM
BSA 0.1 mg/ mL

Alle Restriktionsenzyme (jeweils 10 U/ pL)wurden bei MBI-Fermentas bezogen und bei -20 °C

gelagert.

3.16.2 Die Ligation des Promotorfragmentes bzw. der PCR-Standards in den pJET-
Vektor

Das Protokoll fiir die Ligation eines DNA-Fragments in pdET

Blunting-Reaktion

2x Reaktionspuffer 1x 10 pL 2X
DNA-Fragment 2 uL
DNA Blunting Enzym 1uL
HoO ad 18uL

Der Mix wurde kurz gevortext und 3-5 s anzentrifugiert. Nun erfolgte die Inkubation der
Reaktion bei 70 °C fir 5 min und anschlieBendes Abkihlen auf Eis. Zugabe von:

Ligationsreaktion
pJET1/blunt Cloning Vector 50 ng 1 uL 50 ng/ pL
T4 DNA Ligase 5U 2 uL 5U/ L

Der Mix wurde erneut kurz gevortext und 3-5 s anzentrifugiert. Nun erfolgte die Inkubation der
Reaktion bei 22 °C fur 60 min. Im Anschluss wurde 10 min auf 65 °C erhitzt. Alle Plasmide
wurden in kompetente E.coli XL-1 (blue) Bakterien transformiert (3.18), vermehrt und isoliert
(3.19). Die PCR-Standards fir rCAR und B-Actin wurden als pJet-Vektoren in die RT-Q-PCR
eingesetzt. Die Kopienzahl wurde wie folgt berechnet:

Gegeben: A = Avogadro-Konstante = 6,023 x 10?® Kopien/ mol
D = dsdNMP = 1 bp = 650 g/ mol = 650 Da
P = PlasmidgréBe in bp
¢ = Konzentration in g/ uL Plasmid-DNA

Gesucht: Kopien/ pL Plasmid-DNA

Gleichung:

Kopien/ pL Plasmid-DNA = A [Kopien* mol™] * ¢ [g* uL ]

D [g* mol™ bp™'] * Pbp]
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3.16.3 Die Uberpriifung der Orientierung der CAR-Promotorfragmente in pJET

Bei den unter 3.12.3 hergestellten und ,.blunt-end in pJET klonierten CAR-Promotorfragmente
rCARprom4,4, rCARprom2,6 und rCARprom1,9, muBte vor der Religation in das Luciferase-
Reportergenplasmid pGL3basic die Orientierung des Fragments in den Plasmidpraparationen

gepruft werden. Dazu wurden die Konstrukte mit einem Kontrollverdau unterzogen.

Das Restriktionsenzym zur Uberpriifung der Orientierung

pJet-Plasmid Restriktionsenzym 1 Fragmentlange bei umgekehrter
Orientierung

pJetrCARprom4,4 Pstl 3,9 kb

pJetrCARprom2,6 Pstl 2,1 kb

pJetrCARprom1,9 Bglil 1,3 kb

pJetrCARprom2,2_DING Bglll 1,5 kb

Der Verdau von pJetrCARprom4.4 und pJetrCARprom2.6

1x Puffer O 1x 2,5 L 10x
Psti 10U 1 uL 10 U/ puL
pJetrCARprom4,4 bzw. 10 uL -
pJetrCARprom2,6

HoO ad 25 pL

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Der Verdau von pJetrCARprom1,9 und pdetrCARprom2,2 DING

1x Puffer O 1x 2,5 puL 10x
Bglll 10U 1L 10 U/ pL
pJetrCARprom1,9 bzw. 10 uL -
pJetrCARprom2,2_DING

HoO ad 25 pL

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Klone die das Plasmid in der gewlinschten
Orientierung enthielten wurden mit Xhol und Xbal verdaut und in die Nhel Xhol Schnittstelle
des pGL3-Vektors religiert.

3.16.4 Der Verdau der Promotorfragmente fiir die Umklonierung aus pJET in pGL3basic

Die pdet-Plasmide, die die rCAR-Promotorfragmente in der gewlnschten Orientierung
enthielten (3.16.3), und die rCAR-Promotordeletionsfragmente (3.12.4) wurden vor der
Klonierung in pGL3basic erneut mit spezifischen Restriktionsendonukleasen verdaut.
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Die Restriktionsenzyme flr die der rCARprom-Deletionskonstrukte

Resultierendes Plasmid Restriktionsenzym 1 Restriktionsenzym 2  Fragmentlange
rCARprom4,4 Xhol Xbal 4,4 kb
rCARprom2,6 Xhol Xbal 2,6 kb
rCARprom1,9 Xhol Xbal 1,9 kb
pGL3basic Nhel Xhol 4,8 kb
rCARprom1,9_ADR1d_1F Pvul Bgll 1,6 kb
rCARprom1,9_ADR1d_2R Miul Pvul 0,3 kb
rCARprom1,9_ADR1c_1F Pvul Bgll 1,0 kb
rCARprom1,9_ADR1c_2R Miul Pvul 0,9 kb
rCARprom1,9_ADR1p_1F Pvul Byl 0,5 kb
rCARprom1,9_ADR1p_2R Miul Pvul 1,4 kb
pGl3basic Miul Bagll 4,8 kb

Die Verdaue wurden dann unter folgende Bedingungen ausgeflhrt.

Verdau A fur die Herstellung von pGL3rCARprom4.4, pGL3rCARprom2.,6, pGL3rCARprom1.9

2x Tango™ 2X 5uL 10x
Xhol 10 U 1L 10 U/ pL
Xbal 20U 2 uL 10 U/ pL
pJetrCARprom4,4 oder 5 ug 2 uL 2,5 pg/ yL

pJetrCARprom2,6 oder

pJetrCARprom1,9

HoO ad 25 uL
Der Ansatz wurde tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Verdau B fur die Herstellung von pGL3rCARprom4.4, pGL3rCARprom2.,6, pGL3rCARprom1.9

1x Tango™ 1x 2,4 uL 10x
Nhel 20U 1L 10 U/ uL
pGL3basic 5 ug 2 uL 2,5 g/ pL
HoO ad 24 pL

Der Ansatz wurde 1h bei 37 °C inkubiert. Dann wurden weiterhin dazugegeben:

2x Tango™ 2X 3L 10x
Xhol 10 U 1L 10 U/ pL

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Abschluss der PCR wurden die
Proben mit 5 pL 6x Loading Dye Solution (MBI-Fermentas) versetzt und komplett auf ein 1 %
(w/v) Agarosegel aufgetragen.
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Verdau A fir die Herstellung der pGL3rCARprom-Deletionskonstrukten

2x Tango™ 2X
Pvul 10U
Bgll 10 U
pJetrCARprom1,9_ADR1d_1F 5 ug

pJetrCARprom1,9_ADR1c_1F
pJetrCARprom1,9_ADR1p_1F

HoO

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5uL
1 uL
1 uL
2 uL

ad 25 pL

Verdau B fir die Herstellung der pGL3rCARprom-Deletionskonstrukten

1x Puffer R 1x
Miul 10U
Pwvul i0U
pJetrCARprom1,9_ADR1d_2R 5 ug

pJetrCARprom1,9_ADR1c_2R
pJetrCARprom1,9_ADR1p_2R

HoO

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2,5 uL
1 uL
1 uL
2 uL

ad 25 pL

Verdau C flr die Herstellung der pGL3rCARprom-Deletionskonstrukten

1x Puffer R 1x
Miul 10U
Bgl i 20U
pGL3basic 5 ug
HoO

2,5 L

1 uL

2 uL

2 uL

ad 25 pL

10x

10 U/ pL
10 U/ pL
2,5 pug/ uL

10x

10 U/ puL
10 U/ pL
2,5 g/ uL

10x

10 U/ pL
10 U/ pL
2,5 g/ uL

Der Ansatz wurde tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Abschluss wurden die Proben mit 5 uL

6x Loading Dye Solution (MBI-Fermentas) versetzt und komplett auf ein 1 % (w/v) Agarosegel

aufgetragen.
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3.17 Die Klonierung der Promotorfragmente in pGL3basic

3.17.1 Puffer und Lésungen

10x Ligationspuffer (MBI-Fermentas)

Tris-HCI 400 mM
MgClo 100 mM
DTT 100 mM
ATP 5 mM

Die Lésung hatte einen pH-Wert von pH 7,8 und war der T4 DNA-Ligase (1U/uL) beigeflgt.
Sie wurde bei -20 °C gelagert.

TAE-Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25 % (w/v) 0,25¢
Glycerol 40 % (v/v) 40 mL
TAE-Puffer (10x) 1x 10 mL
HoO ad 100 mL

3.17.2 Die Ligation der Promotorfragmente in den pGL3-Basic-Vektor

Der jeweilige geschnittene Vektor und das jeweilige Promotorfragment wurden nun mit Hilfe
der T4 DNA-Ligase (MBI Fermentas GmbH) miteinander verbunden. Dieses Enzym katalysiert
die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxyl-Reste
doppelstrangiger DNA unter ATP-Verbrauch. Ein Ligationsansatz (10 pL) enthielt 1 pL
10x Ligationspuffer, 0,4 uL T4 DNA-Ligase (2 U), 50 ng geschnittener Vektor und maximal
7,5 uL des einzufiilgenden Promotorabschnitts, der im dreifachen molaren Uberschuss zum
Vektor vorliegen sollte.

Die Ligationsansatze:

Resultierendes Plasmid Vektor Fragment 1 Fragment 2

pGL3rCARprom4,4 pGL3basic rCARprom4,4 -
(Nhel, Xhol) 4,8 kb (Xhol, Xbal) 4,4 kb

pGL3rCARprom2,6 pGL3basic rCARprom2,6 -
(Nhel, Xhol) 4,8 kb (Xhol, Xbal) 2,6 kb

pGL3rCARprom1,9

pGL3basic
(Nhel, Xhol) 4,8 kb

rCARprom1,9
(Xhol, Xbal) 1,9 kb
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Resultierendes Plasmid Vektor Fragment 1 Fragment 2
pGL3rCARprom1,9_ pGL3basic rCARprom1,9_ rCARprom1,9_
ADR1d (Mlul, Bghl) 4,8 kb ADR1d_1F ADR1d_2R

pGL3rCARprom1,9_
ADR1c

pGL3rCARprom1,9

pGL3basic
(Mlul, Bghl) 4,8 kb

pGL3basic

(Pvul, Bglll) 1,6 kb
rCARprom1,9_
ADR1c_1F

(Pvul, Bgill) 1,0 kb
rCARprom1,9_

(Miul,Pvul) 0,3 kb
rCARprom1,9_
ADR1c_2R
(Miul,Pvul) 0,9 kb
rCARprom1,9

ADR1p (Mlul, Bghl) 4,8 kb ADR1p_1F ADR1p_2R

(Pvul, Bghl) 0,5kb  (Mlul,Pvul) 1,4 kb

pGL3CD2A pGL3CD2 CD2A -
(Pstl, EcoRl) 7,0 kb (Pstl, EcoRl) 300 bp

pGL3CD2B pGL3CD2 CD2B -
(Pstl, EcoRl) 7,0 kb (Pstl, EcoRl) 330 bp

pGL3CD2C pGL3CD2 CD2C -
(EcoRl, Bglll) 7,0 kb (EcoRlI, Bgll) 300 bp

pGL3CD2D pGL3CD2 CcD2D -
(EcoRl, Bglll) 7,0 kb (EcoRlI, Bgll) 330 bp

pGL3CD2E pGL3CD2C pGL3CD2A -
(Pstl, EcoRl) 7,1 kb (Pstl, EcoRl) 300 bp

pGL3C2B1_PPARmut pGL3C2B1 PPAR_mut -
(Pstl, Bgll) 6,8 kb (Pstl, Bglll) 625 bp

pGL3C2B1_ER4mut pGL3C2B1 ER4_mut -

(Pstl, Bglll) 6,8 kb

(Pstl, Bglll) 625 bp

Der Ligationsansatz wurde 60 min bei 22 °C inkubiert und dann fiir 10 min auf 65 °C erhitzt.

3.18 Die Transformation kompetenter E.coli XL-1 (blue)-Zellen durch
Elektroporation

3.18.1 Puffer und Lésungen

SOB-Medium

Trypton 20 % (w/v) 20¢

Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v) 59

NaCl 10 mM 600 mg

KCI 2,7mM 200 mg

HoO ad 1000 mL

Die Lésung wurde auf pH 7,0 eingestellt, autoklaviert und bei 4 °C gelagert.
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MgClo-Stammldsung (2 M)
MgClo 2M 40,66 g
HoO ad 100 mL

SOC-Medium (1 mL)

SOB-Medium 980 pL
Glucose 20 mM 10 pL
MgClo 20 mM 10 pL

Die L6sung wurde unmittelbar vor Gebrauch angesetzt und auf 37 °C erwarmt.

Elektroporationslésung
Glycerol 10 % (V/v) 100 mL
HoO ad 1000 mL

LB-(Tetra)-Agarplatten

LB-Agar 3,2 % (W/v) 32¢
Tetracyclin 0,5 % (w/v) 59
HoO ad 1000 mL

2 M Stlsg.
2 M Stlsg.

Die Lésung wurde autoklaviert, auf 46 °C abgekuhlt, mit Tetracyclin versetzt und 20 mL pro

Petrischale ausplattiert. Die Platten wurden bei 4 °C gelagert.

LB-(Tetra)-Medium

Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v) 59
Tetracyclin 0,5 % (w/v) 59
Trypton 1 % (w/v) 109
NaCl 1 % (W/v) 109
H20 ad 1000 mL
Das Medium wurde autoklaviert und bei 4 °C gelagert.

LB-Medium

Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v) 59
Trypton 1 % (w/v) 109
NaCl 1 % (wW/v) 109
HoO ad 1000 mL

Der pH-Wert der Lésung wurde auf pH 7,3 eingestellt und die Lésung unmittelbar nach dem

Ansetzen autoklaviert.
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Ampicillin-Stamml&sung

Ampicillin 5 mg/ mL 250 mg
H20 ad 50 mL

Die Lésung wurde durch einen 0,4 um-Filter sterilfiltriert und in Aliquots bei -20 °C gelagert.

LB-(Amp)-Medium
LB-Medium 5mL
Ampicillin 50 pg/ mL 50 pL 5 mg/ mL Stlsg.

LB-(Amp)-Platten

LB-Agar 3,2 % (W/V) 329
Ampicillin 50 pg/ mL 10 mL 5 mg/ mL Stlsg.
HoO ad 1000 mL

Die Lésung wurde autoklaviert, auf 46 °C abgeklhlt, mit Ampicillin versetzt und 20 mL pro
Petrischale ausplattiert. Die Platten wurden bei 4 °C gelagert.

3.18.2 Die Herstellung kompetenter E.coli XL-1 (blue)-Zellen fir die Elektroporation

Die Herstellung kompetenter E. coli XL-1 (blue) Zellen und die Elektroporation erfolgte nach
Dower et al. (1988). 5 L einer Glycerinkultur von E. coli XL-1 Zellen wurden auf LB-(Tetra)-
Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde eine
Kolonie in 5 mL LB-(Tetra)-Medium Uberflhrt und wiederum Uber Nacht im Thermoschattler
bei 37 °C inkubiert. Diese 5 mL Bakteriensuspension wurde dann in 250 mL LB-(Tetra)-
Medium Gberfuhrt und bei 37 °C inkubiert, bis die Bakteriensuspension eine optische Dichte
von 0,5-1,0 (mittlere logarithmische Wachstumsphase) erreicht hatte. Die Bakterien wurden im
Eisbad abgekihlt und 15 min bei 4000 rpm (Hettich Universal 16-Zentrifuge mit Rotor 1617;
25 x g, 4 °C) sedimentiert. Danach wurden die Bakterien mit vorgekihlter Elektroporations-
I6sung einmal mit dem Ausgangsvolumen der urspringlichen Bakteriensuspension, einmal mit
1/2 Volumen und einmal mit 1/ 20 Volumen Elektroporationslésung gewaschen. Nach jedem
Waschschritt wurden die Bakterien bei 4 °C 15 min bei 4000 rpm (25 x g, 4 °C) zentrifugiert.
Am Ende der Waschschritte wurde das Sediment in 1/500 Volumen der urspriinglichen
Zellsuspension mit Elektroporationslésung resuspendiert (Zellzahl ca. 10'% mL). Es wurden je
50 pL der Zellsuspensionen in 1,5 mL-ReaktionsgefaBe Uberfuhrt, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -70 °C gelagert.

3.18.3 Die Transformation kompetenter E.coli XL-1 (blue)-Zellen durch Elektroporation

Zur Transformation von Plasmiden in E. coli XL-1 (blue) Zellen wurden 50 pL
elektrokompetenter Zellen wéhrend des Auftauens mit 1 pL Ligationsansatz gemischt. Die
Zellen wurden in die zuvor gekuhlten Transformationskivetten mit einem Elektrodenabstand
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von 2 mm pipettiert und mit einem Puls von 2500 V, einem Widerstand von 200 Ohm und
einer Kapazitat von 25 uF elektroporiert. Um das Absterben der Zellen zu minimieren, wurde
sofort nach dem Puls 950 L auf 37 °C erwarmtes SOC-Medium zu den Zellen gegeben und
die Suspension 60 min bei 37 °C im Thermoschuttler inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pL
der Bakteriensuspension auf eine LB-(Amp)-Platte ausgestrichen und 24 h bei 37 °C inkubiert.
Da sowohl der pGL3basic- als auch der pJet-Vektor ein Resistenzgen fur Ampicillin enthielt,
konnten nur transformierte Bakterienklone auf der LB-(Amp)-Platte wachsen. Einige dieser
Kolonien wurden mit Hilfe einer Pipette ,gepickt’, in 5 mL LB-(Amp)-Medium Uberfihrt und
tber Nacht bei 37 °C im Schuttler inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde dann isoliert, gereinigt
und sequenziert.

3.19 Die Analyse rekombinanter Bakterienkolonien durch Plasmidpréaparation im
Mini-MaBstab

Die Plasmidpraparation wurde mit dem GFX Micro Plasmid Prep-Kit der Firma GE Healthcare
nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde dabei durch Affinitats-
Chromatografie Uber eine Glasfaser-Matrix isoliert und gereinigt.

3.19.1 Puffer und Lésungen

Die Puffer waren im verwendeten Kit enthalten. Sie wurden bei RT gelagert.

Y Tango™ Puffer siehe 3.12.1

Puffer R siehe 3.16.1

Puffer O siehe 3.13.1

Resuspendierungspuffer (Lésung 1)

Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM
EDTA 10 mM
RNase | 400 pg/ mL

Lysispuffer (Lésung 2)

NaOH 1M

SDS 5,3 % (w/v)

Der Puffer wurde als 5,3-fach konzentrierte Lésung geliefert und wurde mit destilliertem HoO

verdinnt.
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Neutralisationspuffer (L6sung 3)

Der Puffer enthielt Acetat und Guanidinhydrochlorid ohne néhere Konzentrationsangaben des
Herstellers.

Waschpuffer (L6sung 4)

Der Puffer enthielt Ethanol, NaCl, EDTA und Tris-HCI ohne nahere Konzentrationsangaben
des Herstellers.

3.19.2 Die Reinigung von Plasmid-DNA durch Affinitats-Chromatografie im Mini-
MaBstab

Es wurden 2 x 1,5 mL der Ubernachtkultur in einem 1,5 mL-ReaktionsgefaB bei 13.000 rpm
(Biofuge pico, 16.060 x g) sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Sediment nach
Angaben des Herstellers aufgearbeitet.

3.19.3 Die spezifische Spaltung der Plasmid-DNA zum Nachweis der erfolgreichen
Klonierung

10 uL der Plasmid-DNA wurden in die jeweilige Spaltung eingesetzt. Dazu wurden 2,5 uL 10x
Puffer und die jeweiligen Enzyme (siehe unten) pipettiert und das ganze auf 25 pL mit HoO
aufgefullt. Die Spaltungen wurden 1 h bei 37 °C inkubiert und dann durch Zugabe von 5 pL
TAE-Probenpuffer beendet und durch Auftragen auf ein 1 % Agarose-Gel analysiert (3.5).
Plasmide, die nach der Spaltung auf dem Agarosegel DNA-Fragmente der richtigen GréBe
lieferten (siehe unten), wurden anschlieBend sequenziert.

Der Verdau fur einen 25 uL Ansatz

Plasmidspaltung Restriktions- Restriktions- 10 x Puffer FragmentgréBe
enzym 1 enzym 2
pGL3rCARprom4,4 20 U Sacl 20 U Hindlll 1x Tango™ 4,8 kb und 4,4 kb
pGL3rCARprom2,6 20 U Sacl 20 U Hindlll 1x Tango™ 4,8 kb und 2,6 kb
pGL3rCARprom1,9 20 U Sacl 20 U Hindlll 1x Tango™ 4,8 kb und 1,9 kb
pGL3rCARprom1,2 10 U EcoRlI 10 U Hindlll 1x Puffer R 5,1 kb und 0,9 kb
pGL3rCARprom1,0 10 U EcoRlI 10 U Hindlll 1x Puffer R 4,9 kb und 0,9 kb
pGL3rCARprom1,9_ADR1d 10 U Pvul 10 U Hindlll 1x Puffer R 5,1 kb und 1,6 kb
pGL3rCARprom1,9_ADR1c 10 U Pvul 10 U Hindll 1x PufferR 5,7 kb und 1,0 kb
pGL3rCARprom1,9_ADR1p 10 U Pvul 10 U Hindlll 1x Puffer R 6,2 kb und 0,5 kb
pGL3CD2A 10U Pst. 10 U EcoRl 1x Puffer O 7,0 kb und 0,3 kb
pGL3CD2B 10U Pst. 10 U EcoRl 1x Puffer O 7,0 kb und 0,33 kb
pGL3CD2C 10U Pst. 10 U EcoRl 1x Puffer O 7,0 kb und 0,3 kb
pGL3CD2D 10U Pst. 10 U EcoRl 1x Puffer O 7,0 kb und 0,3 kb
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Plasmidspaltung Restriktions- Restriktions- 10 x Puffer FragmentgréBe
enzym 1 enzym 2

pGL3CD2E 10U Psttt. 10 U EcoRl 1x Puffer O 7,1 kb und 0,3 kb

pGL3C2B1_PPARmut 10 U Pst 10 U Bglll 1x PufferO 6,8 kb und 0,6 kb

pGL3C2B1_ER4mut 10 U Pst 10 U Bglll 1x Puffer O 6,8 kb und 0,6 kb

3.20 Die Sequenzierung der Promotorkonstukte mit dem Kapillarelektrophorese-
Sequenzer

3.20.1 Das Prinzip

Die Sequenzierung des Promotorkonstruktes wurde mit dem Kapillarelektrophorese-DNA-
Sequenziergerat der Firma Beckman Coulter (Model CEQ™ 2000 XL) durchgefiihrt. Es wurde
das ,CEQ™ Dye Terminator Cycle Sequencing’-Kit der Firma Beckman Coulter entsprechend
der Herstellervorschrift angewendet. Bei dieser Methode wurden vier mit unterschiedlichen
Fluoreszenz-Farbstoffen  gekoppelte 2’,3’-Didesoxyribonukleosid-Triphosphate  (ddATP,
ddGTP, ddTTP, ddCTP; CEQ Dye Terminatoren), die bei unterschiedlicher Wellenlange
fluoreszieren, mit nicht-markierten Desoxyribonukleosid-Triphosphaten, Sequenzierungs-
puffer, Plasmid, nicht-markiertem Oligonukleotid und DNA-Polymerase gemischt und eine
zyklische verlaufende Sequenzierung durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren wurde jeweils
lediglich ein Oligonukleotid eingesetzt, so dass nur ein Strang immer wieder abgeschrieben
wurde. Die Didesoxyribonukleosid-Triphosphate flhrten statistisch nach unterschiedlich langer
Polymerase-Reaktion zum Kettenabbruch, da ihnen das 3’-Hydroxyl-Ende fehlte, um die
nachste Phosphodiesterbindung zu knlpfen. Auf diese Weise entstand ein Gemisch aus DNA-
Fragmenten, die sich in ihrer Ldnge um ein Basenpaar unterschieden. Diese am 3’-Ende mit
Basen-spezifischen Farbstoffen markierten DNA-Fragmente wurden denaturiert, im
Kapillarelektrophorese-DNA-Sequenziergerat elektrophoretisch aufgetrennt und durch ihre

Fluoreszenz im Gel nachgewiesen.

3.20.2 Puffer und Lésungen

Das Sequenzierungsgemisch ,SEQ-Mix’ und die Sample Loading Solution waren im CEQ™

Dye Terminator Cycle Sequencing-Kit enthalten. Die Sample Loading Solution bestand aus
deionisiertem Formamid. Uber die Zusammensetzung des SEQ-Mixes machte der Hersteller
keine Angaben. Die Lésungen wurden bei -20 °C gelagert.

Glycogen -Lésung (20 mg/ mL)

Glycogen 20 mg/ mL 20 mg
HoO ad 1 mL
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Natriumacetat-Stammlésung (3 M)
Natriumacetat 3M 2,46 ¢g
H20 ad 10 mL

DNA-Fall-L6sung

Glycogen -Lésung 20 mg/ mL 1L
Natriumacetat 1,2M 2 uL 3 M Stlsg.
EDTA 40 mM 0,4 uL 0,5 M Stlsg.
HoO 1,6 L

Die Lésung wurde erst unmittelbar vor Gebrauch angesetzt.

Eine Trenngelkartusche CEQ™-Trenngel | wurde vom Hersteller mitgeliefert und enthielt

10 mL gepufferte Polyacrylamid-Siebmatrix mit Harnstoff ohne genauere Angaben der

Zusammensetzung.

Der Trennpuffer CEQ™ wurde vom Hersteller mitgeliefert und enthielt als wirksame

Bestandteile < 10 % organische Puffersalze ohne genauere Angaben der Zusammensetzung.

3.20.3 Die Sequenzierungsreaktionen und Aufarbeitung der Sequenzierproben

Ein Sequenzierungsansatz enthielt 5 uL (etwa 750 ng) des gereinigten Plasmids als DNA-
Matrize. Der Ansatz wurde fir 1 min auf 95 °C erhitzt und dann 1 pL des betreffenden
Oligonukleotids (1,6 pmol, RV3 und GL2 bei pGL3basic und pJet1_F und pJet1_R bei pJet)
und 4 pL des SEQ-Mixes zugegeben. Das 10 pL-Gemisch durchlief nun im Thermocycler
(Modell T300 von Biometra) 30 Zyklen, die sich aus 20 s Denaturierung bei 96 °C, 20 s
Primeranlagerung bei 50 °C und 4 min Kettenverlangerung bei 60 °C zusammensetzten. Nach
Abschluss der Sequenzierungsreaktion wurde der Reaktionsansatz auf 4 °C abgekihlt und die
DNA gefallt. Dazu wurden zu den 10 pL des Sequenzieransatzes 2,5 uL DNA-Fall-Lésung und
30 pL Ethanol (95 % (v/v), -20 °C) gegeben. Dann wurde die Probe gevortext, 20 min bei
10.000 x g (SIGMA 1215/4-H Rotor, SIGMA 3K30 Zentrifuge; 4 °C) zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in 100 pL 70% (v/v) Ethanol (-20 °C) resuspendiert
und erneut unter den gleichen Bedingungen fir 5 min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde
wiederholt, das Sediment 15 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlieBend in
40 pL Sample Loading Solution aufgenommen. Die DNA-Proben wurden 10 min bei RT
inkubiert und danach in Vertiefungen einer 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert, mit Parafindl
Uberschichtet und in den Kapillarelektrophorese-Sequenzierer gestellt, wo sie denaturiert und
dann auf das Trenngel innerhalb der Kapillaren aufgetragen wurden. Die Polynukleotide
wurden elektrophoretisch der GréBe nach im Gel aufgetrennt. Die vier unterschiedlichen
Fluoreszenz-Farbstoffgruppen, die jeweils an ein bestimmtes Nukleotid gekoppelt waren,
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wurden durch einen Infrarot-Diodenlaser angeregt. Durch ein Detektorsystem des DNA-
Sequenzierers konnten die vier Fluoreszenz-Wellenldngen anhand ihrer unterschiedlichen
Emissions-Wellenlange identifiziert und quantifiziert werden.

3.21 Die Isolierung der Plasmid-DNA im Maxi-MaBstab

Die Praparation wurde mit dem ,JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep’-Kit der Firma GENOMED
GmbH nach Anweisung des Herstellers durchgefihrt. Es handelte sich dabei ebenfalls um
eine Affinitats-Chromatografie.

3.21.1 Puffer und Lésungen

Alle verwendeten Lésungen waren im Kit enthalten.

Resuspendierungspuffer (Lésung 1)

Tris 50 mM
EDTA 10 mM
RNase 100 pg/ mL

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 8,0 und wurde bei 4 °C gelagert.

Lysispuffer (Lésung 2)

NaOH 200 mM
SDS 1 % (W/v)
Der Puffer wurde bei RT gelagert.

Neutralisationspuffer (L6sung 3)

Kaliumacetat 3,1M
Der Puffer hatte einen pH-Wert von 5,5 und wurde bei RT gelagert.

Waschpuffer (L6sung 4)
NaCl 800 mM
Natriumacetat 100 mM

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 5,0 und wurde bei RT gelagert.

Elutionspuffer (Lésung 5)

NaCl 1250 mM

Tris 100 mM

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 8,5 und wurde bei RT gelagert.
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Aquilibrierungspuffer (Ldésung 6)

NaCl 600 mM
Natriumacetat 100 mM
TritonX-100 0,15 %

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 5,0 und wurde bei RT gelagert.

3.21.2 Die Isolierung der Plasmid-DNA durch Affinitats-Chromatografie im Maxi-
MaBstab

Es wurden 150 mL LB-(Amp)-Medium mit 2 mL transformierter
E. coli XL-1-Bakterienkultur angeimpft und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde dann 15 min bei 6000 rpm (SORVALL-Zentrifuge, Rotor
SORVALL SLA-1500; 3685 x g, 4 °C) sedimentiert. Das Pellet wurde nach Anweisung des
Herstellers aufgearbeitet und die Plasmid-DNA isoliert. Zur photometrischen Bestimmung der
Plasmid-DNA-Konzentration wurden 10 pL der DNA-L&sung in 500 pL HoO verdlnnt und die
optische Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm gemessen. Die Konzentration der Plasmid-DNA
wurde nach folgender Formel bestimmt:
DNA-Konzentration = AE 260 nm x Verdinnung x 50 pg/ mL.

Die Reinheit wurde durch Quotientenbildung der OD 260 nm zur OD 280 nm errechnet. Eine
ausreichende Reinheit wurde durch einen Quotienten OD 260 nm / OD 280 nm > 1,8 definiert.

3.22 Die Untersuchung des zentralen DR1-Motiv des CAR-Promotors der Ratte
mit Hilfe des EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

FRIED et al. beschrieben 1981 als Erste die Methode des so genannten Electrophoretic
Mobility Shift Assay (EMSA). Die Wechselwirkungen zwischen dem zentralen DR1-
Consensus-Motiv aus dem CAR-Promotor mit méglichen bindenden Transkriptionsfaktoren
wurden in Anlehnung an das Verfahren nach BAUER et al. (2001) untersucht. Alle Arbeiten mit

32p.q dCTP wurden freundlicherweise durch Christoph Schmitz-Salue und Prof. G.-P.
Puschel durchgefihrt.

3.22.1 Puffer und Lésungen

Alle anderen verwendeten Puffer wurden unter 3.2.1 aufgeflhrt.

10x Reaktionspuffer (Klenow) (MBI-Fermentas) siehe 3.12.1

Klenow Fragment (10 U/ pyL) siehe 3.12.1
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SuRE/cut Puffer H (Roche)

Tris-HCI (pH 7,5)

MgCl
NaCl
DTE

Puffer A
HEPES
KCI
MgClo
DTT
HoO

500 mM
100 mM

1M
10 mM

10 mM
10 mM
1,5 mM

0,5 mM

120 mg
35 mg
5mg

4 mg

ad 50 mL

Der pH-Wert der Lésung wurde mit 1 N KOH auf pH 7,9 eingestellt.

Puffer C
HEPES
NaCl
MgClo
DTT
EDTA
Glycerol
HoO

20 mM

420 mM

1,5mM

0,5 mM
0,2 mM

50 %(V/ V)

240 mg
1,225 ¢g
5mg

4 mg

3 mg

25 mL
ad 50 mL

Der pH-Wert der Lésung wurde mit 1 N NaOH auf pH 7,9 eingestellt.

Vor Gebrauch wurden dem Lysispuffer pro mL frisch zugesetzt:

Pefablock
Leupeptin

Trypsin-Inhibitor

TE-Puffer

10 x TBE
Tris
Borsaure
EDTA
HoO

_Siehe 3.12.1

200 uMm
10 pg/ mL
10 pg/ mL

0,89 M
0,89 M
20 mM

1 uL
1 uL
1 uL

100 %(v/ v)
ad 50 mL

200 mM Stlsg.
10 mg/ mL Stlsg.
10 mg/ mL Stlsg.

53,890 g
27,500 g
2,922 g
ad 500 mL

Der pH-Wert der Lésung wurde mit 1 N NaOH auf pH 8,3 eingestellt.
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Auftragungspuffer

Bromphenolblau 0,5 % (w/v) 250 mg
Glycerol 50 % (w/v) 25¢
H20 ad 50 mL

Der Puffer wurde bei -20 °C gelagert.

GRAB50 (Gel Retardation Assay Buffer)

Tris 100 mM 1 mL 1 M Stlsg.
KCI 500 mM 1,863 ¢g
EDTA 10 mM 1mL 0,5 M Stlsg.
Glycerol 50 % (w/v) 25¢
H20 ad 50 mL
Der pH-Wert der Lésung wurde vor Glycerolzugabe mit

1 N HCI auf pH 7,6 eingestellt. Der Puffer wurde bei -20 °C gelagert

Oligonukleotide
CAR-EMSA-F 100 pmol/ pL
CAR-EMSA-R 100 pmol/ uL

Poly dIdC (1 pg/ yL) Die Lésung wurde bei -20 °C gelagert.

3.22.2 Die Kultivierung der Hepatozyten

Kultivierte Hepatozyten (3.2.4) wurden nach 4 h in Kultur fir die Dauer des Experiments in
Williams E Kulturmedium inkubiert. Die Hepatozyten wurden nicht anderweitig behandelt.

3.22.3 Die Kernextraktion von Hepatozyten der Ratte

Die Hepatozyten von je 4 Kulturschalen mit je 1 x 10° Zellen wurden auf Eis mit einem
Zellschaber in 800 uL 1 x PBS in ein SchnappdeckelreaktionsgefaB tberflhrt und bei 50 x g
5 min bei 4 °C (SIGMA, Rotor 12154-H) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 800 pL kaltem hypotonen Puffer A resuspendiert und fiir 15 min auf Eis inkubiert.
Dann wurden 50 pL einer 10 9%igen Nonidet-NP-40 Ldsung zugesetzt und die
angeschwollenen Zellen mit 12 Hiben bei 1400 rpm im Glas-Homogenisator aufgebrochen.
Die intakten Zellkerne wurden nun 10 min bei 2000 x g und 4 °C pelletiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 100 pL kaltem Puffer C resuspendiert 30 min heftig im
Kihlraum (4 °C) geschittelt und im Anschluss 10 min bei 20.000 x g und 4 °C (SIGMA, Rotor
12154-H) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert. Der Proteingehalt



METHODEN 102

wurde nach LOWRY bestimmt (3.4.3).
3.22.4 Der Nachweis spezifischer Kernprotein-DNA-Wechselwirkungen (EMSA)

Zunachst wurden sowohl radioaktiv markiertes, doppelstrangiges Oligonukleotid als auch
unmarkiertes Oligonukleotid hergestellt. Dazu wurden die Einzelstrange nach folgendem
Protokoll zusammenpipettiert und nach Erhitzen auf 95 °C langsam abgekihlt um eine
Doppelstrangpaarung zu ermdglichen.

Doppelstrangpaarung Zu markierendes Unmarkiertes Oligonukleotid
Oligonukleotid =10 pmol/ pL

=3 pmol/ pL
CAR-EMSA-F 3uL 10 uL
CAR-EMSA-R 3uL 10 uL
Puffer H 10 pL 10 pL
HoO 84 uL 70 pL

Das PCR-Programm: 10 min 95 °C, 1 min 94,8 °C und dann schrittweise Abklhlung von
0,2 °C/ min bis auf 15 °C im Thermocycler.

Radioaktive Markierung

c= 0,57 pmol/ uL

Zu markierendes 11,5 uL 3 pmol/ uL
doppelstrangiges Oligonukleotid

dNTP (dATP,dTTP, dGTP) 2,5 L 2 mM
Klenowpuffer 2 uL 10 x
Klenow 0,1 pL 10 U/ pL
32p-q dCTP 4 uL 10 pCi/ pL

Der Ansatz wurde 15 min bei RT inkubiert, mit 40 uL TE-Puffer versetzt und dann mittig auf
die Schréage einer zuvor 1 min bei 735 x g und RT (SIGMA, Rotor 12154-H) zentrifugierten
G-25-Saule (Amersham) pipettiert. Die Saule wurde flr 2 min bei 735 x g und RT (SIGMA,
Rotor 12154-H) zentrifugiert und der Durchlauf, welcher das markierte Oligonukleotid enthielt,
aufgefangen. Dann wurde zunéchst das nicht denaturierende Gel zwischen die vorbereiteten
Trégerglasplatten (Biometra 110 x 120 x 1 mm) gegossen, der Kamm (Taschen: 20 x 5 x
1 mm) eingesetzt und es so etwa 1 h auspolymerisiert. Nach dem Entfernen des Kammes und
vor Probenbeflllung wurde das Gel in die Gelkammer eingesetzt mit 0,5 x TBE Uberschichtet
und unter Kihlung etwa 1 h bei 10 mA auf die spéatere Elektrophorese vorbereitet.
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EMSA-Gel 8 % (w/v) PAA
Acrylamid (Rotiphorese 29:1, 40%) 5mL
HoO 18,75 mL
10 x TBE 1,25 mL
Ammoniumpersulfat (10 % (w/v) Stlsg.) 750 uL
TEMED 75 uL

Wahrenddessen wurden die EMSA-Reaktionen vorbereitet. Dazu wurden 7 Anséatze wie folgt
bestuickt.

EMSA-Reaktion

GRAB50 2L
DTT 1L 20 mM
Poly dIdC 1 1uL 1 g/ uL
Kernextrakt 10 pL

Dann wurden je 10 pL HoO bzw. Kompetitor zugesetzt.

EMSA-Reaktion Zusatz von 10 pL Konzentration
Ansatz 1 HoO

Ansatz 2 unmarkiertes Oligonukleotid =10 pmol/ pL
Ansatz 3 pGl3basic 1,5 g/ uL
Ansatz 4 pGI3rCARprom1,9 1,5 pg/ pL
Ansatz 5 pGL3rCARprom1,9_ADR1d 1,5 pg/ pL
Ansatz 6 pGL3rCARprom1,9_ADR1c 1,5 pg/ pL
Ansatz 7 pGL3rCARprom1,9_ADR1p 1,5 pg/ pL

Die EMSA-Reaktionen wurden nun vorab 30 min bei RT inkubiert, anschlieBend mit 2 uL
markiertem Oligonukleotid versetzt und weitere 30 min bei RT inkubiert. Vor dem Auftragen
der Proben auf das bereits vorbereitete EMSA-Gel wurden die EMSA-Reaktionen mit 2 pL
Auftragungspuffer gemischt. Zum Einlaufen der Proben in das Gel wurde die Elektrophorese
mit 6 mA gestartet und dann fir 3 h bei 10 mA unter sténdiger Kihlung fortgesetzt, bis die
blaue Front die Unterkante des Gels erreicht hatte. Das Gel wurde danach von den
Glasplatten getrennt und mit 0,5 x TBE gespult um radioaktiv kontaminierte Flissigkeit zu
beseitigen. Das Gel wurde auf Filterpapier gelegt mit Folie abgedeckt und im Vakuum
(10-20 mbar) fiir circa 1h bei 60 - 80 °C getrocknet. Der Nachweis der Banden erfolgte durch

Exponieren 32P-sensitiver Platten wie bei dem RNA-Nachweis (3.11.5) fiir 1-24 h.
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3.23 Die Untersuchung zur Bindung von PPARa an das zentrale DR1-Motiv

durch Chromatin-Immunprazipitation

3.23.1 Puffer und Lésungen

Alle anderen verwendeten Puffer wurden unter 3.2.1 und 3.22.1 aufgefihrt.

SDS-Lysis-Puffer

SDS 0,5 % (w/v) 2,5mL 10% (w/v) Stlsg.
EDTA 10 mM 1 mL 0,5 M Stlsg.
Tris 50 mM 303 g
HoO ad 50 mL

Der pH-Wert der L6sung wurde mit 1 N HCI auf pH 8,1 eingestellt.

10-fach Dilutionspuffer

SDS 0,01 % (w/v) 50 pL 10% (w/v) Stlsg.
EDTA 1,2 mM 119 uL 0,5 M Stlsg.
Tris 16 mM 9749
NaCl 160 mM 468 g
Triton-X-100 1 % (wW/v) 500 pL 10% (w/v) Stlsg.
HoO ad 50 mL

Der pH-Wert der L6sung wurde mit 1 N HCI auf pH 8,1 eingestellt. Vor Gebrauch wurden dem
Lysispuffer pro mL frisch zugesetzt:

Pefablock 200 uM 1 uL 200 mM Stlsg.
Leupeptin 10 pg/ mL 1 uL 10 mg/ mL Stlsg.
Trypsin-Inhibitor 10 pg/ mL 1 uL 10 mg/ mL Stlsg.

Waschpuffer 1

SDS 0,1 % (w/v) 500 pL 10% (w/v) Stlsg.
EDTA 2 mM 200 pL 0,5 M Stlsg.
Tris 20 mM 121 mg
NaCl 150 mM 438 mg
Triton-X-100 1 % (wW/v) 500 pL 10% (w/v) Stlsg.
HoO ad 50 mL

Der pH-Wert der L6sung wurde mit 1 N HCI auf pH 8,1 eingestellt.
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Waschpuffer 2

SDS 0,1 % (W/v) 1 mL
EDTA 2mM 400 pL
Tris 20 mM 242 mg
NaCl 500 mM 2922 mg
Triton-X-100 1 % (w/v) 1 mL
HoO ad 100 mL

Der pH-Wert der L6sung wurde mit 1 N HCI auf pH 8,1 eingestellt.

TE-Puffer siehe 3.12.1

Protein-G-Sepharose
Protein-G-Sepharose 50 % (w/v)
TE-Puffer

Elutionspuffer

SDS 1 % (W/v)
NaHCO3 100 mM
HoO

Dieser Puffer wurde stets direkt vor Gebrauch hergestellt.

NaCl-Lésung
NaCl 5M

HoO

Oligonukleotide
CAR-ChIP-1cF 10 pmol/ pL
CAR-ChIP-2cR 10 pmol/ pL

Qiagen Nucleotide Removal Kit
PN-Puffer, PE-Waschpuffer, EB-Puffer

59
ad 10 mL

1mL
84 mg

ad 10 mL

2,922 ¢
ad 10 mL

10% (w/v) Stlsg.
0,5 M Stlsg.

10% (w/v) Stlsg.

10% (w/v) Stlsg.

Der Hersteller machte keine Angaben zu der Zusammensetzung der einzelnen Puffer.

3.23.2 Die Kultivierung und Aufarbeitung der Hepatozyten

Kultivierte Hepatozyten (3.2.4) wurden nach 4 h in Williams E-Kulturmedium inkubiert. Nach
22 h wurden die Hepatozyten fir 2 h mit WY 14643 (10 uM) behandelt. Dann erfolgte die
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Vernetzung der DNA mit Proteinen durch Zugabe von 1 % (v/v) Formaldehyd. Nach 10 min
Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurden die Zellen bei 4 °C zweimal mit 2 mL eiskaltem 1x
PBS gewaschen, in je 100 pL SDS-Lysispuffer abgeschabt und in einem 1,5 mL-
Reaktionsgefa3 vereinigt. Die Lysate wurden dann auf Eis mit dem Ultraschallstab
(Einstellung: Power 40% (Amplitude), Cycle 4 (Puls: 0,4 s Arbeit, 0,6 s Ruhe); maximale
Frequenz 20 kHz; Leistung: 70 W) 6 x 10 s sonifiziert, um die genomische DNA in 400 bis 600
bp groBe Fragmente zu zerstiickeln. Dann wurden die Lysate 15 min bei 10.000 g und 4 °C
(SIGMA, Rotor 12154-H) sedimentiert, die Uberstande vereinigt und jeweils 200 uL in die
Immunprézipitation eingesetzt. Der restliche Uberstand wurde fiir die Gewinnung genomischer
DNA fir die PCR-/nput-Kontrolle bei -70 °C aufbewahrt.

3.23.3 Die Immunprazipitation von PPARa

Die Immunprazipitation wurde zum einen mit einen PPARa spezifischen als auch mit einem
unspezifischen IgG durchgefihrt. AuBerdem wurde zur Bestimmung des Hintergrundes eine
Immunpréparation ohne IgG angesetzt. Daher werden jeweils 200 pyL Lysat und 1,8 mL
10-fach Dilutionspuffer in eines von drei 2 mL SchraubdeckelgefaBen Uberfihrt und die
Suspension mit 80 puL Protein-G-Sepharose fiir 30 min bei 4 °C unter Rotation vorgereinigt,
um wahrend der Immunprazipitation unspezifische Bindung an die Sepharose mdglichst
gering zu halten. Die SchraubdeckelgefdBe wurden dann 1 min bei 1000 rpm und 4 °C
(SIGMA, Rotor 12154-H) zentrifugiert und der Uberstand in ein neues SchraubdeckelgefaBe
Uberfihrt. 10 ug PPARa Antikérper (Kaninchen-Anti-Ratte-IgG SantaCruz sc9000x), EP3-N-
Terminus IgG bzw. kein IgG wurden hinzupipettiert und die neues SchraubdeckelgefaBe Gber
Nacht bei 4 °C rotiert. Am darauf folgenden Tag wurden 60 pL Protein-G-Sepharose
dazugegeben und die SchraubdeckelgefaBe weitere 2 h bei 4 °C rotiert, um den Antikérper-
DNA-Komplex an die Protein-G-Sepharose zu binden. Die SchraubdeckelgefaBe wurden im
Anschluss 1 min bei 1000 rpm und 4 °C (SIGMA, Rotor 12154-H) zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Sepharose-Pellets wurde nun in mehren Waschschritten, d.h.
zunachst einmal mit Waschpuffer 1, zweimal mit Waschpuffer 2 und dann zweimal mit TE-
Puffer, in 1 mL 5 min bei 4 °C rotiert gereinigt und dann 1 min bei 1000 rpm und 4 °C (SIGMA,
Rotor 12154-H) sedimentiert. Nach dem letzten Waschschritt mit TE-Puffer wurden die
Sepharose-Pellets 15 min bei RT mit 200 pL Elutionspuffer, der eine hohe SDS-Konzentration
aufwies, inkubiert, 1 min bei 1000 rpm und 4 °C (SIGMA, Rotor 12154-H) sedimentiert und der
Uberstand, welcher nun die Protein-DNA-Komplexe enthielt, in ein 1,5 mL
SchraubdeckelgefaB berfiihrt. Die Elution wurde wiederholt und die Uberstinde vereinigt zu
400 pL. Dann wurden 16uL NaCl-Lésung dazu pipettiert und die SchraubdeckelgeféaBe 6 h bei
65 °C inkubiert, um die Vernetzung von DNA und Protein aufzubrechen.
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3.23.4 Die Aufreinigung der genomischen DNA aus den Immunprazipitaten

Zur Aufreinigung der genomischen DNA-Fragmente aus dem Immunprazipitaten wurde das
.Nucleotide Removal Kit“ der Firma Qiagen benutzt. Zunachst wurden 400 pL Eluat mit 2000
uL PN-Puffer (3 Proben: PPARa IgG, Kontroll-lgG und ohne IgG) und 100 pL Input-Kontrolle
mit 500 pL PN-Puffer (4. Probe) gemischt. Die Aufreinigung erfolgte nach Anweisung des
Herstellers. Das Eluat enthielt die Fragmente der genomischen DNA. Das Mitfihren der Input-
Kontrolle dient zum einen zum Nachweis der erfolgreichen DNA-Aufreinigung und zum
anderen zur Uberpriifung der Fragmentlinge nach der Sonifizierung.

3.23.5 Der Nachweis der Bindung von PPARa an das zentrale DR1-Motiv durch
Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR-Protokoll: 3 min 95 °C; 45 x (1 min 95 °C, 1 min 55 °C, 1 min 72 °C); 10 min 72 °C
Matrize: ChIP-Eluate

sense’- antisense’- PCR-Produkt
PCR-Produkt Oligonukleotide Oligonukleotide
CAR cDR1 CAR-ChIP-1cF CAR-ChIP-2cR ~250 bp

PCR-Mix flr eine Probe:

Puffer (Bioline) 1x 2,5 L 10x
dNTPs 0,2 mM 2,5 L 2 mM
MgClo 3 mM 1,5 uL 50 uM
ChlP-Eluate 5uL

Sense-Oligonukleotid 6 uM 1,5 uL 10 uM
Antisense-Oligonukleotid 6 uM 1,5 uL 10 uM
BIOTAQ Red™ DNA-Polymerase 1U 1 uL 1 U/uL
HoO ad 25 pL

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit 5 pL 6x Loading Dye Solution (MBI-
Fermentas) versetzt und komplett auf ein 2 % (w/v) Agarosegel aufgetragen, getrennt (3.15.2)
und die Banden des PCR-Produkts detektiert.

TIERVERSUCH

3.24 Die CYP2B-Aktivitat in vivo in Abhéangigkeit von der Phenobarbital-
Konzentration

Die Giiltigkeit der in vitro in Hepatozyten gewonnenen Erkenntnisse in vivo, sollten nun im

Ganztier untersucht werden. Da schon eine geringe Exposition mit CAR-aktivierenden
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Fremdstoffen ausschlaggebend fiir den beobachteten PPARa-Effekt sein kdnnte, wurde
zunachst die Schwellendosis von Phenobarbital ermittelt, bei der es gerade zu einer
Steigerung der CYP2B1-Expression kam.

3.24.1 Puffer und Lésungen

Wenn nicht anders aufgefuhrt, wurden die Puffer unter 3.4.1 und 3.6.1 beschrieben.

Physiologische NaCl-L6sung siehe 3.1.1

Phenobarbital-Lésung fir die i.p. Applikation

Dosisgruppe mg PB/ mL 0,9% NaCl mg/ kg*KM
0 0 0
1 0,25 0,8
2 1 3,1
3 2 6,3
4 4 12,5
5 8 25,0
6 16 50,0
7 25,6 80,0

Da Phenobarbital bei neutralem pH ausfallt war auf einen leicht basischen pH zu achten (pH
8). Die Lésungen wurden durch einen 0,4 um-Filter sterilfiltriert.

3.24.2 Tiere und Tierhaltung wahrend des Versuchs

Die Tiere und die Tierhaltung sind unter 2.1 beschrieben worden. Unter diesen
Haltungsbedingungen wurde fir den Versuch drei mannliche Wistar-Ratten pro
Phenobarbitaldosis (0; 0,8; 3,1; 6,3; 12,5; 25; 50 oder 80 mg PB/ kg KM), an drei
aufeinanderfolgenden Tagen, i.p. Phenobarbital injiziert. Am vierten Tag wurden die Ratten mit
Ether narkotisiert und die Lebern entnommen. Jeweils der groBe Leberlappen wurde flr die
Mikrosomengewinnung in KBS-Puffer auf Eis Uberflhrt und direkt aufgearbeitet, die restlichen
Leberlappen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.24.3 Die Mikrosomenpraparation

Die Mikrosomenpraparation erfolgte mit den gleichen Puffern wie in 3.4 beschrieben. Da es
sich um Leber und nicht um Hepatozytenkultur handelte, wich die Aufarbeitung von der unter
in 3.4 beschriebenen ab. Die folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeflhrt. Der groBe
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Leberlappen wurde mit einer Schere in wenig KBS-Puffer sehr grindlich zerkleinert. Dann
wurde die Suspension mit KBS-Puffer so aufgeflllt, dass ein Verhaltnis von 1 g Leber zu 5 mL
KBS-Puffer vorlag. Im Anschluss wurde die zerstlckelte Lebersuspension mit einem Potter
vorsichtig zertrimmert und mit zehn Hiben und StéBen zu einer homogenen Masse
verarbeitet. Das Leberhomogenat wurde 20 min bei 10.000 rpm (SORVALL-Zentrifuge, Rotor
SORVALL SS-34; 9.000 x g, 4 °C) zentrifugiert. Im Uberstand befand sich der S9-Mix. Dieser
enthielt die Mikrosomen und wurde dann in EppendorfgeféaBe Uberfuhrt, austariert und 1 h bei
40.000 rpm (Beckmann-Zentrifuge, Rotor Beckmann Type 90 Ti; 100.000 x g, 4 °C)
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 puL Mikrosomen-Puffer aufgenommen, resuspendiert,
aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

3.24.4 Die CYP2B-Aktivitat in vivo in Abhangigkeit von der Phenobarbitalkonzentration

Die CYP2B-abhangige 7-Pentoxyresorufindepentylierung wurde gemessen (3.6). Die
Mikrosomen wurden jedoch 1:10 verdunnt (10 pL Mikrosomen + 90 uL Mikrosomenpuffer) in
die Messung eingesetzt.

3.25 Der Einfluss des PPARa-Agonisten WY 14643 auf die CYP2B-Aktivitat und
CAR-Expression in vivo in Leber der Ratte

Bei einer i.p. Applikation von 3,13 mg / kg KM an drei aufeinander folgendenTagen kam es zu
einer gerade messbaren Induktion der Aktivitdt des CAR-Zielgens CYP2B in Rattenleber. Im
folgenden Versuch wurde nun untersucht, ob PPARa-Agonisten nicht nur in vitro sondern
auch in vivo die CAR-Expression und die CYP2B1-Aktivitat steigern.

3.25.1 Puffer und Lésungen

Wenn nicht anders aufgefuhrt, wurden die Puffer unter 3.4.1, 3.6.1 und 3.24.1 beschrieben.

Phenobarbital-Lésung flr die i.p. Applikation am 1. und 2. Tag

Dosisgruppe mg/ mL 0,9% NacCl mg/ kg*KM

0 0 0

1 1 3,1

Bei dem Herstellen der Lésungen ist darauf zu achten, dass das Phenobarbital im neutralen
ausfallt, daher war die Lésung leicht basisch (pH 8). Sie wurden durch einen 0,4 um-Filter
sterilfiltriert.
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Phenobarbital-L6sung flr die i.p. Applikation am 3. Tag

Dosisgruppe mg PB/ mL mg/ mg WY 14643/ mL mg/
0,9% NaCl: DMSO (50:50) kg*KM  0,9% NaCl: DMSO (50:50) kg*KM
0A 0 0 0 0
0B 0 0 16 50
1A 1 3,1 0 0
1B 1 3,1 16 50

Bei dem Herstellen der Lésungen ist darauf zu achten, dass Phenobarbital nicht ausfallt,
daher war die Lésung leicht basisch (pH 8). Sie wurden durch einen 0,4 um-Filter sterilfiltriert.

3.25.2 Die Tiere und die Tierhaltung wahrend des Versuchs

Generell sind die Tiere und die Tierhaltung unter 2.1 beschrieben worden. Unter diesen
Haltungsbedingungen wurde fir den Versuch je sechs mannliche Wistar-Ratten pro
Phenobarbitaldosis (0 (Gruppe 0) oder 3,1 mg PB/ kg KM (Gruppe 1)), an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen, i.p. Phenobarbital injiziert. Am dritten Tag wurden je drei Tieren
pro Gruppe zusatzlich DMSO (Gruppe 0A und 1A) bzw. 50 mg WY 14643/ kg KM (Gruppe 0B
und 1B) i.p. verabreicht. Am vierten Tag wurden die Ratten mit Ether narkotisiert und die
Lebern entnommen. Es fiel auf das der Bauchraum stark gerdtet war, was auf die DMSO-
Konzentration zurtickzufihren sein kdnnte. Jeweils der groBe Leberlappen wurde fir die
Mikrosomengewinnung in KBS-Puffer auf Eis Uberflhrt und direkt aufgearbeitet, die restlichen
Leberlappen wurden zur RNA-Gewinnung in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.25.3 Die Mikrosomenpraparation

Die Mikrosomenpraparation wurde unter 3.24.3 beschrieben.

3.25.4 Der Einfluss von WY 14643 auf die PB-abhangige CYP2B-Aktivitat in vivo

Die CYP2B-abhangige 7-Pentoxyresorufindepentylierung wurde gemessen (3.6). Die
Mikrosomen wurden jedoch 1:10 verdinnt (10 pL Mikrosomen + 90 pL Mikrosomenpuffer) in
die Messung eingesetzt.

3.25.5 Der Einfluss von WY 14643 auf die CAM-Expression in vivo

30 mg Rattenleber wurden in flissigem Stickstoff zermérsert und in 175 pl RNA-Lysis-Puffer
lysiert. Die mRNA wurde isoliert (3.9), in cDNA umgeschrieben und in die RT-Q-PCR
eingesetzt (3.10).
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3.26 Der Einfluss von Olivendl und Fischdl auf die CAR-mRNA-Expression in
vivo in Leber der Ratte

Es ist bekannt, dass mehrfach ungesattigte Fettsduren, wie sie im Fischdl vorkommen,
PPARa, als natirlich vorkommende Liganden, sehr gut aktivieren kénnen. Ziel des Versuches
war es, die CAR-mRNA-Expression nach Verfutterung von Fettsduren zu beobachten.

3.26.1 Puffer und Lésungen

Wenn nicht anders aufgefuhrt, wurden die Puffer unter 3.4.1, 3.6.1 und 3.24.1 beschrieben.

Fischdl wurde unter der Bestellnummer F8020 bei Sigma-Aldrich bezogen. Und bei 4 °C
gelagert.

Olivendl wurde unter der Bestellnummer 75348 bei Sigma-Aldrich (Fluka) bezogen. Und bei 4
°C gelagert.

3.26.2 Tiere und Tierhaltung wahrend des Versuchs

Generell sind die Tiere und die Tierhaltung unter 2.1 beschrieben worden. Das Futter wurde
morgens entfernt. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser. Unter diesen
Haltungsbedingungen wurde fir den Versuch 3 Gruppen (Kontrolle, Olivendl- und Fischél-
Gruppe) von je funf mannlichen Wistar-Ratten (circa 300g KM) gebildet. Die Olivendl- und
Fischdl-Gruppe bekamen an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen nachmittags je 2 mL Ol per
Schlundsonde verabreicht. Die Kontrollen wurden nicht behandelt. Nach der Zwangsfitterung
hatten die Tiere freien Zugang zu Futter bis zum darauf folgenden Morgen. Am Morgen des 6.
Tages wurden die Tiere mit einer Uberdosis Narcoren getétet, und die Lebern sofort mit NaCl-
Lésung blutleer gespdlt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und dann bei -70° gelagert.

3.26.3 Der Einfluss von Olivendl und Fischél auf die CAR-Expression in vivo

30 mg Rattenleber wurden in flissigem Stickstoff zermérsert und in 175 pl RNA-Lysis-Puffer
lysiert. Die mRNA wurde isoliert (3.9), in cDNA umgeschrieben und in die RT-Q-PCR
eingesetzt (3.10).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Die CAR-abhéngige Cytochrom P450 2B-Expression in vitro als Modell der
CAR / PPARa Agonisten-Interaktion in Hepatozyten der Ratte

Da CYP2B1 als ein Model fur die Interaktion von PPARa mit CAR-abhangigen Signalwegen
dienen sollte, mussten zunachst Kulturbedingungen gefunden werden, in denen die
fremdstoffmetabolisierenden Eigenschaften der Hepatozyten erhalten bleiben und Cytochrom
P450 2B1 exprimiert wird. Phenobarbital (PB) ist ein Induktor der CYP2B1-Expression.
Zusatzlich induziert es auch andere Enzyme des Fremdstoffmetabolismus z.B. die Synthese
der fir CYP2B1 notwendigen prosthetische Gruppe durch ALAS-I (Kakizaki, et al. 2003).
Schuetz, et al. fanden, dass die Beschichtung der Kulturschalen mit Collagen die CYP2B-
Aktivitat positiv beeinflusste (Schuetz, et al. 1988). Mit dem Ziel CYP2B optimal zu
exprimieren, experimentierten Sinclair et al. unter anderem mit Williams E- und Weymouth
Medium in verschiedener Zusammensetzung und entschieden sich dann flr die Kultivierung in
Williams E-Medium (Sinclair, et al. 1990). Wurde z.B. der Phosphatgehalt des Williams E-
Mediums (1,4 mM) dem des Weymouth-Medium (6,5 mM) angeglichen, wurde die CYP2B-
Aktivitat schwacher durch PB induziert (Sinclair, et al. 1990). Sie beobachteten auch, dass
Insulin und Dexamethason die CYP2B-Aktivitat férderten. Der Zusatz einer Kombination aus
Insulin, Transferrin und Natriumselenit (ITS) zum Kulturmedium wirkte sich ebenfalls positiv
auf die CYP2B1-Expression aus (Jarukamjorn, et al. 1999, Sidhu und Omiecinski 1995).

4.1.1 Die Optimierung der Kulturbedingungen fiir die spezifische 7-Pentoxyresorufin-
O-Depentylierungs-Aktivitat des Cytochrome P450 2B

In Mikrosomen von Hepatozyten, die ohne PB kultiviert worden waren, konnte keine CYP2B-
Aktivitat detektiert werden (nicht gezeigt). Erst die Kultivierung der Hepatozyten fur 48 h in
Gegenwart von 1 mM PB erméglichte die Messung der 7-Pentoxyresorufin-O-
Depentylierungs-Aktivitdt des CYP2B in den Mikrosomen (Abb. 8). Die Zugabe einer
Kombination aus Insulin, Transferrin und Natriumselenit (ITS) verstarkte die PB-induzierte
CYP2B-Aktivitat (Abb. 8). Collagenbeschichtung der Kulturschalen wirkte sich ebenfalls positiv
auf die CYP2B-Aktivitat aus, auch wenn nicht durchweg eine Signifikanz festgestellt werden
konnte (Abb. 8). Bei der Gegenuberstellung von Willliams E-Medium und Medium 199 wurde
deutlich, dass die CYP2B-Aktivitat in, in Williams E-Medium kultivierten, Hepatozyten besser
induziert wurde. In den Hepatozyten, die auf collagenierten Platten in Williams E ausgesét und
zusatzlich ab dem ersten Mediumwechsel (nach 4 h) mit ITS und ab dem zweiten
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Mediumwechsel (nach 24 h) mit 1 mM PB behandelt wurden, wurde die CYP2B-Aktivitat am
starksten induziert (Abb. 8). Das mikroskopische Erscheinungsbild der Hepatozyten lasst
darauf schlieBen, dass die Collagenbeschichtung zusammen mit der Zusammensetzung des
Mediums und den Zusétzen wie Insulin, méglicherweise Uber die Verbesserung von Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Kontakte, die Zellviabilitat férderte.

- Insulin, Transferrin, | + Insulin, Transferrin,

Na-Selenit Na-Selenit
- Coll. + Coll. - Coll. + Coll.
a
I 1
a a
I 1] 1
120 |-
a
100 |- I |
80|

depentylierung; Maximum= 100%

CYP2B-abhédngige Pentoxyresorufin-

Abb. 8: Die 7-Pentoxyresorufin-O-Depentylierungs-Aktivitit des CYP2B unter
verschiedenen Kulturbedingungen.

Hepatozyten der Ratte wurden isoliert (3.1) und auf collagenierten oder nicht-collagenierten
Kulturplatten ausgesat. Wenn angegeben erfolgte die Zugabe von ITS 4 h nach dem
Ausplattieren. Nach 24 h Kultur wurden die Hepatozyten fiir weitere 48 h mit PB oder ohne PB
kultiviert. Als Medium wurde entweder Williams E oder M199 verwendet. Nach 72 wurde der
Versuch beendet (3.2.4). Mikrosomen wurden durch Zentrifugation prapariert (3.4). Die
spezifisch durch CYP2B1-katalysierte O-Depentylierung von 7-Pentoxyresorufin zu Resorufin
wurde fluorometrisch aufgenommen (3.6). Die Aktivitat wurde in pmol Resorufin/ min*mg
Gesamtprotein berechnet und dann in Prozent des Maximalwertes angegeben
(100 %= 13,1 +/- 3,6 pmol/ min*mg). Gezeigt sind die Daten der Inkubationen mit 1 mM PB.
Angegeben wurden die Mittelwerte + S.E.M. aus drei unabhangigen Experimenten. a:
signifikant unterschiedlich (p< 0,05), t-test flr gepaarte Stichproben.
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Nachdem die Kulturbedingungen, unter denen CYP2B in Hepatozyten induziert werden kann,
erfolgreich optimiert worden waren, wurden zwei strukturell unterschiedliche PPARa-
Agonisten, WY 14643 und GW 7647, ausgewahlt, mit deren Hilfe die PPARa-Agonisten
abhangige Expression und Aktivitat des CAR-Zielgens CYP2B1, mit und ohne Behandlung mit
PB, untersucht werden sollte (3.2.4).

4.1.2 Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die mRNA Expression des PPARa-
Zielgens Acyl CoA Oxidase 1

In humanen Zellen betragt die EC5q der PPARa-Aktivierung durch WY 14643 und GW 7647
laut Hersteller 630 nM bzw. 6 nM. Fir die Behandlung der Hepatozyten der Ratte mit PPARa-
Agonisten wurde die Konzentration von WY 14643 auf 10 uM und die von GW 7647 auf 1 pM
festgelegt. Zunachst wurde die Funktionalitdt der beiden PPARa-Agonisten unter
Standardbedingungen Uberprift (3.2.4), dass heiBt kultivierte Hepatozyten wurden nach dem
Mediumwechsel nach 48 h fir 24 h mit GW 7647 (1 uM), WY 14643 (10 pM) bzw DMSO
inkubiert. Daraufhin wurden Northern Blots (3.11) mit einer fir das PPARa-Zielgen Acyl-CoA-
Oxidase-I (ACO-l) der Ratte spezifischen Oligonucleotidprobe hybridisiert. Kontroll-
Hybridisierungen wurden mit einer Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
Oligonucleotidprobe durchgefiihrt (Hirsch-Ernst, et al. 2001). In DMSO-behandelten Kontroll-
Hepatozyten wurde kaum ACO-I-mRNA exprimiert (Abb. 9). Auch PB beeinflusste die ACO-I-
MRNA Expression nicht. WY 14643 (10 pM) induzierte die ACO-I-mRNA 4,5 fach stérker als
GW 7647 (1 uM) (Abb. 9).

4.1.3 Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf CYP2B-Expression

Um den Einfluss der beiden PPARa-Agonisten auf die CYP2B1-mRNA-Expression zu
untersuchen, wurden die oben beschriebenen Hybond-N Nylonmembranen gewaschen, mit
einer mit *¥[P]JATP markierten fir das Cytochrome P450 2B1 Gen der Ratte
(5-GGTTGGTAGCCGGTGTGA-3’) spezifischen Oligonucleotidprobe hybridisiert und mit den
oben beschriebenen GAPDH-Kontrollhybridisierungen verglichen (3.11). In nicht-PB-
behandelten Hepatozyten war die CYP2B1-mRNA praktisch nicht nachweisbar, unabhangig
davon, ob die Hepatozyten mit DMSO, GW 7647 oder WY 14643 behandelt wurden (Abb. 10).
In PB-behandelten Hepatozyten wurde CYP2B1-mRNA exprimiert. Das Verhaltnis der
CYP2B1-mRNA-Bandenintensitat zu der GAPDH-mRNA-Bandenintensitdt unter diesen
Bedingungen wurde 100 % gesetzt (Abb. 10). Bei zusétzlicher Behandlung mit GW 7647
(1 pM) oder WY 14643 (10 uM) wurde die CYP2B1-mRNA-Expression 1,5-fach bzw. 2-fach
starker induziert (Abb. 10). Beide PPARa-Agonisten verstarkten die PB-abhangige Induktion
der CYP2B1-mRNA-Expression. Von Hepatozyten des gleichen Versuchs (3.2.4) wurden
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Abb. 9: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die ACO | mRNA-Expression.
Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert. Fir 24 h in Williams E
Kulturmedium (komplett) kultivierte Hepatozyten wurden, wie angegeben zum Teil, mit 1 mM
PB behandelt. Nach weiteren 24 h wurden sie zusétzlich mit den PPARa-Agonisten
GW 7647 (1 pM) bzw. WY 14643 (10 uM) oder DMSO behandelt. Der Versuch wurde nach
72 h beendet (3.2.4). RNA wurde nach der Methode von CHOMCZYNSKI and SACCHI isoliert,
elektrophoretisch in einem Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetrennt und auf eine Hybond-N
Nylonmembran transferiert. Die Northern Blots wurden mit einer mit %[PJATP markierten, fiir
das Acyl CoA Oxidase 1 Gen der Ratte (5-AGGCTGTGAGGATCAGAGTTC-3’) spezifischen
Oligonucleotidprobe hybridisiert. Die RNA-Expression wurde mittels eines Imaging Systems
(Fujix BAS 1500 Bio-Imaging Analyzer, Fujix, Tokio, Japan) quantifiziert. Kontroll-
Hybridisierungen wurden mit einer GAPDH Oligonucleotidprobe (Hirsch-Ernst, et al. 2001)
durchgefiihrt (3.11). Dargestellt ist jeweils das Verhaltnis der ACO1-mRNA-Bandenintensitat
zu der GAPDH-Bandenintensitét als % von der Kontrolle. a = signifikant unterschiedlich von
Kontrolle (p< 0,05), b = signifikant unterschiedlich von Kontrolle + PB (p< 0,05), t-test fir
gepaarte Stichproben.

Mikrosomen prépariert (3.4). 50 pg Protein der Mikrosomenpraparation wurden im Westernblot
mit einem monoklonalen Maus IgG Antikérper gegen Ratten-CYP2B sowie einem Peroxidase-
gekoppeltem Sekundarantikérper inkubiert und CYP2B-Protein mit dem ECL-System
detektiert (3.7). In nicht-PB-behandelten Hepatozyten konnte keine CYP2B-Protein-
Expression detektiert werden (Abb. 11). In PB-behandelten Hepatozyten wurde CYP2B-
Protein exprimiert. Das Verhéltnis der einzelnen absoluten CYP2B-Protein-Bandenintensitat
zur gesamten absoluten CYP2B-Bandenintensitat unter diesen Bedingungen wurde bestimmt
und 100 % gesetzt (Abb. 11). Zusétzliche Behandlung mit GW 7647 (1 uM) oder WY 14643
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Abb. 10: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CYP2B1 mRNA-Expression.
Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, wie in Abb. 9 beschrieben,
behandelt und aufgearbeitet. Die Northern Blots wurden mit einer mit *[P]JATP markierten, fiir
das Cytochrome P450 2B1 Gen der Ratte (5-GGTTGGTAGCCGGTGTGA-3’) spezifischen
Oligonucleotidprobe hybridisiert. Der RNA Spiegel wurde mittels eines Imaging Systems (Fujix
BAS 1500 Bio-Imaging Analyzer, Fujix, Tokio, Japan) quantifiziert. Kontroll-Hybridisierungen
wurden mit einer GAPDH Oligonucleotidprobe (Hirsch-Ernst, et al. 2001) durchgefthrt (3.11).
Dargestellt ist jeweils das Verhaltnis der CYP2B1-mRNA-Bandenintensitat zu der GAPDH-
Bandenintensitat als % von der Kontrolle + PB. a = signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05),
b = signifikant gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05), t-test flir gepaarte Stichproben.

(10 uM) verstarkte auch die PB-abhangige CYP2B-Protein-Expression 2,5-fach bzw. 3-fach
(Abb. 11).

4.1.4 Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf CYP2B-Aktivitat

Die zur Bestimmung der CYP2B-Protein-Expression praparierten Mikrosomen wurden auch
fur die Messung der enzymatischen CYP2B-Aktivitdt, mittels der CYP2B-spezifischen
Pentoxyresorufindepentylierung verwendet (3.6). Die Resorufinfreisetzung Uber die Zeit wurde
fluorometrisch detektiert und gab Aufschluss Uber die katalytische Aktivitat der CYP2B-
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Abb. 11: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CYP2B1-Protein-Expression.
Hepatozyten der Ratte wurden, wie in Abb. 9 beschrieben, kultiviert, Mikrosomen prapariert
und der Gesamtproteingehalt nach der LOWRY-Methode bestimmt (3.4). 50 ug Protein wurden
im Westernblot mithilfe eines monoklonalem Maus IgG Antikérper gegen Ratten-CYP2B,
einem Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikérper und dem ECL-System detektiert (3.7).
Die spezifischen Banden wurden mit dem Software Programm Quantity One der Firma Biorad
quantifiziert. Bestimmt wurde das Verhéltnis der einzelnen absoluten CYP2B-Protein-
Bandenintensitdt zur gesamten absoluten CYP2B-Bandenintensitat. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M. aus drei unabh&ngigen Experimenten angegeben in % von Kontrolle +
PB. Ein représentativer Blot ist gezeigt. a = signifikant groBer als Kontrolle (p< 0,05), b =
signifikant gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05), t-test flir gepaarte Stichproben.

Proteine. Unabhé&ngig von der Behandlung mit PPARa-Agonisten konnte in nicht-PB-
behandelten Hepatozyten keine CYP2B-Aktivitdt gemessen werden (Abb. 12). In PB-
behandelten Hepatozyten wurden durch CYP2B-Enzyme im Mittel
21,10 (+/- 6) pmol Resorufin/ mg Protein* min umgesetzt (Abb. 12). Zusatzliche Behandlung
mit GW 7647 (1 uM) bzw. WY 14643 (10 uM) verdoppelte die PB-abhangige CYP2B-Aktivitat
auf 44,97 (+/- 11) pmol Resorufin/ mg Protein* min, bzw. 42,76 (+/- 12) pmol Resorufin/ mg
Protein* min (Abb. 12).



ERGEBNISSE 118

Kontrolle 1 uM GW 7647 |10 uM WY 14643
0,1% DMSO 0,1% DMSO 0,1% DMSO
o
s
s 60 1 a,b a,b
(<)) >,'§
o = i
25t 50
S 5 2
< T o 40
TE
S o |
N5 E 30 8
s 83
o | . 20 b
x5
o Bl
T 10 |
o
o

= + - + - + 1mMPB

Abb. 12: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CYP2B-Aktivitat.

Ratten-Hepatozyten wurden, wie in Abb. 9 beschrieben, behandelt, Mikrosomen prapariert
(3.4) und die spezifisch durch CYP2B-katalysierte O-Depentylierung von 7-Pentoxyresorufin
zu Resorufin fluorometrisch aufgenommen (3.6). Die Aktivitdt wurde in pmol Resorufin/
min*mg Gesamtprotein berechnet. Angegeben wurden die Mittelwerte + S.E.M. von
mindestens drei unabhangigen Experimenten. a = signifikant unterschiedlich von Kontrolle (p<
0,05), b = signifikant unterschiedlich von Kontrolle + PB (p< 0,05), t-test fur gepaarte
Stichproben.

Im n&chsten Experiment wurden die Hepatozyten wiederum fir 72 h kultiviert und dann
Mikrosomen prapariert. Alle kultivierte Hepatozyten (3.2.4.) wurden bis auf eine Kontrolle
(Williams E-Kulturmedium + ITS) nach 24 h far die letzten 48 h in Williams E-Kulturmedium +
ITS + PB (1 mM) weiterkultiviert. Die Hepatozytenkulturen wurden fir die letzten 48, 30, 24,
18, 12, 6 oder 2 h mit dem L&sungsmittel DMSO (0,1 %), 1 uM GW 7647 oder 10 uM WY
14643 inkubiert. Eine Kontrolle wurde gar nicht und eine weitere nur mit PB behandelt. In
Mikrosomen aus Hepatozyten, die nicht mit 1 mM PB behandelt wurden, konnte keine CYP2B-
Aktivitat nachgewiesen werden (nicht gezeigt). PB-behandelte Hepatozyten wiesen im Mittel
eine CYP2B-Aktivitat von 29,64 (+/- 3,5) pmol Resorufin/ mgProtein* min auf, diese wurde mit
einer Aktivitat von 100 % gleichgesetzt (Abb. 13). Wurde den Hepatozyten zusatzlich zu dem
PB zu den verschiedenen Zeitpunkten DMSO (0,1%) zugesetzt, war die CYP2B-Aktivitat
geringflgig niedriger als in nur PB-behandelten Hepatozyten (nicht signifikant verandert)
(Abb. 13). In kultivierten Hepatozyten, die zusammen mit dem PB flr die letzten 48 h bis 18 h
mit den PPARa-Agonisten behandelt wurden, stieg die PB-abhangige CYP2B-Aktivitat auf
etwa das 1,6-fache an (Abb. 13). Es konnte hingegen kein Unterschied zu der PB-abhangigen
CYP2B- Aktivitdt der Kontrollen (0,1 % DMSOQO) festgestellt werden (Abb. 13), wenn die
Hepatozyten die letzten 12 h oder weniger mit PPARa-Agonisten inkubiert wurden. In PB-
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behandelten Hepatozyten, die fir die letzten 24 h mit den PPARa-Agonisten behandelt
wurden, stieg die PB-abhangige CYP2B-Aktivitat bereits maximal an (Abb. 13).
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Abb. 13: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CYP2B-Aktivitdt unter
Berilicksichtigung der Behandlungsdauer

Far 24 h kultivierte Hepatozyten der Ratte (3.2.4) wurden mit 1 mM PB und zusétzlich zu den
Zeitpunkten 24, 42, 48, 54, 60, 66 oder 70 h, dass heiBt fur die letzten 48, 30, 24, 18, 12, 6
oder 2 h in Kultur, mit den PPARa-Agonisten GW 7647 (1 uM) bzw. WY 14643 (10 uM) oder
DMSO behandelt. Mikrosomen wurden durch Zentrifugation prapariert (3.4) und die spezifisch
durch CYP2B-katalysierte O-Depentylierung von 7-Pentoxyresorufin zu Resorufin
fluorometrisch aufgenommen. Die Aktivitdt wurde in pmol Resorufin/ mg Protein* min
berechnet und dann als % von der Kontrolle+ PB dargestellt. Angegeben wurden die
Mittelwerte + S.E.M. von mindestens drei unabhéngigen Experimenten. a = signifikant
unterschiedlich von entsprechender Kontrolle (DMSO 0,1 %) (p< 0,05); t-test fir gepaarte
Stichproben.
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Kultivierte Hepatozyten (3.2.4). wurden, wie angegeben, nach 24 h zum Teil mit 1 mM PB und
nach 48 h zusatzlich mit aufsteigenden Dosen von 0,0001 pM bis 10 pM des jeweiligen
PPARa-Agonisten bzw. DMSO (0,1 %, Kontrolle) behandelt. Nach 72 h wurden Mikrosomen
prapariert. Unabhangig von der PPARa-Agonist-Dosis wurde in Mikrosomen nicht-PB-
behandelter Hepatozyten keine CYP2B-Aktivitat detektiert (Abb. 14). In Mikrosomen von PB-
behandelten Hepatozyten wurde eine CYP2B-Aktivitat von 71,07 (+/- 18,4) pmol Resorufin/
mgProtein* min gemessen und 100 % gleichgesetzt (Abb. 14). Beide PPARa-Agonisten
steigerten die PB-abhangige CYP2B-Aktivitat dosisabhangig auf maximal das 2,5-fache (Abb.
14). Der ECgg betrug fir beide PPARa-Agonisten ungefdhr 0,01 pM (Abb. 14). Die im
Standardexperiment (3.2.4) verwendeten Konzentrationen von sowohl 1 uM GW 7647, als
auch WY 14643 (10 uM) lagen im Sattigungsbereich der durch die PPARa-Agonisten
vermittelten Steigerung der PB-abhangigen CYP2B-Aktivitat.
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Abb. 14: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CYP2B-Aktivitat in Abhangigkeit
von der Dosis.

Kultivierte Hepatozyten der Ratte (3.2.4) wurden nach 24 h, wie angegeben, zum Teil mit
1 mM PB behandelt. Nach 48 h wurden sie zusatzlich mit den PPARa-Agonisten GW 7647
bzw. WY 14643 (0 (Kontrolle, DMSO 0,1 %), 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1 oder 10 pM)
behandelt. Mikrosomen wurden préapariert (3.4) und die spezifisch durch CYP2B-katalysierte
O-Depentylierung von 7-Pentoxyresorufin zu Resorufin fluorometrisch aufgenommen (3.6).
Die Aktivitdt wurde in pmol Resorufin/ min*mg Protein berechnet und dann in % von der
Kontrolle + PB (DMSO 0,1 %, PB 1 mM) gegen die Konzentration aufgetragen. Angegeben
sind die Mittelwerte = S.E.M. von mindestens drei unabhangigen Experimenten. a = signifikant
unterschiedlich von Kontrolle (p< 0,05), b = signifikant unterschiedlich von Kontrolle + PB (p<
0,05), t-test fUr gepaarte Stichproben.
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Zur Erstellung von PB-Dosis-Wirkungskurve wurden kultivierte Hepatozyten (3.2.4) nach 24 h
ohne bzw. mit 0,001 mM, 0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM, oder 2 mM PB und nach 48 h zuséatzlich
mit GW 7647 (1 uM), WY 14643 (10 uM) oder DMSO (0,1 %) behandelt. Nach 72 h wurden
Mikrosomen prapariert. In mit 1 mM PB-behandelten Hepatozyten (Kontrolle, 0,1% DMSO)
wurde eine CYP2B-Aktivitat von 34,68 (+/- 8,5) pmol Resorufin/ mg Protein* min detektiert und
100 % gleichgesetzt (Abb. 15). Ab einer Dosis von 0,01 mM bis 1 mM PB wurde in den
Hepatozyten die CYP2B-Aktivitdt signifikant dosisabhangig induziert (Abb. 15). Nach
Behandlung mit 2 mM PB sank die CYP2B-Aktivitat jedoch wieder um mehr als die Halfte ab
(Abb. 15). Beide PPARa-Agonisten verdoppelten die PB-abhangige Induktion der CYP2B-
Aktivitat (Abb. 15) unabhéngig von der PB-Konzentration. Bei mikroskopischer Betrachtung
der mit 2 mM PB-behandelten Hepatozyten fielen vermehrt Zelltrimmer in den Kulturschalen
auf. Nach Behandlung mit 10 mM PB I8sten sich Uber Nacht die Hepatozyten fast vollstandig
vom Boden der Kulturschalen und starben ab (nicht gezeigt). In die Berechnung
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Abb. 15: Der Einfluss der Phenobarbitaldosis auf die PPARa-Agonisten-vermittelte
CYP2B-Aktivitat.

Kultivierte Hepatozyten der Ratte (3.2.4) wurden nach 24 h mit PB (0; 0,001; 0,01; 0,1; 1 oder
2 mM) und nach 48 h zuséatzlich mit den PPARa-Agonisten GW 7647 (1 uM) bzw. WY 14643
(10 uM) oder DMSO (0,1 %) behandelt. Mikrosomen wurden prapariert (3.4) und die spezifisch
durch CYP2B-katalysierte O-Depentylierung von 7-Pentoxyresorufin  zu Resorufin
fluorometrisch aufgenommen (3.6). Die Aktivitdt wurde in pmol Resorufin/ min*mg
Gesamtprotein berechnet und dann in % der Kontrolle + PB (1 mM) gegen die Konzentration
aufgetragen. Angegeben sind die Mittelwerte + S.E.M. von mindestens drei unabhangigen
Experimenten. a = signifikant unterschiedlich von Kontrolle (PB 0 mM) (p< 0,05),
b = signifikant unterschiedlich von entsprechender Kontrolle + PB (p< 0,05); t-test flr gepaarte
Stichproben.
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(nicht-lineare Regression) von vygy und der ECgg von PB wurden die Konzentrationen von
0 bis 1 mM PB einbezogen. Bei den Kontrollen (0,1 % DMSO) betrug vmax = 100 %, die
ECs0 lag bei 0,04 mM PB, in WY 14643 bzw. GW 7647-behandelten Hepatozyten betrug
Vmax = 211 % bzw. 181 % und die ECgq = 0,03 bzw. 0,02 mM PB (Abb. 15). Beide PPARa-

Agonisten flUhrten tendentiell zu einer leichten Linksverschiebung der PB-Dosis-Wirkungs-
Kurve, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant.

4.1.5 Der Einfluss einer hohen Insulinkonzentration auf die CYP2B-Aktivitat

Die Hepatozyten wurden zur optimalen CYP2B1-Expression mit einem ITS-Medium kultiviert,
welches neben Natriumselenit und Transferrin mit 870 nM eine unphysiologisch hohe Insulin-
Konzentration enthielt. Um zu Uberprifen, ob die PPARa-vermittelte Steigerung der PB-
abhangigen CYP2B-Aktivitat Insulin-abhangig ist, wurde das in Abb. 12 gezeigte Experiment
(3.2.4) gleichzeitig in Kulturmedium + 0,5 nM oder 870 nM Insulin und Medium + ITS
(Standard) wiederholt. In Mikrosomen aus nicht-PB-behandelten Hepatozyten wurde keine
CYP2B-Aktivitat detektiert (nicht dargestellt). In Kulturmedium + 0,5 nM Insulin wurden PB-
abhangig durch CYP2B 10 pmol Resorufin/ mg Protein* min, in Medium + 0,87 uM Insulin
14 pmol Resorufin/ mg Protein® min und in Medium+ ITS (Standard)
18 pmol Resorufin/ mg Protein* min umgesetzt (Abb. 16A). Diese wurden im zweiten Teil der
Abbildung zur besseren Darstellung jeweils 100 % gleichgesetzt (Abb. 16B). Abhangig vom
Kulturmedium steigerte sich die PB-abhangige Induktion der CYP2B-Aktivitat der Hepatozyten
tendentiell wie folgt: 0,5 nM Insulin < 870 nM Insulin < ITS (Abb. 16A). Periportale
Hepatozyten sind einer niedrigeren Insulinkonzentration ausgesetzt als perivenése. Da
CYP2B verstarkt in perivenésen Hepatozyten vorkommt, ist es mdglich, dass die hdhere
Insulinkonzentration die CYP2B-Expression positiv beeinflusste (Kietzmann, et al. 1999,
Oinonen und Lindros 1998). Beide PPARa-Agonisten steigerten diese PB-abhangige
Induktion der CYP2B-Aktivitdt unabhéngig vom Kulturmedium auf das 4- bis 5-fache (Abb.
16B). Unter dem Mikroskop konnte beobachtet werden, dass sich die Hepatozyten in Medium
mit hoher Insulinkonzentration wesentlich besser auf den Kulturschalen anhefteten bzw.
hafteten. Daher lagen die fluorometrisch gemessenen Absolutwerte (RFU) der Versuchsreihe
mit 0,5 nM Insulin erheblich unter denen der Versuchreihen mit 0,87 uM Insulin, was die
Messung erschwerte (nicht gezeigt).

4.2 Molekulare Mechanismen der PPARa-Agonisten-vermittelten Steigerung
der Phenobarbital-abhangigen CYP2B1 Expression

PB aktiviert die Translokation des Transkriptionsfaktors CAR aus dem Cytosol in den Zellkern.
Dort bindet CAR als Heterodimer mit RXRa an ein PBREM im Promotorbereich des CYP2B1-
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Abb. 16: Der Einfluss einer hohen Insulinkonzentration auf die PPARa-Agonisten-
vermittelte Steigerung der PB-abhangigen CYP2B-Aktivitat.

Hepatozyten der Ratte (3.2.4) wurden in Medium mit 0,5 nM, 870 nM Insulin oder ITS
kultiviert, nach 24 h, wie angegeben, zum Teil mit PB (1mM) und nach 48 h zusétzlich mit den
PPARa-Agonisten GW 7647 (1 uM) bzw. WY 14643 (10 uM) oder DMSO (0,1 %) behandelt.
Mikrosomen wurden prapariert (3.4) und die spezifisch durch CYP2B-katalysierte O-
Depentylierung von 7-Pentoxyresorufin zu Resorufin fluorometrisch aufgenommen (3.6). Die
Aktivitat wurde in pmol Resorufin/ min*mg Protein berechnet. Dargestellt ist nur die PB-
abhangige Induktion der CYP2B-Aktivitét in: A pmol Resorufin/ mg Protein* min, B % des
Mittelwertes der jeweiligen Kontrollen + PB (0,1 % DMSO, 1mM PB). Angegeben wurden die
Mittelwerte + S.E.M. von mindestens drei unabhangigen Experimenten.

Gens, rekrutiert Co-Faktoren und den Polymerase II-Komplex und initiiert somit die CYP2B1-
Transkription. Um abzuklaren, ob PPARa-Agonisten, CAR- und damit PBREM-abhéangig, die
CYP2B1-Transkription steigern oder sie andere Promotorbereiche aktivieren, wurden 2,56 kb
des Ratten-CYP2B1-Promotors in einen Luciferase-Reportergen-Vektor ligiert (D. Bauer, et al.
2004) und die Aktivitdt des Reportergens, die sich proportional zur Promotoraktivierung
verhalt, detektiert.
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4.2.1 Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CYP2B1-Transkription

Neben dem CYP2B1-Wildtyppromotor (pGL3C2B1) wurden CYP2B1-
Promotordeletionskonstrukte benutzt, bei denen sukzessive ein Teil des Promotors entfernt
worden war (D. Bauer, et al. 2004) (interne Deletionskonstrukte: pGL3CD2 (-353 bis -176 bp),
pGL3CD3 (-701 bis -356 bp), pGL3CD4 (-1063 bis -700 bp), pGL3CD5 (-1451 bis -1075 bp),
pGL3CD6 (-1807 bis -1453 bp), pGL3CD7 (-2156 bis -1808 bp) und pGL3CD8 (-2626 bis -
2156 bp, kein PBREM)). Dabei kam dem Plasmid pGL3CD8 besondere Bedeutung zu, da in
diesem Reportergen-Konstrukt das PBREM ausgeschaltet war. Kultivierte Hepatozyten (3.3.3)
wurden mit den Reportergenplasmiden transfiziert. Der weitere Versuch erfolgte unter
Standardbedingungen, wie unter 3.2.4 erldutert. Die Aktivitdt des Wildtyppromotors wurde
sowohl in PB- als auch PPARa-Agonisten-behandelten Hepatozyten signifikant auf etwa 250
% induziert (Abb. 17). Gleichzeitige Behandlung der Hepatozyten mit PB und einem PPARa-
Agonisten flihrte zu einer signifikanten Steigerung der Luciferaseaktivitat auf 932 % fir GW
7647 und 778% fur WY 14643 (Abb. 17). PPARa-Agonisten steigerten folglich signifikant die
PB-abhangige CYP2B1-Transkription. Die Auswertung der Versuche mit den Konstrukten
pGL3CD3-CD7 ergab, dass diese sich nicht unterschiedlich zum Wildtyp verhielten. Die
deletierten Bereiche des CYP2B1-Promotors spielten also weder fur die PB-abhangige noch
die PPARa-Agonisten-vermittelte Steigerung der Reportergenaktivitdt eine Rolle. Das
Konstrukt pGL3CD8, in welchem das PBREM fehlte, reagierte wie erwartet nicht mehr auf PB
(Abb. 17). Es konnte jedoch weiterhin durch beide PPARa-Agonisten aktiviert werden (Abb.
17). Die im Wildtyp beobachtete Steigerung der PB-abhangigen Induktion der Transkription
durch PPARa-Agonisten blieb, aufgrund des fehlenden PBREM, aus. Der auch im Wildtyp
beobachtete Eigeneffekt der PPARa-Agonisten scheint unabhangig vom Vorhandensein des
PBREMs zu sein (Abb. 17). Tats&achlich konnte bei dem Konstrukt pGL3CD2, welchem der
proximale Bereich zwischen -353 bis -176 bp fehlte, zwar eine Induktion der Transkription
durch PB auf 329 %, aber keine Induktion der Transkription durch die PPARa-Agonisten
alleine festgestellt werden (Abb. 17). Beide PPARa-Agonisten waren dennoch in der Lage die
PB-vermittelte Induktion der Reportergenaktivitdt auf 676 % fur GW 7647 bzw. 617 % WY
14643 zu steigern. (Abb. 17). Das zeigte, dass PPARa-Agonisten offensichtlich Gber zwei
verschiedene Wege auf den CYP2B1-Promotor einwirken, einen PB- und PBREM-abhéangigen
und einen PB- und PBREM-unabhangigen. Der PBREM- und damit CAR-abhangige Weg
scheint der bedeutendere zu sein, da nur nach gleichzeitiger PB-Behandlung ein CYP2B1-
RNA-Anstieg zu verzeichnen war (Abb. 10).
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Abb. 17: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CYP2B1-Promotoraktivierung.
Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, mit einem der folgenden
Ratten CYP2B1-Promotor-Reportergenkonstrukten, pGL3C2B1 (Wildtyppromotor) und den
internen Deletionskonstrukten: pGL3CD2 (-353 bis -176 bp), pGL3CD3 (-701 bis -356 bp),
pGL3CD4 (-1063 bis -700 bp), pGL3CD5 (-1451 bis -1075 bp), pGL3CD6 (-1807 bis -1453
bp), pGL3CD7 (-2156 bis -1808 bp) und pGL3CD8 (-2626 bis -2156 bp, kein PBREM) wie
unter 3.3.3 beschrieben, transfiziert und dann wie unter Abb. 9. beschrieben kultiviert. Nach
72 h wurden die Zellen lysiert (Promega Luciferase Assay Kit) und 25 pL Zelllysat in den
Reportergen Assay eingesetzt (3.8). Die relative Luciferaseaktivitat verhalt sich proportional
zur Promotoraktivierung. Die Daten sind angegeben in % des Mittelwertes (RFU) aller
Kontrollen des jeweiligen Konstruktes. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. aus
mindestens flnf unabhangigen Experimenten, a = signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05), b
= signifikant gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05); c¢ = signifikant kleiner als
Kontrolle + PB, t-test fir gepaarte Stichproben
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4.2.2 Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CAR-Expression

Die PPARa-Agonisten-vermittelte Steigerung der PBREM-abhangigen CYP2B1-Transkription,
kénnte durch eine gesteigerte CAR-Expression verursacht werden. Daher wurde die CAR-
mRNA- und die CAR-Protein-Expression in PB- und PPARa-Agonisten behandelten
Hepatozyten untersucht (3.2.4). Zunachst wurde die CAR-mRNA-Expression mit Hilfe der
Real-Time RT-PCR bestimmt (3.10). Da CAR in der Ratte in mehreren verschiedenen CAR-
SpleiBvarianten vorkommt, von denen nur der Wildtyp in der Leber funktionell ist, war es trotz
unterschiedlicher Oligonucleotidwahl nicht mdglich eine eindeutige scharfe Bande zu erzielen.
QPCRs mit den unterschiedlichen Oligonucleotid-Paaren zeigten jedoch immer dieselbe
Tendenz (nicht gezeigt). Der Quotient aus CAR-mRNA Kopienzahl und der mRNA Kopienzahl

CAR-SpleiR-
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Abb. 18: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CAR-mRNA-Expression.
Hepatozyten der Ratte wurden, wie in Abb. 9 beschrieben, kultiviert. RNA wurde mittels
Saulenaffinitdtschromatographie isoliert und als Matrize fir oligo(dT) gestartete cDNA
Synthese benutzt. Fir Standardreihen wurden in Vektoren ligiertes, CAR und B-Actin in
bekannter Ausgangskopienzahl in die PCR eingesetzt. 40 Zyklen der Real-time PCR wurde
mit spezifischen Oligonucleotiden fir Ratten-CAR oder B-Actin durchgefuhrt (3.10) und der
Schwellenzyklus Ct in der logarithmischen Phase der Amplifikation bestimmt. Anhand der
rCAR- und B-Actin-Standardreihen wurde die tatsachliche Kopienzahl bestimmt. Die rCAR-
Kopienzahlen wurde in das Verhaltnis zu den B-Actin-Kopienzahlen gesetzt. Die Ergebnisse
sind dargestellt in % von der Kontrolle. Angegeben wurden die Mittelwerte £ S.E.M. von
mindestens drei unabhangigen Experimenten. a = signifikant unterschiedlich von Kontrolle (p<
0,05), b = signifikant unterschiedlich von Kontrolle + PB (p< 0,05) (t-test flir gepaarte
Stichproben).
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des ,house keeping“-Gen B-Actin in Kontroll-Hepatozyten betrug 2,49*10°* und wurde 100 %
gleichgesetzt (Abb. 18). Die CAR mRNA-Expression wurde in PB-behandelten Hepatozyten
verstarkt (Abb. 18). Dieser Effekt war jedoch nicht signifikant. Nach Behandlung der
Hepatozyten mit GW 7647 (1 uM) oder WY 14643 (10 uM) wurde die CAR mRNA-Expression
signifikant induziert (386 % bzw. 315 %). Zusétzliche Behandlung mit 1 mM PB verstarkte die
PPARa-Agonisten-vermittelten  Induktion um mehr als das Vierfache (Abb. 18).
Im Western Blot mit einem Antikdrper gegen die Aminoséuren 48-197 des N-Terminus von
CAR in Lysaten der Hepatozytenkulturen wurde untersucht, ob sich der beobachtete Anstieg
an CAR mRNA auch in einem Anstieg von CAR-Protein widerspiegelt (3.5 und 3.7). Die
Protein-Expression von CAR in Kontroll-Hepatozyten wurde 100 % gleichgesetzt (Abb. 19).
Behandlung der Hepatozyten mit PB oder den PPARa-Agonisten GW 7647 bzw. WY 14643
steigerte der CAR-Protein-Expression signifikant auf 163 %, 188 % bzw. 169 % (Abb. 19). PB-
Behandlung konnte im Widerspruch zur Steigerung der PPARa-Agonisten-vermittelten
Induktion der CAR-mRNA-Expression (Abb. 18) die PPARa-Agonisten-vermittelten Steigerung
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0,1% DMSO 0,1% DMSO 0,1% DMSO

200 | a a Z a
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Abb. 19: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die CAR-Protein-Expression.
Hepatozyten der Ratte wurden, wie in Abb. 9 beschrieben, kultiviert. Lysate wurden hergestellt
und der Gesamtproteingehalt nach der BRADFORD-Methode bestimmt. 30 ug Protein wurden
im Westernblot mithilfe polyklonaler Maus 1gG Antikdrper gegen Ratten-CAR und einem
Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikdrper und dem ECL-System detektiert (3.7). Die
spezifischen Banden wurden mit dem Software Programm Quantity One der Firma Biorad
quantifiziert. Bestimmt wurde das Verhdltnis der einzelnen absoluten CAR-Protein-
Bandenintensitdt zur gesamten absoluten CAR-Bandenintensitdt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M. aus drei unabhéangigen Experimenten angegeben in % von Kontrolle. Ein
reprasentativer Blot ist gezeigt. a = signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05), t-test fir
gepaarte Stichproben.
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der CAR-Protein-Expression nicht zuséatzlich verstarken (Abb. 19). Matsumura und Omura
fanden, dass Behandlung mit PB mRNA stabilisieren konnte (Matsumura und Omura, 1973).
Mdglicherweise wurden auch einige CAR-SpleiBvarianten PB-abh&ngig in mRNA transkribiert
nicht jedoch in Protein translatiert.

4.2.3 Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die Aktivierung des Ratten CAR-
Promotors

4,4 kb, 2,6 kb oder 1,9 kb des Ratten-CAR-Promotors wurden in einen Luciferase-
Reportergen-Vektor (pGL3basic) ligiert (3.12). Kultivierte Hepatozyten (3.3.3) wurden mit
diesen Reportergenplasmiden (pGL3rCARprom4,4, pGL3rCARprom2,6, pGL3rCARprom1,9)
oder pGL3basic transfiziert (3.3.3). Die weitere Inkubation wurde wie im Standardexperiment
durchgefihrt (3.2.4). Wie zu erwarten, wurde in Ratten-Hepatozyten, die mit dem leeren
Reportergenvektor transfiziert wurden, weder nach Behandlung mit PB noch mit PPARa-
Agonisten eine Aktivierung der Transkription des Reportergens festgestellt. Bei allen drei
verschiedenen CAR-Promotorkonstrukten wurde die Luciferaseaktivitat in  Kontroll-
Hepatozyten (0,1 % DMSO) 100 % gleichgesetzt (Abb. 20). Alle drei Konstrukte, dass heift
Reportergenplasmide mit 4,4 kb, 2,6 kb oder 1,9 kb des proximalen CAR-Promotors,
verhielten sich im Experiment &hnlich. So konnte Behandlung der Hepatozyten mit PB keines
der CAR-Promotor-Reportergenkonstrukte aktivieren (Abb. 20). Allerdings induzierten beide
PPARa-Agonisten unabhangig von PB in den drei CAR-Promotor-Konstrukten die
Luciferasegen-Transkription &hnlich stark, so wurde die Transkription in Hepatozyten, die mit
GW 7647 (1 uM) oder WY 14643 (10 uM) inkubiert worden waren, etwa auf das 2- bis 2,5-
fache gesteigert (Abb. 20). Da das Luciferasegen im 1,9 kb-CAR-Promotorkonstrukt genauso
stark wie im 4,4 kb-CAR-Promotorkonstrukt transkribiert wurde, missen das oder die PPARa-
Agonisten-responsiven Elemente in den1,9 kb des proximalen Promotorfragments vorliegen.
Die vorangegangenen drei Experimente zur CAR-Expression in Hepatozyten
wurden unter den Bedingungen flr die optimale CYP2B1-Expression unter Verwendung einer
Insulinkonzentration von 870 nM durchgefiihrt. Die mit einem Reportergenvektor unter der
Kontrolle von 1,9 kb des Ratten-CAR-Promotors (pGL3rCARprom1,9) transfizierten
Hepatozyten (3.3.3) wurden fir die Dauer des Experiments in Medium mit dieser
unphysiologisch hohen Insulinkonzentration oder Medium mit einer tatsachlich in der
Pfortader, und damit in periportalen Hepatozyten auftretenden Insulinkonzentration von 0,5 nM
kultiviert. Nach 24 h wurden die Hepatozyten zur Halfte, wie angegeben, mit 1 mM PB und
nach 48 h zusatzlich mit WY 14643 (10 uM) oder DMSO (0,1 %) behandelt. Die Aktivierung
des CAR Promotors durch WY 14643 fiel in den Hepatozyten, die mit 0,5 nM Insulin behandelt
wurden, dreimal so stark aus, als in Hepatozyten, die mit 870 nM Insulin behandelt wurden
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(Abb. 21). Wobei die basale Promotoraktivitat in den mit 870 nM Insulin behandelten
Hepatozyten tendentiell etwas héher war (nicht gezeigt). Fir alle nachstehenden Versuche zur
CAR-Promotoraktivitat wurden die Hepatozyten in Medium mit 0,5 nM Insulin kultiviert.
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Abb. 20: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf die rCAR-Promotoraktivitat.
Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, mit einem der folgenden
Ratten CAR-Promotor-Reportergenkonstrukte, die 4,4 kb, 2,6 kb oder 1,9 kb des Ratten-CAR-
Promotors enthielten transfiziert (3.3.3) und dann wie unter Abb. 9. beschrieben kultiviert.
Nach 72 h wurden die Zellen lysiert (Promega Luciferase Assay Kit) und 25 pL Zelllysat in den
Reportergen Assay eingesetzt (3.8). Die relative Luciferaseaktivitat verhalt sich proportional
zur Promotoraktivierung. Dargestellt sind die Mittelwerte = S.E.M. aus vier unabhangigen
Experimenten als % von der Kontrolle. a = signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05), b =
signifikant gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05), t-test flir gepaarte Stichproben.
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Abb. 21: Der Einfluss von Insulin auf die PPARa-Agonisten-vermittelte Steigerung der
rCAR-Promotoraktivitat.

Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, mit einem
Reportergenkonstrukt das 1,9 kb des Ratten-CAR-Promotors enthielt, transfiziert (3.3.3) und in
Kulturmedium mit dem Zusatz von 0,5 nM oder 870 nM Insulin kultiviert. Nach 24 h erfolgte
wie gekennzeichnet die Behandlung mit 1 mM PB und nach 48 h zusatzlich die Behandlung
mit DMSO (0,1 %) bzw. WY 14643 (10 puM). Nach 72 h wurden die Zellen wie in Abb. 20
beschrieben, aufgearbeitet und getestet. Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M. aus drei
unabhéngigen Experimenten als % von der jeweiligen Kontrolle. a = signifikant grdBer als
Kontrolle (0,5 nM Insulin, p< 0,05), b = signifikant gréBer als Kontrolle (870 nM Insulin,
p< 0,05), t-test fir gepaarte Stichproben.
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4.2.4 Die Untersuchung der DR1-Motive im Ratten-CAR-Promotor

PPARa:RXRa -Heterodimere binden bevorzugt an so genannte ,direkt repeat® 1 (DR1)-
Motive, dass heiBt direkte Wiederholungen der mehr oder minder variablen Hexamersequenz
AGGTCA, die durch 1 Nukleotid unterbrochen sind. In den 1,9 kb des Ratten-CAR-Promotors
Lupstream“ des mutmaBlichen Transkriptionsstartes (+1) befinden sich drei solche DR1-
Motive, ein distales im Bereich von -1569 bis -1557 bp, ein zentrales im Bereich von -942 bis —
930 bp und ein proximales im Bereich von -403 bis -391 bp des einklonierten
Promotorfragments. Das zentrale und proximale DR1 Motiv sind zwischen Ratte, Maus und
Mensch konserviert. Ausgehend von 1,9 kb des Ratten-CAR-Wildtyppromotors wurden nun
weitere Deletionskonstrukte hergestellt (3.12). Das Konstrukt pGL3rCARprom1,2 enthielt
neben dem proximalen DR1-Motiv gerade noch das zentrale DR1-Motiv, das Konstrukt
pGL3CARprom1,0 gerade nicht mehr das zentrale DR1-Motiv. In transfizierten Hepatozyten
wurde untersucht, ob eines der DR1-Motive fir die Steigerung der CAR-Promotoraktivitéat nach
Behandlung mit WY 14643 (10 uM) essentiell ist. Die Hepatozyten wurden entweder mit 1,9
kb, 1,2 kb oder 1,0 kb des Ratten-CAR-Promotors (pGL3rCARprom1,9, pGL3rCARprom1,2,
pGL3rCARprom1,0) transfiziert (3.3.3) und fir die Dauer des Experiments in Williams E-
Kulturmedium mit 0,5 nM Insulin kultiviert. Nach 24 h wurde begonnen, die Halfte der
Hepatozyten mit 1 mM PB zu behandeln. Nach 48 h wurden alle Hepatozyten zusétzlich
entweder mit DMSO (0,1 %, Kontrolle) oder WY 14643 (10 uM) inkubiert. WY 14643 steigerte
die Reportergenaktivitat unter der Kontrolle des 1,9 kb und 1,2 kb Ratten-CAR-
Promotorfragments mehr als fiinffach. PB-Behandlung der Hepatozyten verringerte die
PPARa-Agonisten-vermittelte Transkription des Reportergens tendentiell (nicht signifikant,
Abb. 22). Nach Behandlung mit WY 14643 (10 uM) konnte keine erhéhte Promotoraktivitat
mehr detektiert werden, wenn die Hepatozyten mit einem Reportergenvektor transfiziert
wurden, der unter der Kontrolle von 1,0 kb des Ratten-CAR-Promotors stand und damit
gerade nicht mehr das zentrale DR1-Motiv enthielt (Abb. 22). Daraus wurde geschlossen,
dass die Basen im Bereich -1135 bis -927 bp des CAR-Promotors, in dem sich auch das
zentrale DR1-Motiv befindet, entscheidend fur den positiven Effekt der PPARa-Agonisten auf
die CAR-Transkription sind. Um sicherzugehen, dass es sich dabei tatséachlich um das darin
vorkommende zentrale DR1-Motiv handelt, wurden ausgehend vom 1,9 kb Wildtyppromotor
weitere  Deletionskonstrukte  (pGL3rCARprom1,9_ADR1d, pGL3rCARprom1,9 ADRI1c,
pGL3rCARprom1,9_ADR1p) hergestellt, in denen nur das jeweilige DR1-Motiv deletiert wurde
(3.12). Hepatozyten wurden mit diesen Reportergenvektoren oder pGL3rCARprom1,9
transfiziert (3.3.3) und fUr die Dauer des Experiments ebenfalls in Williams E-Kulturmedium
mit 0,5 nM Insulin kultiviert. Nach 24 h wurde begonnen, die Hélfte der Hepatozyten mit 1 mM
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PB zu behandeln, und nach 48 h wurden alle Hepatozyten zusatzlich entweder mit DMSO
(0,1 %, Kontrolle) oder WY 14643 (10 uM) inkubiert. In Ubereinstimmung mit dem
vorangegangenen Experiment wurde festgestellt, dass nur in dem Konstrukt, in dem das
zentrale DR1-Motiv deletiert war (-947 bis -915 bp), im Unterschied zum Wildtyppromotor
keine PPARa-Agonist-vermittelte Steigerung der Reportergenaktivitdt gemessen werden
konnte (Abb. 23). Das zentrale DR1-Motiv (-AGGTCAgAGAACA-) war von entscheidender
Bedeutung bei der Steigerung der CAR-Transkription durch den PPARa-Agonisten WY 14643.
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Abb. 22: Der Einfluss des proximalen rCAR-Promotorbereichs auf die PPARa-
Agonisten-vermittelte Promotoraktivierung.

Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, mit einem der folgenden
Ratten CAR-Promotor-Reportergenkonstrukten, die 1,9 kb, 1,2 kb oder 1,0 kb des Ratten-
CAR-Promotors enthielten, transfiziert (3.3.3) und dann und in Kulturmedium mit 0,5 nM
Insulin kultiviert. Nach 24 h erfolgte wie gekennzeichnet die Behandlung mit 1 mM PB und
nach 48 h zusatzlich die Behandlung mit DMSO bzw. WY 14643 (10 uM). Nach 72 h wurden
die Zellen wie in Abb. 20 beschrieben, aufgearbeitet und getestet. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M. aus vier unabhéngigen Experimenten als % von der Kontrolle. a =
signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05), t-test fir gepaarte Stichproben.
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Abb. 23: Der Einfluss der DR1-Motive des rCAR-Promotors auf dessen PPARa-
Agonisten-vermittelte Aktivierung.

Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, mit einem der folgenden
Ratten CAR-Promotor-Reportergenkonstrukten, die 1,9 kb des Ratten-CAR-Promotors
enthielten und in denen entweder keines (Wildtyp) oder das distale, zentrale oder proximale
DR1-Motiv deletiert war, wie unter 3.3.3 beschrieben, transfiziert und dann wie unter Abb. 22.
beschrieben behandelt, aufgearbeitet und getestet. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M.
aus drei unabhangigen Experimenten als % von der Kontrolle. a = signifikant gréBer als
Kontrolle (p< 0,05), t-test flr gepaarte Stichproben.

Um die Bedeutung des zentralen DR1-Motives weiter zu bekraftigen, wurden Kernextrakte mit
radioaktiv markiertem, doppelstrangigen, zentralen DR1-Oligonukleotid inkubiert und dann in
einem EMSA aufgetrennt, visualisiert und densitometrisch ausgewertet (3.22). In den
Kontrollen waren deutlich Banden von an Protein gebundenen radioaktiven Oligonukleotid zu
sehen (band shiff), die durch einen 100-fach molaren Uberschuss an Kompetitor verdrangt
werden konnte (Abb. 24). Auch die CAR-Promotor-Plasmide, die das zentrale DR1-Motiv
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Abb. 24: Die Bindung von Kernproteinen an das zentrale DR1-Motiv.

Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, dann wie unter 3.22
beschrieben kultiviert. Nach 72 h wurden Kernextrakte gewonnen (3.22.3). Alle Proben
wurden mit radioaktiv markiertem doppelstréangigen Oligonukleotid, welches das zentrale DR1-
Motiv enthielt, und zusétzlich mit einem 100-fachen Uberschuss an Kompetitor oder 20-
fachem Uberschuss an den oben genannten Plasmiden inkubiert. In einem EMSA wurden die
Oligonukleotide und Kernproteine aufgetrennt und im Phospho-Imager visualisiert (3.22.4).
Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von drei Experimenten.

enthielten (pGL3rCAR1,9, pGL3rCAR1,9 ADR1p und pGL3rCAR1,9 ADR1d) waren in
20-fach molarem Uberschuss in der Lage das radioaktiv-markierte Oligonukleotide von der
Bindung zu verdrangen und damit die Bandenstarke abzuschwéachen (Abb. 24). Im Gegensatz
dazu verdrangte pGL3basic oder pGL3rCAR1,9_ADR1c, welche beide kein zentrales DR1-
Motiv enthielten, die Bindung des radioaktiv-markierten Oligonukleotides nicht (Abb. 24).
Somit banden Kernproteine spezifisch an das zentrale DR1-Motiv.
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Chromatinimmunprazipitation mit einem PPARa-spezifischen Antikérper sollte Aufschluss
geben, ob PPARa direkt an das zentrale DR1-Motiv bindet. Dazu wurden Hepatozyten wie
unter 3.23 beschrieben, mit WY 14643 (10 uM) behandelt, die Proteine mittels Formaldehyd
mit der DNA vernetzt, die Hepatozyten lysiert und zur Stiickelung der genomischen DNA
sonifiziert. Dann wurde mit einem PPARa-spezifischen Antikérper inkubiert und die
quervernetzten DNA-PPARa-Komplexe mit Protein-G-Sepharose immunpréazipitiert. Nach
Auflésung der Quervernetzung wurde die DNA saulenaffinitdtschromatografisch aufgreinigt
und in eine PCR eingesetzt, in der der CAR-Promotorbereich des zentrale DR1-Motiv (-942 bp
bis -930 bp; 5-AGGTCAGAGAACA-3’) amplifiziert werden sollte. Zur Kontrolle wurden
Immunpréazipitationen mit einem unspezifischen Antikérper und ohne Antikdrper durchgefuhrt.
Die nach Immunprazipitation mit PPARa-spezifischem Antikdrper aufgereinigte DNA enthielt
Abschnitte mit dem zentralen DR1-Motiv des CAR-Promotors. Sie konnten mit Hilfe einer PCR
mit entsprechenden Oligonukleotiden (CAR-ChIP-1cF: 5-AGCACGGAAGCTCCAGAATAAA
GA-3’; CAR- ChIP-2cR: 5-TTGGTGTCAAGACAGTGGGTAAAG-3’; Produkt= 234 bp) starker
amplifiziert werden als nach der Immunprazipitation mit unspezifischem Antikérper (Abb. 25).
Immunpréazipitation ohne Antikérper fuhrte zu keiner Amplifikation (Abb. 25). Eine nicht-
immunprazipitierte Probe (Input) sowie genomische DNA wurden als Kontrollen fir das

IP-Verdiinnung:

Abb. 25: Die Bindung von PPARa an das zentrale DR1-Motiv.

Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, dann fir 24 h in Williams-E-
Medium  kultiviert, 2 h mit WY 14643 (10 uM) inkubiert, Proteine und DNA mit 1 %
Formaldehyd quervernetzt, lysiert, sonifiziert und die Protein-DNA-Fragmente mit einem
spezifischen PPARa-Antikdrper oder einem Kontroll IgG immunpréazipitiert (3.23). Die DNA
wurde aufgereinigt und in eine PCR zur Amplifikation des zentralen DR1-Motives des CAR-
Promotors eingesetzt. Das PCR-Produkt hatte eine GréBe von 234 bp. Nach 50 Zyklen
wurden die Proben elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid im UV-Licht
visualisiert. Dargestellt ist ein représentatives Experiment. IP = Immunpréazipitation
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Gelingen der PCR eingesetzt und verliefen positiv (nicht gezeigt). Die vorliegenden Daten
deuten darauf hin, dass PPARa direkt an das zentrale DR1-Motiv des CAR-Promotors der
Ratte bindet.

4.2.5 Der Einfluss des cAMP/PKA-Signalweges auf die PPARa-Agonisten-vermittelte
CAR-Promotoraktivitat

DING et al. schlagen vor, dass im Fasten, nicht freie Fettsduren sondern ein Adrenalinanstieg
als Signal dient, die CAR-Expression zu steigern. Sie zeigten, dass in Hepatozyten nach
Behandlung mit 100 nM Adrenalin, welches Uber Gs-gekoppelte Rezeptoren den Signalweg
cAMP/ PKA/ CREB aktiviert, der Co-Faktor PGC1a induziert wird. PGC1a verstarkte dann die
HNF4a-abhangige CAR-Transkription (Ding, et al. 2006). Sie beschrieben ein HNF4a-
responsives Element im Maus-CAR-Promotor. Auch im CAR-Promotor der Ratte befindet sich
proximal eine dem HNF4a-RE homologe Sequenzabfolge (-40 bis -26 bp). Das von DING et al.
verwendete Maus-CAR-Promotorkonstrukt enthielt den gesamten 5 nicht-translatierten
Bereich des 1. Exons der Maus. Daher wurde ein homologes Ratten-CAR-
Reportergenkonstrukt pGL3rCARprom2,2_Ding, welches den gesamten 5’ nicht-translatierten
Bereich des 1. Exons der Ratte (+1 bis +351 bp) enthielt, hergestellt (3.12). Um das
Zusammenspiel der beobachteten PPARa-vermittelten CAR-Transkription mit einer mdglichen
HNF4a-vermittelen CAR-Transkription zu vergleichen, wurden Ratten-Hepatozyten mit einem
der beiden Konstrukte (pGL3rCARprom2,2_Ding, pGL3rCARprom1,9) transfiziert (3.3.3) und
im weiteren Verlauf des Experiments in Williams E-Kulturmedium mit 0,5 nM Insulin kultiviert.
Nach 48 h wurden die Hepatozyten wie in den Experimenten von DING et al. mit 100 nM
Adrenalin, aber auch mit WY 14643 (10 uM), oder beidem behandelt. Die Promotoraktivitat
der Reportergenkonstrukte pGL3rCARprom1,9 und pGL3rCARprom2,2_Ding unterschied sich
nicht. Nach Behandlung mit WY 14643 wurde sie versechsfacht (Abb. 26). Adrenalin hingegen
fihrte in keinem Fall zur Aktivierung des Reportergens und hemmte sogar die WY 14643-
vermittelte Promotoraktivitat (Abb. 26). Da dies der Aussage der Veréffentlichung von DING et
al. widersprach, wurde auch der CAR-mRNA-Spiegel nach Adrenalinbehandlung in den
Hepatozyten der Ratte untersucht. Dazu wurden die Hepatozyten (3.2.4) nach der
Anheftungsphase (4 h) fir die gesamte Dauer des Experiments in Williams E Kulturmedium
(0,5 nM Insulin) kultiviert. Nach 24 h Kultur wurde ein Mediumwechsel durchgefthrt, und nach
48 h wurden die Hepatozyten mit 0,1 % (v/v) DMSO, WY 14643 (10 uM), Adrenalin (10 puM)
oder einer Kombination aus beidem behandelt. Die Ansatze einschlieBlich einer Kontrolle
enthielten 0,1 % (v/v) DMSO. Im Einklang mit den Daten aus der Promotorstudie, steigerte
Behandlung der Hepatozyten mit WY 14643 die CAR-mRNA-Expression, Adrenalin hingegen
hemmte sowohl die basale Expression als auch den WY 14643-vermittelten Anstieg der CAR-
mRNA-Expression (Abb. 27). Ursachen fir die Diskrepanz zwischen diesen Daten und den
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Ergebnissen von DING et al. kdnnen zum einen in Speziesunterschieden als auch zum
anderen in unterschiedlichen Pr&parations- und Kulturbedingungen liegen. Die vorliegenden
Daten sprechen dafiir, dass PPARa-abhéangige und nicht ausschliesslich CREB-abhangige
Prozesse zu einer Induktion von CAR und damit zu einer Expression von CAR-Zielgenen
fihren kénnen. Das Kulturmedium enthielt 0,5 nM Insulin. WY 14643 steigerte die CAR-
mRNA-Expression in diesen Versuchen (0,5 nM Insulin) 10-fach starker als in den
vorangegangenen Experimenten (Abb. 18), in denen dem Kulturmedium das fiir die CYP2B-
Expression vorteilhafte ITS zugesetzt war (Abb. 27).
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Abb. 26: Der Einfluss des cAMP/PKA-Signalweges auf die PPARa-Agonisten-vermittelte
CAR-Promotoraktivitat.

Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, mit dem Ratten CAR-
Promotor-Reportergenkonstrukt welches 1,9 kb oder 2,2 kb (DING et al. 2006) des Ratten-
CAR-Promotors enthielt, transfiziert (3.3.3), fir die gesamte Dauer des Experiments in
Williams E Kulturmedium (0,5 nM Insulin) kultiviert, nach 48 h entweder mit Adrenalin
(100 nM), dem PPARa-Agonisten WY 14643 (10 uM) oder beidem behandelt und nach 72 h
lysiert (Promega Luciferase Assay Kit).und 25 uL Zelllysat in den Reportergen Assay (3.8)
eingesetzt. Die relative Luciferaseaktivitat verhalt sich proportional zur Promotoraktivierung.
Dargestellt sind die Mittelwerte =+ S.E.M. aus mindestens finf unabhéngigen Experimenten als
% von der Kontrolle. a = signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05), t-test fir gepaarte
Stichproben.
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Abb. 27: Der Einfluss des cAMP/PKA-Signalweges auf die PPARa-Agonisten-vermittelte
CAR-mRNA-Expression.

Kultivierte Hepatozyten der Ratte (3.2.4) wurden flr die gesamte Dauer des Experiments in
Williams E Kulturmedium (0,5 nM Insulin) kultiviert und nach 48 h entweder mit Adrenalin
(100 nM), dem PPARa-Agonisten WY 14643 (10 puM) oder beidem behandelt. RNA wurde
mittels Saulenaffinitdtschromatographie isoliert und als Matrize fir oligo(dT) gestartete cDNA
Synthese benutzt. Fir Standardreihen wurden in Vektoren ligiertes, CAR und B-Actin in
bekannter Ausgangskopienzahl in die PCR eingesetzt. 40 Zyklen der Real-time PCR wurde
mit spezifischen Oligonucleotiden fir Ratten-CAR oder B-Actin durchgefiihrt (3.10) und der
Schwellenzyklus Ct in der logarithmischen Phase der Amplifikation bestimmt. Anhand der
rCAR- und B-Actin-Standardreihen wurde die tatsachliche Kopienzahl errechnet und die rCAR-
Kopienzahlen in das Verhélinis zu den B-Actin-Kopienzahlen gesetzt. Die Ergebnisse sind
dargestellt in % von der Kontrolle. Angegeben wurden die Mittelwerte = S.E.M. von
mindestens drei unabhangigen Experimenten. a = signifikant unterschiedlich von Kontrolle
(p< 0,05), b = signifikant unterschiedlich von WY 14643 (p< 0,05), t-test fir gepaarte
Stichproben.

4.2.6 Die PBREM-unabhangige Aktivierung des CYP2B1-Promotors durch PPARa-
Agonisten

PPARa-Agonisten steigerten die Aktivitdt eines Reportergens unter der Kontrolle des
CYP2B1-Promotors nicht nur CAR-vermittelt und PBREM-abhangig sondern auch PBREM-
unabhéngig Uber die Aktivierung des proximalen CYP2B1-Promotorbereichs von -353 bis
-176 bp. Um diesen PPARa-Agonisten-Eigeneffekt naher charakterisieren zu kénnen, wurden
ausgehend vom Wildtyppromotorkonstrukt pGL3C2B1 weitere Deletions-
Reportergenkonstrukte hergestellt (3.13), die diesen Bereich von -353 bis -176 bp naher
charakterisieren sollten. SWALES et al. beschrieben im proximalen humanen CYP2B6
Promotor ein Okadainsaure-responsives Element. Im Bereich von -266 bis -252 bp des Ratten
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CYP2B1 Promotors wurde eine Sequenz gefunden, die zu 69 % identisch war. Nahere
Computeranalyse des Bereichs von -353 bis -176 bp mit Hilfe des NHR-scans
(http://mordor.cgb.ki.se/cgi-bin/NHR-scan/nhr_scan.cgi) konnte ein potentielles PPRE im
Bereich von -300 bp bis -280 bp und ein potentielles ER4-Motiv im Bereich von -216 bp bis -
201 bp detektieren. Daher wurde die Deletion in drei Abschnitte untergliedert, die jeweils ein
potentielles Merkmal enthielten. Abschnitt 1 (-353 bis -260 bp) enthielt das PPRE (schwarze
Box), Abschnitt 2 (-261 bis -235 bp) das OARE (dunkelgraue Box) und Abschnitt 3 (-236 bis -
176 bp) das ER4-Motiv (hellgraue Box). Folgende Deletions-Reportergenkonstrukte (Deletion
in Klammern) wurden synthetisiert, pGL3CD2A (-260 bis -176 bp), pGL3CD2B (-235 bis -176
bp), pGL3CD2C (-353 bis — 244 bp), pGL3CD2D (-353 bis -280 bp) und pGL3CD2E (-260 bis -
244 bp). Zusatzlich wurden aus dem Wildtyp die Konstrukte pGL3C2B1_PPRE_mut (-295 bis -
292 bp, Mutation von cttt nach AGCG) und pGL3C2B1_ER4_mut (-216 bis -201 bp, Mutation
von t gag ctg aca agt gca nach C AGg cCg aca TTC gcT) hergestellt, in welchen die
mutmabBlichen Erkennungssequenzen durch zielgerichtete Punktmutationen zerstort wurden.
Zum Vergleich wurden Hepatozyten nicht nur mit diesen neuen Konstrukten, sondern auch mit
dem Wildtyp pGL3C2B1 und das pGL3CD2 Deletionskonstrukt transfiziert (3.3.3), welche
ausfuhrlich in Abb. 17 beschrieben wurden. Die transfizierten Hepatozyten wurden wie im
Standardexperiment mit den PPARa-Agonisten behandelt (3.2.4). Alle getesteten
Reportergenkonstrukte wurden durch Behandlung der Hepatozyten (3.2.4) mit PB signifikant
aktiviert (Abb. 28). Ausserdem wurde die PB-abhangigen Aktivierung der Transkription in allen
Konstrukten nach zusatzlicher Behandlung mit PPARa-Agonisten mindestens verdoppelt
(Abb. 28). Der PBREM-abhé&ngige Weg der Steigerung der Transkription durch PPARa-
Agonisten war demnach in allen Konstrukten intakt (Abb. 28).

Zuné&chst wurde das pGL3CD2A Konstrukt, in welches Abschnitt 1 mit dem potentiellen
PPRE reinseriert wurde, auf den PBREM-unabhangigen PPARa-Agonisten-Eigeneffekt hin
untersucht. Es verhielt sich wie das pGL3CD2-Konstrukt (Abb. 28). Somit spielt der Bereich
von -353 bis -260 bp keine Rolle bei der PBREM-unabhéngigen Aktivierung durch PPARa-
Agonisten. Auch das Konstrukt pGL3CD2B (Abschnitt 1 und 2) verhielt sich &hnlich dem
pGL3CD2 Konstrukt, obwohl beide PPARa-Agonisten allein zu einem signifikanten, wenn
auch sehr geringen Unterschied (GW 7647 136 %, WY 14643 127 %) gegenlber der Kontrolle
fOhrten, war die Aktivierung immernoch signifikant geringer als die mit PB, der Bereich von
-280 bis -240 bp hat, wenn dann nur geringe Bedeutung fir den PBREM-unabhéngigen
PPARa-Effekt (Abb. 28). Das Konstrukt pGL3CD2C, welches nur Abschnitt 3 und damit das
potentielle ER4-Motiv enthielt, verhielt sich erstaunlicher Weise wie der Wildtyp (Abb. 28).
Behandlung mit den PPARa-Agonisten verdoppelte die Promotoraktivitat (Abb. 28). Auch das
Deletionskonstrukt pGL3CD2D welches zusatzlich zum Abschnitt 3 auch den Abschnitt 2, also
das potentielle ER4- und das potentielle OARE-Motiv, enthielt, reagierte wie der Wildtyp auf
die Behandlung mit PB und/oder PPARa-Agonisten (Abb. 28). Beide PPARa-Agonisten
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Abb. 28: Der Einfluss von PPARa-Agonisten auf Aktivierung des proximalen
CYP2B1-Promotorbereichs.

Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, mit einem der folgenden
Ratten CYP2B1-Promotor-Reportergenkonstrukten, pGL3C2B1 (Wildtyppromotor) und den
internen Deletionskonstrukten: pGL3CD2 (-353 bis -176 bp), pGL3CD2A (-260 bis -176 bp),
pGL3CD2B (-235 bis -176 bp), pGL3CD2C (-353 bis — 244 bp), pGL3CD2D (-353 bis -280 bp),
pGL3CD2E (-260 bis -244 bp), pGL3C2B1_PPRE_mut (-295 bis -292 bp, Mutation von cttt
nach AGCG), pGL3C2B1_ER4 mut (-216 bis -201 bp, Mutation von t gag ctg aca agt gca
nach C AGg cCg aca TTC gcT) wie unter 3.3.3 beschrieben, transfiziert und dann wie unter
Abb. 9. beschrieben behandelt. Nach 72 h wurden die Zellen lysiert (Promega Luciferase
Assay Kit). und 25 uL Zelllysat in den Reportergen Assay eingesetzt (3.8). Die relative
Luciferaseaktivitat verhédlt sich proportional zur Promotoraktivierung. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M. aus mindestens vier unabhangigen Experimenten als % von der
Kontrolle. a = signifikant groBer als Kontrolle (p< 0,05), b = signifikant gr6Ber als Kontrolle +
PB (p< 0,05); ¢ = signifikant kleiner als Kontrolle + PB, t-test fir gepaarte Stichproben.
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aktivierten den Promotor (Abb. 28). Das Konstrukt pGL3CD2E enthielt Abschnitt 1 und
wiederum Abschnitt 3. Auch dieses Reportergenkonstrukt verhielt sich wie der Wildtyp. Beide
PPARa-Agonisten verdoppelten die Promotoraktivitat (Abb. 28). Behandlung mit GW 7647
steigerte diesmal die Promotoraktivitdt sogar signifikant starker als PB (Abb. 28).
Gemeinsames Merkmal der Deletionskonstrukte pGL3CD2C bis E war Abschnitt 3 mit dem
potentiellen ER4-Motiv. Alle drei verhielten sich wie der Wildtyp. Offensichtlich enthalt der
Bereich von -236 bis -176 bp des CYP2B1-Promotors ein Element, welches die PBREM-
unabhangige PPARa-Agonisten vermittelte Aktivierung des CAR-Promotors ausléste. Obwohl
schon die Versuche mit dem Konstrukt pGL3CD2A gezeigt hatten, dass das PPRE-Motiv
irrelevant war, wurde eine Wildtyp-Mutante konstruiert, in welcher das PPRE ausgeschaltet
war und eine in welcher das potentielle ER4-Motiv zerstért war. Erstaunlicherweise verhielten
sich sowohl der pGL3C2B1_PPRE_mut-Vektor als auch der pGL3C2B1_ER4_mut-Vektor wie
der Wildtyp-Vektor (Abb. 28). Die beobachtete PBREM-unabhangige PPARa-Agonisten
vermittelte Aktivierung des CAR-Promotors erfolgte im Bereich von -236 bis -176 bp, das ER4-
Motiv war jedoch nicht an der Aktivierung beteiligt.

4.2.7 Der Einfluss von mRXRa-Uberexpression auf die CYP2B1-Promotoraktivitét

Sowohl CAR als auch PPARa benétigen RXRa als Heterodimerisierungspartner, dieser wiirde
bei begrenztem Angebot zu einem limitierenden Faktor. Daher wurde untersucht, ob eine
Uberexpression von RXRa zu einer weiteren Verstirkung des PPARa-Effektes beitragen
kénnte. Hepatozyten wurden zum einen nur mit dem CYP2B1-Wildtyppromotorkonstrukt
(pGL3C2B1) und zum anderen zusétzlich mit dem murinen RXRa (pSG5mRXRa), welcher zu
93 % identisch zum Ratten RXRa (M84817; NM_012805; bl2seq) ist, transfiziert (3.3.3). Im
Anschluss wurden die Hepatozyten wie im Standardexperiment (3.2.4) mit PB, den PPARa-
Agonisten GW 7647 (1 uM) bzw. WY 14643 (10 uM) oder einer Kombination aus PB und
PPARa-Agonist behandelt. Die Luciferaseaktivitdt war - wahrscheinlich transfektionsbedingt-
in den co-transfizierten Hepatozyten deutlich schwacher als in den nur mit dem CYP2B1-
Promotor-transfizierten Hepatozyten. Um diesen Unterschied zu verdeutlichen sind die Daten
in RFU (Abb. 29 A) und prozentual zur jeweiligen Kontrolle angegeben (Abb. 29 B). Wie
bereits beschrieben, steigerten PB, aber auch GW 7647 und WY 14643 allein die Aktivierung
des CYP2B1-Promotors auf etwa 300 % und beide PPARa-Agonisten verdreifachten die PB-
abhangige Aktivierung (Abb. 29 B). Im Unterschied zur CYP2B1-Promotoraktivierung in
Wildtyp-transfizierten Hepatozyten war in mit mRXRa co-transfizierten Zellen die
Reportergenaktivitat nach Behandlung mit PPARa-Agonisten allein und in Kombination mit PB
signifikant starker als nach Behandlung mit PB allein (Abb. 29 B). Die mRXRa-Uberexpression
und damit vermehrte RXRa-Homodimer-Bildung kénnte selbst die PBREM-unabhéngige
Transkription férdern. Um einen Einfluss der Transfektionsmethode auszuschlieBen, mlsste
ein Kontrollexperiment erfolgen, bei dem mit leerem pSG5 Vektor cotransfiziert wird.
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Abb. 29: Der Einfluss von mRXRa-Uberexpression auf die CYP2B1-Promotoraktivitit.
Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter 3.1 beschrieben, isoliert, mit dem Wildtyp-Ratten-
CYP2B1-Promotor-Reportergenkonstrukte, pGL3C2B1 allein oder in Kombination mit dem
murinen RXRa-Expressionsplasmid (pSG5mRXRa) wie unter 3.3.3 beschrieben, transfiziert
und dann wie unter Abb. 9 beschrieben behandelt. Nach 72 h wurden die Zellen lysiert
(Promega Luciferase Assay Kit). und 25 pL Zelllysat in den Reportergen Assay eingesetzt
(3.8). Die relative Luciferaseaktivitdt verhalt sich proportional zur Promotoraktivierung.
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. aus mindestens vier unabhangigen Experimenten,
angegeben: A in RFU bzw. B als % der Kontrolle. a = signifikant groBer als Kontrolle (p<
0,05), b = signifikant gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05); t-test flir gepaarte Stichproben.

4.3 Der Einfluss von Prostaglandin Do auf die Expression des CAR-Zielgens
CYP2B1

4.3.1 Der Einfluss von PGD> auf die PB-abhéangige CYP2B1-Expression

Nachdem der Effekt der PPARa-Agonisten auf die CYP2B1-Expression anhand von
synthetischen PPARa-Agonisten charakterisiert worden war, wurde untersucht, ob das, von
Kupfferzellen nach PB-Stimulation vermehrt produzierte, Prostaglandin Do, welches einen

endogenen PPARa-Agonisten darstellt (Corton et al. 2000), einen Einfluss auf die PB-
abhangige CYP2B-Expression hat. Dazu wurden Hepatozyten, wie unter 3.2.4 beschrieben,
kultiviert und nach 48 h mit PGDo (10 pM) oder dem synthetischen PPARa-Agonisten WY
14643 (10 puM) (Positivkontrolle) behandelt (Abb. 30). Alle Proben und Kontrollen enthielten
0,1 % (v/v). DMSO (Lésungsmittel). Die CYP2B-Protein-Expression war nur in PB-
behandelten Hepatozyten nachweisbar. Behandlung mit 1 mM PB flhrte zu einer
detektierbaren CYP2B-Protein-Expression und wurde 100 % gleichgesetzt (Abb. 30). PGD2o
fihrte genau wie der PPARa-Agonist WY 14643 in Kombination mit PB zu einer signifikant
héheren CYP2B-Expression als PB allein.
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Abb. 30: Der Einfluss von PGD» auf die PB-abhangige CYP2B1-Expression.

Kultivierte Hepatozyten (3.2.4) der Ratte wurden nach 24 h, wie angegeben zur Halfte mit
1 mM PB und nach 48 h zusétzlich mit 10 uM PGDo oder WY 14643 (10 uM) behandelt und

Mikrosomen préapariert. 50 pg Protein wurden im Westernblot mithilfe eines monoklonalem
Maus 1gG  Antikérper gegen  Ratten-CYP2B, einem  Peroxidase-gekoppeltem
Sekundarantikérper und dem ECL-System detektiert (3.7). Die spezifischen Banden wurden
mit dem Software Programm Quantity One der Firma Biorad quantifiziert. Angegeben wurde
die Intensitat jeder einzelnen Bande anteilig zur Gesamtintensitat. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M. aus drei unabh&ngigen Experimenten angegeben in % von Kontrolle +
PB. Ein reprasentativer Blot ist gezeigt. a = signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05), b =
signifikant gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05), t-test flir gepaarte Stichproben.

4.3.2 Der Einfluss von PGD2 auf die CYP2B1-Aktivitat

Neben der Protein-Expression wurde in den gleichen Mikrosomen die CYP2B-Aktivitat in
Abhéngigkeit von PGDo untersucht. Auch hier zeichnete sich ein ahnliches Bild ab. In
Mikrosomen von nicht PB-behandelten Hepatozyten der Ratte war unabhangig von der PGDo-
Behandlung kaum CYP2B-Aktivitdt nachweisbar (3.4 und 3.6). Nach Behandlung mit PB
wurde eine CYP2B-Aktivitat von 10,22 pmol Resorufin/ mg Protein* min detektiert. Diese PB-
abhangige CYP2B-Aktivitat wurde 100 % gleichgesetzt (Abb. 31). Zusétzliche Behandlung der
Hepatozyten mit 10 uM PGDo oder dem PPARa-Agonist WY 14643 verdoppelten die PB-
abhangige CYP2B-Aktivitat signifikant (Abb. 31).
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Abb. 31: Der Einfluss von PGD> auf die PB-abhéngige CYP2B1-Aktivitat.

Hepatozyten der Ratte wurden, wie unter Abb. 30 beschrieben, behandelt. Nach 72 h wurden
Mikrosomen prapariert. Die spezifische CYP2B1-katalysierte O-Depentylierung von
7-Pentoxyresorufin zu Resorufin wurde fluorometrisch aufgenommen Die Aktivitat wurde in
pmol Resorufin/ mg Protein* min berechnet und dann in Prozent der Kontrolle angegeben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. aus drei unabhéangigen Experimenten. a = signifikant
gréBer als Kontrolle (p< 0,05), b = signifikant gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05), t-test fir
gepaarte Stichproben.

4.3.3 Der Einfluss von PGD5 auf die CYP2B1-Promotoraktivitat

Hepatozyten, die zuvor mit dem Wildtyppromotorkonstrukt des CYP2B1 (pGL3C2BH1)
transfiziert worden waren (3.3.3), wurden kultiviert (3.2.4) und nach 48 h mit PGDo (10 pM)
behandelt. Die Proben wurden aufgearbeitet (3.8) und die CYP2B1-Promotoraktivitat mit Hilfe
des Luciferaseassays bestimmt. Die Promotoraktivitdt in Kontroll-Hepatozyten wurde 100 %
gleichgesetzt (Abb. 32). Stimulation mit PB flhrte zu einer signifikanten Steigerung der
Promotoraktivitat auf 187 % (Abb. 32). PGD» hatte keinen signifikanten Eigeneffekt, steigerte
dennoch wie die synthetischen PPARa-Agonisten die PB-abhangige Promotoraktivitat
signifikant (Abb. 32).



ERGEBNISSE 145

1 Kontrolle
B 1 mMPB
[ 10 uM PGD,
[ ]

PBREM 10 uM PGD, + 1 mM PB

I . m [ ]
a,b

ey
pGL3C2B1 .

-2650-2000 -1000 +1 0 100 200 300 400

Luciferaseaktivitit [% von Kontrolle]

Abb. 32: Der Einfluss von PGDo auf die CYP2B1-Promotoraktivitat.

Hepatozyten wurden aus der Ratte isoliert (3.1), mit dem Wildtyp-Ratten CYP2B1-Promotor-
Reportergenkonstrukt pGL3C2B1 transfiziert (3.3.3). Die kultivierte Hepatozyten wurden nach
24 h wie angegeben zur Hélfte mit 1 mM PB und nach 48 h zuséatzlich mit 10 uM PGD»

behandelt (3.2.4). Nach 72 h wurden die Zellen lysiert (Promega Luciferase Assay Kit) und
25 pL Zelllysat in den Reportergen Assay (3.8) eingesetzt. Die relative Luciferaseaktivitat
verhalt sich proportional zur Promotoraktivierung. Dargestellt sind die Mittelwerte £ S.E.M. aus
drei unabhangigen Experimenten als % von der Kontrolle. a = signifikant gréBer als Kontrolle
(p< 0,05), b = signifikant gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05); t-test flir gepaarte Stichproben.

4.3.4 Der Einfluss von PGD3 auf die CAR- und CPT1-Expression

Um zu Uberprifen, ob die positive Wirkung von PGDo auf die PB-abhangige CYP2B1-

Transkription, wie bei den zuvor verwendeten PPARa-Agonisten auf eine Aktivierung von
PPARa und eine Induktion der CAR-mRNA-Expression zurtickzuflhren war, wurden die
mRNA-Expression des PPARa-Zielgens Carnityl-Palmityl-Transferase 1 (CPT1) und des CAR-
Gens mittels RT-Q-PCR untersucht (3.10). Dazu wurden in Williams E Kulturmedium (ITS)
kultivierten Hepatozyten (3.2.4), nach 24 h Kultur zur Halfte mit 1 mM PB und nach 48 h
zusétzlich mit PGDo (10 pM) bzw. DMSO (0,1 %) behandelt. Die mRNA-Expression des

PPARa-Zielgens Carnityl-Palmityl-Transferase 1 (CPT1) und des CAR-Gens wurden mittels
RT-Q-PCR untersucht (3.10). Die Behandlung mit WY 14643 induzierte die CPT1-Expression
sehr stark (nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu steigerten weder PGDo noch PB allein die

CPT1-mRNA-Expression. Die CAR-mRNA-Expression war jedoch, &hnlich den synthetischen
PPARa-Agonisten, nach Behandlung mit PGD» signifikant erhdht und wurde bei gleichzeitiger

Behandlung mit PB zuséatzlich signifikant verstarkt (Abb. 33 und Abb. 18).
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Abb. 33: Der Einfluss von PGD2 auf die CAR- und CPT1-mRNA-Expression.

Hepatozyten der Ratte wurden fir 72 h in Williams-E-Medium kultiviert. Nach 24 h wurden sie
wie angegeben zur Halfte mit 1 mM PB und nach 48 h zusatzlich mit 10 uM PGD»> behandelt

(3.2.4). RNA wurde mittels Saulenaffinitdtschromatographie isoliert und als Matrize fir
oligo(dT) gestartete cDNA Synthese benutzt. 40 Zyklen der Real-time PCR wurde mit
spezifischen Oligonucleotiden fir Ratten-CAR oder B-Actin durchgefihrt (3.10) und der
Schwellenzyklus Ct in der logarithmischen Phase der Amplifikation bestimmt. Die
Schwellenwerte Ct der B-Actin Proben wurden von den Schwellenwerten der rCAR- bzw.
CPT1 Proben subtrahiert (ACt), um das ACt der Kontrolle normalisiert (AACt), und als n-fache
Expression dargestellt (2**“"). Angegeben wurden die Mittelwerte = S.E.M. von mindestens
drei unabhéngigen Experimenten. a = signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05), b = signifikant
gréBer als Kontrolle + PB (p< 0,05); t-test flr gepaarte Stichproben.

4.3.5 Der Einfluss von PGD5 auf die CAR-Promotoraktivitat

Mit Hilfe des Promotorgenkonstrukts unter der Kontrolle von 1,9 kb des Wildtyp-CAR-
Promotors wurde trotzdem auch die CAR-Promotoraktivitast nach PGD2-Behandlung

untersucht (Abb. 34). Wie zu erwarten wurde die Aktivitdt des Reportergens in PGDo-

behandelten Hepatozyten im Unterschied zu WY 14643-behandelten Hepatozyten nicht
gesteigert (Abb. 23 und Abb. 34). PGD» steigerte wie synthetische PPARa-Agonisten die PB-

abhangige CYP2B-Aktivitat. Jedoch im Gegensatz zu den synthetischen PPARa-Agonisten
schien diese Induktion jedoch CAR- und wahrscheinlich auch PPARa-unabhéngig zu sein.
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Abb. 34: Der Einfluss von PGD2 auf die CAR-Promotoraktivitéat.

Hepatozyten wurden aus der Ratte isoliert (3.1), mit dem Wildtyp-Ratten-CAR-Promotor-
Reportergenkonstrukt pGL3rCAR1,9 transfiziert (3.3.3) Kultivierte Hepatozyten der Ratte
wurden nach 24 h wie angegeben zum Teil mit 1 mM PB und nach 48 h zuséatzlich mit PGD»o

(10 pM) oder DMSO (0,1 %) behandelt. Nach 72 h wurden die Zellen lysiert (Promega
Luciferase Assay Kit) und 25 pL Zelllysat in den Reportergen Assay (3.8) eingesetzt. Die
relative Luciferaseaktivitat verhalt sich proportional zur Promotoraktivierung. Dargestellt sind
die Mittelwerte + S.E.M. aus zwei unabhangigen Experimenten als % von der Kontrolle.

4.4 Die Steigerung der PB-abhangigen CYP2B-Aktivitat in Rattenleber durch in
vivo Stimulation mit einem PPARa-Agonist

Die primare Hepatozytenkultur ist ein isoliertes System, mit dem sich nur der Hepatozyt allein
betrachten l&sst. Wechselwirkungen mit anderen Zellen werden dabei vollig auBer Acht
gelassen. Um zu beweisen, dass der beobachtete PPARa-Agonisten-Effekt auch im Ganztier
von Bedeutung ist, wurden mannliche Wistar-Ratten mit PB und WY 14643 oder einer
Kombination von beidem behandelt (3.24).

441 Die Induktion der CYP2B-Aktivitit in vivo in Abhangigkeit von der
Phenobarbitaldosis in Rattenleber

Da die Behandlung der Ratten mit dem PPARa-Agonisten bei der geringsten effektiven PB-
Dosis erfolgen sollte, wurde mannlichen Wistar-Ratten an drei aufeinanderfolgenden Tagen
0; 0,05; 0,2; 0,78; 3,13; 6,25; 12,5; 25; 50 oder 80 mg PB/ kg Kérpermasse in 0,9% NaCl-
Lésung i.p. injeziert. Nach Injektion von 50 oder 80 mg PB/ kg Kdérpermasse schliefen die
Tiere zunachst mehrere Stunden. Am vierten Tag wurden die Tiere getétet, die Lebern
entnommen, Mikrosomen durch differentielle Zentrifugation prapariert (3.24.3) und die CYP2B-
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spezifische 7-Pentoxyresorufindepentylierung gemessen (3.25.4). Nach Injektion von 0 bis
0,78 mg PB/ kg Korpermasse war keine CYP2B-Aktivitdt nachweisbar (Abb. 35). Nach
Injektion von 3,13 mg PB/ kg Kérpermasse konnte eine CYP2B-Aktivitdt von 9,15 pmol
Resorufin/ mg Protein® min gemessen werden. Mit steigender PB-Dosis stieg die CYP2B-
Aktivitat kontinuierlich an und erreichte ab der Behandlung mit 50 mg PB/ kg Kérpermasse
den Sattigungsbereich.
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Abb. 35: Die 7-Pentoxyresorufin-O-Depentylierungs-Aktivitat des CYP2B1 der
Rattenleber in Abhangigkeit von der Phenobarbitaldosis.
Méannlichen Wistar Ratten wurde flr drei aufeinanderfolgende Tage i.p. PB injeziert (0; 0,05;
0,2; 0,78; 3,13; 6,25; 12,5; 25; 50 oder 80 mg/ kg Kdérpermasse in 0,9% NaCl-Lésung). Am
vierten Tag wurden die Tiere getdtet, die Lebern entnommen und Mikrosomen durch
differentielle Zentrifugation prépariert (3.24). Die spezifisch durch CYP2B1-katalysierte O-
Depentylierung von 7-Pentoxyresorufin zu Resorufin wurde fluorometrisch (Aex 530nm; Aem

590nm) aufgenommen (3.6). Die Aktivitdt wurde in pmol Resorufin/ mg Protein* min
berechnet.
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4.4.2 Die Induktion der CYP2B-Aktivitat in vivo durch den PPARa-Agonisten WY 14643
in Leber der Ratte

Mannlichen Wistar Ratten wurde an zwei aufeinanderfolgende Tage i.p. die geringste Dosis
PB injeziert, bei der eine Induktion von CYP2B nachweisbar war, (3,13mg/ kg Kérpermasse in
0,9% NaCl-Lésung). Die Kontrolltiere erhielten das gleiche Volumen 0,9% NaCl. Am dritten
Tag wurde der einen Hélfte der Tiere DMSO (Vehicle) +/- 3,13 mg PB/ kg Kérpermasse in
0,9% NaCl (50:50) und der anderen Halfte 50 mg WY 14643/ kg Kérpermasse in DMSO +/-
3,13 mg PB/ kg Kdérpermasse in 0,9% NaCl (50:50) i.p injeziert. Am vierten Tag wurden die
Tiere getdtet, die Lebern entnommen und Mikrosomen durch differentielle Zentrifugation
prapariert (3.25).
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Abb. 36: Die Steigerung der CYP2B1-Aktivitat in Rattenleber durch einen PPARa-
Agonisten.

Mannlichen Wistar Ratten wurde fir zwei aufeinanderfolgende Tage i.p. PB injeziert (3,13mg/
kg Kérpermasse in 0,9% NaCl-Lésung), Kontrolltiere erhielten das gleiche Volumen 0,9%
NaCl. Am dritten Tag wurde der Halfte der Tiere DMSO (Vehicle) +/- 3,13 mg PB/ kg
Kérpermasse in 0,9% NaCl (50:50) und den anderen 50 mg WY 14643/ kg Kérpermasse in
DMSO +/- 3,13 mg PB/ kg Kérpermasse in 0,9% NaCl (50:50) i.p. verabreicht. Am vierten Tag
wurden die Tiere getdtet, und die Lebern wie in Abb. 35 aufgearbeitet. Die Aktivitdt wurde in
pmol Resorufin/ mg Protein* min berechnet. Angegeben wurden die Mittelwerte £ S.E.M. von
je drei Tieren. a = signifikant unterschiedlich von Kontrolle (p< 0,05), b = signifikant
unterschiedlich von Vehicle (p< 0,05), nd= nicht detektierbar, t-test far ungepaarte
Stichproben.
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In Lebermikrosomen von Ratten denen kein PB injeziert wurde, konnte unabhangig von
DMSO oder WY 14643 keine CYP2B-Aktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 36). Injektion von
3,13 mg PB/ kg Kérpermasse die CYP2B-Aktivitat auf 9,15 pmol Resorufin/ mg Protein min
(Abb. 35), zusatzliche Injektion von DMSO verringerte die PB-abhéngige CYP2B-Aktivitat nicht
signifikant auf 5,81 pmol Resorufin/ mg Protein* min (Abb. 36). Injektion des PPARa-
Agonisten WY 14643 (50 mg / kg Kérpermasse) konnte die PB-abhé&ngige CYP2B-Aktivitat auf
22,89 pmol Resorufin/ mg Protein* min erhéhen. PPARa-Agonisten verstéarkten somit auch in
vivo die PB-abhangige CYP2B-Aktivitat (Abb. 36). Die Verringerung der CYP2B-Aktivitat durch
Injektion von DMSO kénnte auf eine leichte Entzindungsantwort zurlickzufhren sein, denn
das DMSO und das in DMSO geldste WY 14643 wurden nicht gut von den Tieren vertragen
und fahrte zur Reizung des Bauchraums.

4.4.3 Die Induktion der CAR-Expression in vivo durch den PPARa-Agonisten
WY 14643 in Leber der Ratte

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der PPARa-Agonist WY 14643 die PB-abhangige
CYP2B1-Aktivitdt erhdhte, wurde untersucht, ob diese Beobachtung auch in vivo auf eine
Verstarkung der CAR-mRNA-Expression zurtickzufiihren ist. Daflir wurde aus Teilen der
Leber derselben Ratten Gesamt-RNA isoliert (3.11.2), in cDNA umgeschrieben und in eine
RT-Q-PCR eingesetzt (3.10). Injektion von PB (3,13 mg/ kg Kdérpermasse) veranderte die
CAR-mRNA-Expression nicht (Abb. 37). Injektion von WY 14643 (50 mg/ kg Kdrpermasse)
steigerte die CAR-mRNA-Expression signifikant auf das 1,5 fache (Abb. 37). In Verbindung mit
PB konnte WY die CAR-mRNA-Expression nicht signifikant steigern.

4.4.4 Die Induktion der CAR-Expression in vivo durch mehrfach ungesiattigte
Fettsauren

Als synthetischer PPARa-Ligand erhéhte WY 14643 die CAR-mRNA-Expression in vivo. Im
folgenden Experiment wurde untersucht, ob einfach und mehrfach ungesattigte Fettsduren in
der Nahrung einen ahnlich positiven Einfluss auf die CAR-mRNA-Expression besitzen. Dazu
wurden jeweils 3 mannlichen Ratten (KG 300g) an finf aufeinanderfolgenden Tagen immer
nachmittags 2 mL Olivendl (72% Olsaure; 0,7 % w-3 Fettsduren) oder Fischdl (25% w-3
Fettséduren) per Schlundsonde zugefihrt. Kontrolltiere erhielten keine Schlundsonde. Dann
wurden die Lebern mit physiologischer Kochsalz-Ldsung blutleer gespult, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert. Aus Teilen der Lebern wurde RNA
gewonnen und in cDNA transkribiert und in die RT-Q-PCR eingesetzt. Fischdl verdoppelte
signifikant die CAR-mRNA Expression verglichen mit Kontrolltieren (Abb. 38).
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Abb. 37: Die Steigerung der CAR-Expression in Rattenleber durch einen PPARa-
Agonisten.

Mannlichen Wistar Ratten wurde wie in Abb. 36 beschrieben behandelt. Aus den Lebern
wurde gesamte RNA mittels Saulenaffinitdtschromatographie isoliert und als Matrize fiir
oligo(dT) spezifische cDNA Synthese benutzt. 40 Zyklen der Real-time PCR wurde mit
spezifischen Primer fir Ratten CAR oder B-Actin durchgefiihrt ( 3.10) Die amplifizierte cDNA
wurde anhand des Zyklus bestimmt, bei dem das Fluoreszenssignal groBer als ein definierter
Schwellenwert in der logarithmischen Phase der Amplifikation war. Mittels spezifischer
Standardreihen fir rCAR oder B-Actin wurde die tatsachliche Kopienzahl bestimmt. Die Daten
rCAR Kopienzahl wurde normalisiert um die B-Actin-Kopienzahl. Die Ergebnisse sind
dargestellt in % von der Kontrolle. Angegeben wurden die Mittelwerte £ S.E.M. von zwei
(DMSO) bis drei (WY 14643) Tieren. a = signifikant unterschiedlich von Kontrolle (p< 0,05), t-
test flir ungepaarte Stichproben.
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Abb. 38: Die Steigerung der CAR-Expression in Rattenleber durch Fettsauren.

Jeweils 3 ménnlichen Ratten (KG 300g) wurden an flinf aufeinanderfolgenden Tagen
nachmittags 2 mL Olivendl (72% Olséure; 0,7 % w-3 Fettsduren) oder Fischdl (25% w-3
Fettsduren) per Schlundsonde zugeflihrt. Kontrolltiere erhielten keine Schlundsonde. Die
Ratten hatten nachts freien und tagsuber bis zur Applikation keinen Zugang zu Futter. Dann
wurden die Lebern mit physiologischer Kochsalz-Lésung blutleer gespult, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert. Aus den Lebern wurde RNA mittels
Séulenaffinititschromatographie isoliert und in cDNA umgeschrieben. 40 Zyklen der Real-time
PCR wurde mit spezifischen Oligonucleotiden fir Ratten-CAR oder B-Actin durchgefihrt (3.10)
und der Schwellenzyklus Ct in der logarithmischen Phase der Amplifikation bestimmt. Die
Schwellenwerte Ct der B-Actin Proben wurden von den Schwellenwerten der rCAR-Proben
subtrahiert (ACt), um das ACt der Kontrolle normalisiert (AACt), und als n-fache Expression
dargestellt (2**°"). Angegeben wurden die Mittelwerte + S.E.M. von drei unabhangigen
Experimenten. a = signifikant gréBer als Kontrolle (p< 0,05), t-test fir ungepaarte Stichproben
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5 DISKUSSION

5.1 Die PPARa-Agonisten-vermittelte Expression von CAR

In der Leber wird die Expression einer Vielzahl von Genen, die am Fremdstoffmetabolismus
und am Abbau Energiestoffwechsel-regulierender Hormone beteiligt sind, durch den nukleéren
Rezeptor Constitutiver-Androstane-Rezeptor (CAR) reguliert. Der nukledre Rezeptor
Peroxisomenproliferator-aktivierter-Rezeptor-a (PPARa) wiederum induziert die Expression
von Genen, die Schlisselenzyme des Fettsdureabbaus, der Ketogenese und der
Gluconeogenese darstellen. In primar kultivierten Hepatozyten der Ratte steigerte die
Behandlung mit PPARa-Agonisten die CAR-Protein- und -mRNA-Expression (Abb. 18 und
Abb. 19) sowie die Transkription eines Reportergens unter der Kontrolle von bis zu 4,4 kb des
CAR-Promotors der Ratte (Abb. 20). Auch in der Leber von PPARa-Agonist-behandelten
Ratten konnte eine gesteigerte CAR-mRNA-Expression beobachtet werden (Abb. 37). Diese
PPARa-Agonisten-vermittelt gesteigerte CAR-Expression spiegelte sich in vitro und in vivo in
einer Verstarkung der PB-abhangigen Expression des CAR-Zielgens CYP2B1 wider (Abb. 10,
Abb. 11, Abb. 12 und Abb. 36).

5.1.1 Die Ursachen der PPARa-Agonisten-vermittelten Steigerung der CAR-
Expression

Die PPARa-abhangige CAR-Transkription. Reportergenkonstrukte unter der Kontrolle von

1,9 kb des CAR-Promotors der Ratte, in denen mutmaBliche PPARa-Bindestellen mutiert
waren, zeigten, dass ein zentrales DR1-Motiv im Bereich von -942 bp bis -930 bp des CAR-
Promotors essentiell flir die Aktivierung der Transkription des Reportergens durch PPARa-
Agonisten ist (Abb. 20, Abb. 22 und Abb. 23). Daher sollte der Nachweis geflhrt werden, dass
PPARa direkt an dieses DR1-Motiv bindet. In bandshift-Experimenten mit radioaktiv
markiertem zentralen DR1-Motiv (Oligonukleotid), Hepatozytenkernextrakten und den
einzelnen unmarkierten Reportergenkonstrukten konnte gezeigt werden, dass der
beobachtete band shift nicht mehr durch molaren UberschuB an unmarkiertem CAR-
Promotorgenkonstrukt kompetitiert werden konnte, wenn das zentrale PPARa-Bindemotiv
deletiert war (Abb. 24). Nach Uberexpression von PPARa konnte in bandshift-Experimenten
eine verstarkte Akkumulation von Kernprotein mit dem zentralen DR1-Motiv des CAR-
Promotors beobachtet werden. (Wieneke, et al. 2007). Zuvor hatten auch Kocarek et al. nach
Uberexpression von PPARa eine gesteigerte PB-abhangige CYP2B1-Promotor-
Reportergenaktivitat festgestellt, die wiederum durch Transfektion mit dominant negativem
PPARa-Rezeptor gehemmt werden konnte (Kocarek, et al. 2002). Zusammen mit den
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Ergebnissen der Chromatin-Immunprazipitationen (Abb. 25) deutet dies darauf hin, dass
aktiviertes PPARa:RXRa-Heterodimer Uber die Bindung an das zentrale DR1-Motiv des CAR-
Promotors (-942 bp bis -930 bp) die CAR-Transkription in Ratten induziert.

Die CAR-Expression in PPARa-(-/-)-Mausen. Wenn PPARa die CAR-Expression reguliert,
ware zur Erwarten das PPAR-(-/-)-Mause eine erniedrigte CAR-Expression aufweisen. Obwohl

kein Unterschied in der basalen CAR-mRNA-Expression der Leber zwischen Wildtyp-Sv/129-
Mausen und PPARa-(-/-)-Sv/129-Mausen festgestellt werden konnte, reagierten nur Wildtyp-
Sv/129-Mausen auf Fasten mit einer erhéhten CAR-mRNA-Expression (Wieneke, et al. 2007).
Diese Beobachtung untermauert die Bedeutung von PPARa fir die Fasten-abhangige CAR-
Expression. Allerdings beobachteten Martin, et al. in ihren PPARa-(-/-)-C57BL/6J-Mausen
bereits basal, eine erhéhte CAR-Expression, die demzufolge PPARa-unabhéangig war (Martin,
et al. 2007). Die verschiedenen genetischen Hintergrinde der Mausstamme sind
moglicherweise die Ursache dieser kontraren Beobachtungen. In beiden PPARa-(-/-)-
Mausstammen ist der Fettsdureabbau und die Lipoproteinsynthese gestoért, so dass die Mause
mit der Zeit an Steatosis leiden (Akiyama, et al. 2001, Hashimoto, et al. 2000, Kersten, et al.
1999). Doch wahrend sich in PPARa-(-/-)-Sv/129-Mausen mit dem Alter der Cholesterolgehalt
erhéhte, wiesen gleichaltrige PPARa-(-/-)-C57BL/6J-Mause einen erhdhten
Triacylglycerolgehalt auf (Akiyama, et al. 2001). Es wére daher interessant, die Ph&no- und
Genotypen beider Mausstdmme und PPARa-(-/-)-Modelle unter verschiedenen Bedingungen
genauer zu analysieren. Da Ding et al. ein funktionelles HNF4a-responsives Element im
proximalen murinen CAR-Promotor identifizierten, kénnte eine vermehrte Aktivierung von
HNF4a zu der beobachteten erhdhten, basalen CAR-Expression in dem einen Mausmodell
beitragen (Ding, et al. 2006). Anhand weiterer HNF4a-Zielgene, lieBe sich feststellen, ob
HNF4a in diesem Stamm tatséchlich aktiver ist.

Die HNF4a-abhangige, cAMP-vermittelte CAR-Transkription. Da Nahrungskarenz CAR und
CAR-Zielgene induzierte (M. Bauer, et al. 2004, Goodwin und Moore 2004, Maglich, et al.
2004, Qatanani, et al. 2005), vermuteten Ding et al., dass dabei die HNF4a-abhangige

Transkription von CAR beeinflusst wird. Uber einen Anstieg von cAMP, wie er z.B. durch
Glucagon oder Adrenalin entsteht, wurde cAMP-responsives-Element-Bindeprotein-(CREB)-
abhangig der PPARy-Coaktivator-1a (PGC1a) exprimiert, der dann wiederum HNF4a als
Cofaktor bei der Steigerung der CAR-Transkription dienen kénnte (Ding, et al. 2006). Ein
homologes CAR-Promotorkonstrukt der Ratte konnte unter unseren Versuchsbedingungen
jedoch nicht mit Adrenalin aktiviert werden (Abb. 26). Ebenso wenig wurde ein Anstieg der
CAR-mRNA nachgewiesen (Abb. 27). Adrenalin hemmte im Gegenteil sogar die WY 14643
vermittelte Steigerung der CAR-mRNA-Expression (Abb. 27). Es konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass Adrenalin neben (3-adrenergen Gs-gekoppelten Rezeptoren auch a-adrenerge
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Gqg-gekoppelte Rezeptoren aktiviert (Fagan und Romani 2000). In weiterflhrenden
Experimenten wurden Hepatozyten daher mit Glucagon oder Isopretenol (B-adrenerger-
Rezeptor-Agonist), die spezifisch Gs-gekoppelte Rezeptoren aktivieren, behandelt. Auch diese
beiden Substanzen konnten die CAR-Transkription nicht steigern (nicht gezeigt). Unterschiede
bei den Zellkulturbedingungen und den Spezies kénnen als Ursache fur den beobachteten
negativen Effekt von Adrenalin, Glucagon oder Isopretenol nicht ausgeschlossen werden. Ein
intrazellularer Anstieg von cAMP fuhrte in den vorliegenden Experimenten nicht zu einer
Transkription von CAR.

Die CAR-Expression in HNF4a-(-/-)-M&usen. Jover et al. und Kamiyama et al. konnten keine

vollstandige Inhibition der Expression von CAR und humanen CAR-Zielgenen nach
Transfektion mit einem HNF4a-Antisense-RNA-Expressionsvektors feststellen (Jover, et al.
2001, Kamiyama, et al. 2007). Bei adulten Mausen, die in der Leber kein HNF4a exprimierten,
war die basale CAR-mRNA-Expression erniedrigt. Fasten flhrte bei diesen Mausen dennoch
zu einem Anstieg der CAR-mRNA-Expression (Ding, et al. 2006, Tirona, et al. 2003).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die Versuche mit den genannten Knock-out-
Modellen deuten an, dass die basale CAR-Expression und die fastenabhangige CAR-
Expression auf unterschiedlichen Wegen reguliert werden. Fir die Aufrechterhaltung der
basalen CAR-Expression scheint der NR HNF4a von entscheidender, der NR PPARa
hingegen von geringer Bedeutung zu sein. PPARa kénnte indessen bei der fastenabhangigen
CAR-Expression eine tragende Rolle zukommen.

5.1.2 Die Folgen einer PPARa-abhédngigen CAR-Transkription fur die Expression von
CAR-Zielgenen

Die CAR-abhangige Transkription von CYP2B1. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die

CAR-Expression in mannlichen Wistar-Ratten durch Behandlung mit PPARa-Agonisten -
womaglich Uber einen PPARa-abhangigen Mechanismus - induziert werden konnte, wurde
auch die Expression des CAR-Zielgens CYP2B1 in den Hepatozyten untersucht. Obwohl es in
der Literatur vereinzelt Hinweise darauf gibt, dass der Spiegel freier Fettsduren die Expression
von CYP2B-Genen beeinflussen kann (Brown, et al. 1995), induzierte Behandlung mit
PPARa-Agonisten allein in dieser Arbeit wider Erwarten das CAR-Zielgen CYP2B1 nicht (Abb.
10, Abb. 11 und Abb. 12). Allerdings wurde die PB-abhangige Induktion der CYP2B-
Expression und -Aktivitdt durch die PPARa-Agonisten signifikant dosis- und zeitabhéngig
verstarkt (Abb. 10 - Abb. 15). AnschlieBende Transfektionsexperimente mit Reportergen-
konstrukten unter der Kontrolle von 2650 bp des Wildtyp-CYP2B1-Promotors der Ratte oder
daraus hergestellten sukzessiven Deletionskonstrukten zeigten, dass die Behandlung mit
PPARa-Agonisten die PB-abhangige Induktion der Reportergenaktivitat steigerte (Abb. 17).
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Diese PPARa-Agonisten-vermittelte Steigerung der PB-abhangigen Reportergenaktivitat fehlte
nur in dem PBREM-Deletionskonstrukt (pGL3CD8). Sie war folglich PBREM-anhangig (-2626
bis -2156 bp). Diese PBREM-abhéngige Wirkung der PPARa-Agonisten steht im Einklang mit
der Beobachtung, dass PPARa-Agonisten CAR induzieren. Die fur die Aktivierung von CAR
nétigen Zwischenschritte, wie die CAR-Translokation in den Zellkern, die Dimerisierung und
vorallem die Rekrutierung von Coaktivatoren an das RXRa:CAR-Heterodimer erfolgen PB-
abhangig und fuhren letztendlich zur Inititation der CYP2B1-Transkription am PBREM (Abb.
39)(Honkakoski, et al. 1998, Kawamoto, et al. 1999).

Die CAR-unabhingige Transkription von CYP2B1. Uberraschenderweise induzierten die

PPARa-Agonisten auch allein, PB-unabhangig und PBREM-unabhangig, die Transkription des
Reportergens (Abb. 17), flhrte jedoch nicht zu einer Zunahme der CYP2B1-mRNA (Abb. 10).
Diese PB-unabhangige Aktivierung, nicht aber die PPARa-Agonisten-vermittelte Steigerung
der PB-abhangige Transkription des Reportergen, fehlte in allen Konstrukten, bei denen der
Bereich von -236 bis -176 bp des proximalen CYP2B1-Promotors deletiert war (Abb. 28). In
diesem proximalen Promotorbereich konnte mittels Computeranalyse ein ER4-Motiv als
potentielle Bindestelle flr Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Die EinfUhrung von
Punktmutationen zerst6rte das ER4-Motiv, hemmte jedoch nicht die PB-unabhangige PPARa-
Agonisten-vermittelte Aktivierung des Reportergens (Abb. 28). Auf weitere Untersuchung
dieses Promotorabschnitts wurde zunachst verzichtet, da diese PB-unabhangige PPARa-
Agonisten-vermittelte Aktivierung vermutlich nicht zu der Steigerung der PB-abhéngigen
Aktivierung des CYP2B1-Promotors beitrug (Abb. 28). AuBerdem wurde PB-unabhéngig keine
CYP2B1-mRNA exprimiert (Abb. 10). Mdglicherweise fehlten flir die Expression und
Aktivierung von CYP2B1 notwendige Co-Aktivatoren. Zudem ist bekannt, das PB in der Lage
ist, RNA zu stabilisieren. Es kénnte daher im Gegensatz zu PPARa-Agonisten auch
posttranskriptionell die Expression von CAR und CAR-Zielgenen férdern (Aida und Negishi
1991, Matsumura und Omura 1973)

Die Expression weiterer CAR-Zielgene. Zurzeit wird die Expression weiterer CAR-Zielgene,

vor allem der Phase-Il des Fremdstoffmetabolismus, untersucht. Vorlaufige Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die PPARa-Agonisten, obwohl sie die CAR-Expression férdern, die PB-
abhangige Expression von CAR-Zielgenen sowohl positiv— wie im Falle des CYP2B1- als auch
negativ beeinflussen kénnen (nicht gezeigt). Fiir die Expression von CAR-Zielgenen sind nicht
nur die CAR-Transkription sondern auch die mRNA-Stabilitdt, der ungestorte Ablauf von
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsprozessen bei der CAR-Translokation, der
Aufbau der responsiven Promotorelemente sowie die Verflgbarkeit von Co-Faktoren,
Dimerisierungspartnern und Liganden von Bedeutung.
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=== Phenobarbital

PPARa-Agonist

Abb. 39: Mégliches Schema der PPARa-Agonisten-vermittelten Induktion von CAR am
Beispiel des CAR-Zielgens CYP2B1.

PPARa-Agonisten  binden im Zellkern an die PPARa-LBD des nukledren
Rezeptorheterodimers PPARa:RXRa. Durch Konformationsanderung von Helix 12 kommt es
zum Austausch von Corepressoren durch Coaktivatoren, z.B. PBP, und damit zur
Rekrutierung des Polymerase |l Transkriptions-Komplexes und Initiation der CAR-
Transkription und Expression. Mdglicherweise férdern PPARa-Agonisten auch die CAR-
Translokation, aber auch als inverse Agonisten die Rekrutierung von Corepressoren.
Gleichzeitige Stimulation der Hepatozyten mit Phenobarbital flhrte zu einer Aktivierung von
CAR, mutmasBlich durch eine vermehrte, phosphorylierungssensitive Translokation in den
Nukleus und dortige dephosphorylierungssensitive Aktivierung. Im Nukleus bilden sich
RXRa:CAR-Heterodimere. PB-abhé&ngig werden zum Teil im Austausch mit Corepressoren,
Coaktivatoren wie PBP und GRIP-1 rekrutiert. An PB-responsive Elemente, wie das DR4-
Motiv im distalen CYP2B1-Promotor, gebundene RXRa:CAR-Heterodimere aktivieren dann
die Transkription von CYP2B1.

5.1.3 Die Beeinflussung der CAR-Aktivitat und CYP2B1-Expression unabhangig von
der CAR-Expression

Die Beeinflussung der CAR-Aktivitdt unabhangig von der CAR-Expression. Guo et al. konnten

zeigen, dass CAR sowohl nach Behandlung mit PB als auch PPARa-Agonisten unter
Beteiligung des Cofaktor PBP in den Zellkern transloziert (Guo, et al. 2007). In Einklang mit
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dieser Beobachtung konnte die Bindung von Kernproteinen an das NR1-Motiv des CYP2B1-
PBREM nicht nur durch PB sondern auch durch PPARa-Agonisten verstarkt werden (nicht
gezeigt). Dennoch induzierte einzig die Behandlung mit PB, nicht aber mit PPARa-Agonisten,
die Expression von CAR-Zielgenen (Abb. 10, Abb. 11 und Abb. 12) (Guo, et al. 2007). Guo et
al. postulierten, dass PPARa-Agonisten im Gegensatz zu PB, welches Cofaktoren rekrutiert,
selbst als inverse Agonisten in die LBP von CAR binden, Corepressoren rekrutieren und damit
die CAR-Aktivitat und die Expression von CAR-Zielgenen hemmen (Guo, et al. 2007). In der
vorliegenden Arbeit wurde die maximale Verstarkung der PB-abhangigen CYP2B1-Aktivitat
durch WY 14643 und GW 7647 bereits bei einer Konzentration von 1 pM erreicht und konnte
durch die 10-fache Menge nicht weiter gesteigert werden (Abb. 14). Bei diesen
Konzentrationen konnten auch Guo et al. noch keine Hemmung der PB-abh&ngigen
Cofaktorrekrutierung durch PPARa-Agonisten feststellen (Guo, et al. 2007). Noch hdhere
Konzentrationen an WY 14643 (in vivo 250 mg/ kg KM, in vitro sogar bis zu 1 mM), wie sie in
den Versuchen von Guo et al. verwendet wurden, fuhren, anders als geringere Dosen, nicht
zu einer Verstarkung der PB-abhangigen Expressung von CAR-Zielgenen, sondern zu einer
Hemmung derselben (Guo, et al. 2007). Tierversuche mit PB und ansteigenden Dosen
PPARa-Agonisten kdnnten zeigen, ob PPARa-Agonisten CAR-Zielgene tatséchlich bei
niedrigen Dosen induzieren und bei hohen Dosen reprimieren.

Die Beeinflussung der CYP2B1-Aktivitdt unabhidngig von der CAR-Expression. PB-

unabhangig wurde PPARa-Agonisten-vermittelt keine CYP2B1-mRNA exprimiert, obwohl die
Transkription eines Reportergens unter der Kontrolle von -2650 bp des CYP2B1-Promotors
aktiviert wurde. Da PB stabilisierend auf mRNA wirkte, kdnnte es, wie bereits erwdhnt, im
Gegensatz zu PPARa-Agonisten auch posttranskriptionell die Expression von CAR und CAR-
Zielgenen férdern (Aida und Negishi 1991, Matsumura und Omura 1973). AuBerdem ist
CYP2B1 ein H&moprotein. Somit ist auch die Bereitstellung von Ham neben dem
Apocytochrom limitierend fir den Aufbau des aktiven CYP2B1-Holocytochromes. Das
Schlisselenzym der Hambiosynthese in Hepatozyten repréasentiert die ubiquitar exprimierte
ALAS-1. Sie wird durch Fremdstoffe induziert und durch freies Hdm gehemmt, und sichert die
adequate Bereitstellung der prosthetischen Gruppe fir das Holocytochrom (Fraser, et al.
2003). Darlber, ob PB die ALAS-1 CAR-abhangig oder CAR-unabhangig induziert, gibt es
widerspriichliche Aussagen (Fraser, et al. 2003, Roberts und Elder 2001, Sinclair, et al. 1990,
Varone, et al. 1999). Da von PPARa-Agonisten weder bekannt ist, dass sie die RNA
stabilisieren noch, dass sie die ALAS-1 induzieren, kénnte nur bei gleichzeitiger Behandlung
mit PB neben der CAR-abhangigen Induktion von CYP2B, eine CAR-unabhangig
Stabilisierung der mRNA die CYP2B1-Expression und durch Bereitstellung von Ham die
CYP2B-Aktivitat férdern.
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5.1.4 Die Bedeutung von PGD2 als Verstarker der PB-abhangigen Expression von
CAR-Zielgenen

Die Hepatozyten stehen in engem Kontakt mit leberspezifischen residenten Makrophagen,
den Kupfferzellen. Diese produzieren auf einen exogenen Reiz, wie z.B. LPS, hin vermehrt
Prostaglandine, hauptséchlich PGDo (Decker 1990). Auch PB-Behandlung fahrt in
Kupfferzellen zur Induktion der COX-2-mRNA-Expression und vermehrter Ausschittung von
PGD» (Kroll, et al. 1999), welches dann Uber den organische Anionen-Transporter PGT in die
Hepatozyten aufgenommen werden kann (Lu, et al. 1996). PGD» ist ein PPARa-Agonist.
(Corton, et al. 2000, Forman, et al. 1997, Kliewer, et al. 1997). Die PB-abh&ngige
Ausschittung von PGDo aus Kupfferzellen kdnnte in vivo Uber eine PPARa-abhéngige
Induktion von CAR zu der PB-abhangigen Expression von CAR-Zielgenen wie CYP2B1
beitragen.

Die Behandlung mit PGD» steigerte, &hnlich den PPARa-Agonisten, die PB-abhéangige
CYP2B1-Aktivitdt (Abb. 30), Protein-Expression (Abb. 31) und CYP2B1-Promotoraktivitat
(Abb. 32). Im Unterschied zu den PPARa-Agonisten (nicht gezeigt) waren weder die CAR-
mRNA-Expression noch die mRNA-Expression des PPARa-Zielgens CPT1 in PGDo-
behandelten Hepatozyten gesteigert (Abb. 33). Auch ein Reportergen unter der Kontrolle von
1,9 kb des Wildtyp-CAR-Promotors der Ratte konnte durch PGD» nicht aktiviert werden (Abb.
34). Der Mechanismus der Induktion der CAR-mRNA-Expression schien zum einen PPARa
unabhangig zu sein und zum anderen nicht auf einer gesteigerten CAR-mRNA-
Expressionsrate zu beruhen. Hepatozyten besitzen neben dem PGT auch heptahelikale
transmembrane Prostaglandin-Rezeptoren auf der Zelloberflache. Den DP-Rezeptor an den
PGD»> hauptséchlich bindet, exprimieren sie allerdings kaum (Fennekohl, et al. 1999). PGD2o
bindet auch an den Gqg-gekoppelten FP-Rezeptor der durch Aktivierung der Phospholipase C
den second messenger Inositoltrisphosphat freisetzt und damit die intrazellulare Kalzium-
Konzentration (Freisetzung aus dem ER) erhéht. Da die Hemmung von Ca2+/ Calmodulin-
Kinasen die Aktivierung von CAR-Zielgenen im Zellkern senkte (Maglich, et al. 2002, Marc, et
al. 2000, Ueda, et al. 2002a), ware es moglich, dass Aktivierung dieser Kinasen durch
intrazellularen Kalzium-Anstieg die Expression von CAR-Zielgenen verbessern wirde. In
weiterfUhrenden Versuchen konnte allerdings gezeigt werden, dass der eigentliche FP-
Rezeptor-Ligand PGFoy die PB-abhangige Transkription von CAR-Zielgenen nicht férderte
(nicht gezeigt).
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5.2 Die Bedeutung einer PPARa-abhdngigen Induktion von CAR bei der
Anpassung des Stoffwechsels an Nahrungskarenz

5.2.1 Die Bedeutung von PPARa

Bei andauernder Nahrungskarenz ist eine schnelle Anpassung des Intermediarstoffwechsels
der Leber lebensnotwendig. Die Hauptenergielieferanten im Fasten sind Triacylglycerole. Sie
werden in der Lipolyse zu Glycerol und Fettsduren abgebaut. Die Fettsduren werden im
Fettgewebe durch die hormonsensitive Lipase freigesetzt, zur Leber transportiert, mit CoA
aktiviert (LCAS), in die Mitochondrienmatrix transportiert (CPT | und Il) und in der B-Oxidation
in Acetyl-CoA-Reste aufgespalten (MCAD). Acetyl-CoA wird dann entweder in den
Citratzyklus eingeschleust oder in Ketonkérper umgewandelt (HMG-CoAS), die die
Energiezufuhr im ZNS sichern (Abb. 40). Sehr lange Fettsduren werden vor ihrem Abbau in
der mitochondrialen B-Oxidation in den Peroxisomen [-oxidiert (ACO, BIEN). Zusatzlich
induziert PPARa die mikrosomale w—Oxidation von Fettsduren (CYP4A1). Die Glycogenolyse,
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Abb. 40: Vereinfachtes Schema des Substratflusses in der Leber bei Nahrungskarenz
Glucose und Fettsauren sind die wichtigsten Energielieferanten des Korpers. Die Leber sichert
die Bereitstellung fur periphere Zellen. Die von PPARa aktivierten Stoffwechselwege des
Fettsdure—Katabolismus und der Gluconeogenese sind grin hervorgehoben und einige
Zielgene rot markiert.
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aber vor allem die Gluconeogenese aus Glycerol, glucogenen Aminosauren und Lactat stellt
das MindestmaB an Glucose fir obligate Glucoseverwerter, wie Erythrocyten, Nervenzellen
oder das Nierenmark bereit. PPARa kontrolliert Gber die Induktion der in Klammern
angegebenen Enzyme die Energiebereitstellung aus Fettsduren (M. Bauer, et al. 2004,
Corton, et al. 2004, Ferre 2004, Kersten, et al. 1999, Kroetz, et al. 1998, Mandard, et al.
2004). Auch die Gluconeogenese wird durch PPARa geférdert. Im Promotor der
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, die dem Citratzyklus Oxalacetat entzieht und es zu
Phosphoenolpyruvat umwandelt (Abb. 40), wurde ein funktionales PPRE (DR1-Motiv) entdeckt
(Scribner, et al. 2007). PPARa-(-/-)-Mause sind stark hypoglykdmisch. Sie oxidieren in
extrahepatischem Gewebe vermehrt Glucose, da sie aufgrund einer gestérten B-Oxidation
nicht auf Fettsguren als Energielieferant zurlickgreifen kénnen. Ferner ist bei ihnen die
hepatische Gluconeogenese vermindert. Neben PPARa hemmte auch die AMP-Kinase, die
durch das bei Nahrungskarenz ansteigende Verhaltnis von AMP zu ATP aktiviert wird, die
hepatische Glykogenproduktion und Lipidsynthese und férdert die Fettsdureoxidation (Foretz,
et al. 2005, Kahn, et al. 2005). Rencurel et al. zeigten, dass auch die AMP-Kinase fur die
Expression von CAR-Zielgenen wie CYP2B von Bedeutung sein kdnnte (Rencurel, et al.
2006).

Die Requlation der PPARa-Aktivitdt. Neben PPARa:RXRa-Heterodimeren bevorzugen auch

RXRa:LXRa-Heterodimere sowie HNF4a- und RXRa-Homodimere DR1-Motive. Die jeweilige
Affinitat zu einem DR1-Motiv wird durch den 5- oder 3’-Bereich des responsiven Elements
definiert. Die Bindung eines Rezeptordimers fihrt dann je nach Bindeelement zur Aktivierung
oder Repression des betreffenden Gens. So ist z.B., bekannt, dass PPRE durch RXRa:LXRa-
Heterodimere und LXR-responsive Elemente durch PPARa:RXRa-Heterodimere blockiert
werden kénnen (Adamson, et al. 2006, |Jpenberg, et al. 1997, Yoshikawa, et al. 2003).
PPARa wird wie HNF4a durch Fettsdurethioester (endogener oder exogener Ursprung) aber
auch Fibrate aktiviert (Schroeder, et al. 2005). Der Sattigungs- und Verzweigungsgrad der
Fettsdure ist dabei entscheidend flr die Initiation oder Repression der Rezeptoraktivitat.
Ungeséttigte Fettsaurethioester (FS-CoA) aktivieren PPARa und hemmen als inverse
Agonisten die HNF4a-Aktivitdt und damit die Expression von HNF4a-regulierten Genen wie
der Pyruvat-Kinase oder Fettsdure-Synthase (Adamson, et al. 2006, Hertz, et al. 2001, Hertz,
et al. 2005, Hostetler, et al. 2006, Petrescu, et al. 2005, Schroeder, et al. 2005).

5.2.2 Die Beeinflussung des CAR-vermittelten Thyroidhormon-Stoffwechsels durch
PPARa

Die Menge der Schilddriisenhormone Thyroxin (T4) und Trijodthreonin (T3) im Serum
korreliert mit der Héhe des Grundumsatzes und sinkt bei Nahrungskarenz. T3 ist die aktive
Form, die Uber die Aktivierung des Thyroidhormon-Rezeptor die Thermogenese erhoht. Die
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Deiodinase Typ 1 kann das Prohormon T4 entweder durch Deiodinierung des duBeren Ringes
in aktives T3 umwandeln oder durch Deiodinierung des inneren Ringes inaktivieren. Bei
sulfatiertem T4 wurde nur doch die Deiodinierung des inneren Ringes, d.h. die Inaktivierung,
beobachtet. Ein weiterer Weg T4 zu inaktivieren und eliminieren ist die Glucuronidierung durch
Mitglieder der UGT1-Familie und anschlieBende Exkretion. Interessanterweise wiesen auch
Ratten, die langere Zeit mit PB behandelt wurden, weniger T4 und mehr glucuronidiertes T4
im Serum auf (Hood und Klaassen 2000). Sowohl PB als auch Nahrungskarenz induzierten
CAR und CAR-Zielgene (M. Bauer, et al. 2004, Goodwin und Moore 2004, Maglich, et al.
2004, Qatanani, et al. 2005). Maglich et al. zeigten, dass CAR-(-/-) Mause ohne
Nahrungszufuhr signifikant mehr Gewicht verloren als Wildtypmause (Maglich, et al. 2004).
Sie schlussfolgerten, dass die CAR-abhangig im Fasten induzierten Phase-II-Enzyme SULTN
und UGT1A1 am Abbau des Schilddrisenhormons T4 (Thyroxin), und damit der Senkung des
Grundumsatzes bei Nahrungskarenz beteiligt sind (Hood und Klaassen 2000, Maglich, et al.
2004, Xie, et al. 2003). In weiterfihrenden Experimenten mit primdren Hepatozyten der Ratte
konnte gezeigt werden, dass zusétzliche Behandlung mit WY 14643 die PB-vermittelte
Degradation von T3 im Kulturmedium beschleunigte (nicht gezeigt). Wie bereits erwahnt,
konnte bei gefasteten PPARa-(-/-)-Sv/129-Mausen im Gegensatz zu Wildtypmausen keine
Steigerung der CAR-mRNA-Expression beobachtet werden (Wieneke, et al. 2007),
wohingegen bei dem von Martin, et al. verwendeten PPARa-(-/-)-Mausstamm bereits eine
erhdhte basale CAR-Expression detektiert werden konnte (Martin, et al. 2007). Fasten wurde
von den beiden PPARa-(-/-)-Mausstammen unterschiedlich gut toleriert. Wahrend bei PPARa-
(-/-)-Sv/129-Mause bereits eine Fastenperiode von 24 h zu erheblicher Beeintrachtigung des
Allgemeinbefindens flhrte, duldeten PPARa-(-/-)-C57BL/6J-Mause langeres Fasten. Eventuell
besitzen PPARa-(-/-)-C57BL/6J-Mause aufgrund der erhdhten basale CAR-Expression einen
niedrigeren Grundumsatz als PPARa-(-/-)-Sv/129-Mause.

PPARa koordiniert im Fasten womd@glich nicht nur die Energiebereitstellung aus Fettsduren
sondern auch - Uber die Induktion von CAR - den Abbau der Schilddriisenhormone, dass heif3t
die Senkung des Grundumsatzes.

5.2.3 Die Beeinflussung der Nahrungsaufnahme durch CAR und PPARa

Nach Behandlung von Ratten mit PPARa-Agonisten verringerte sich interessanterweise deren
Nahrungsaufnahme (Larsen, et al. 2003). Die Nahrungsaufnahme wird im Hypothalamus
durch Glucocorticoide (Cortisol, Dexamethason), Uber GR-abhangige Induktion von
Neuropeptid Y (NPY) und NPY-Rezeptorsubtyp | (NPYR-I), verstarkt (Cavagnini, et al. 2000,
Misaki, et al. 1992, Weng, et al. 1995). Dexamethason wird in der Leber hauptséchlich durch
CYP3A4, welches durch PXR, aber auch CAR aktiviert wird, abgebaut (Cholerton, et al. 1992,
Maglich, et al. 2002, Pascussi, et al. 2001). Wenn CYP3A4 bereits vor der Behandlung mit
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Dexamethason mit einem CAR-Aktivator induziert wurde, konnte kein orexigener Effekt
beobachtet werden (Qatanani, et al. 2004). Dexamethason selbst aktiviert nur den
Glucocorticoid-Rezeptor (GR). Da im humanen CAR-Promotor ein funktionales Glucocorticoid-
responsives Element (GRE) identifiziert werden konnte, férderte Dexamethason so die
Aktivitdt von CAR und seinen eignen Abbau durch CAR-abhangig induziertes CYP3A4
(Pascussi, et al. 2003, Pascussi, et al. 2001, Sueyoshi, et al. 1999). In CAR(-/-)-Mausen war
im Vergleich zu Wildtypmausen der Abbau von Dexamethason gestoért. Sie zeigten daher nach
Dexamethason-Behandlung eine verstarkte Futteraufnahme und erhéhte NPY und NPYR-I
mRNA-Expression (Qatanani, et al. 2004). Eine Ursache flr die geringere Nahrungsaufnahme
in PPARa-Agonisten behandelten Ratten kénnte ein verstarkter Abbau von Glucocorticoiden
durch CAR-abhangig induziertes CYP3A4 sein. Die geringere Menge an Glucocorticoiden im
Blut kdnnte im Hypothalamus zur Senkung der NPY und NPYR-I-Expression und damit zu
verringerter Nahrungsaufnahme fuhren. Auch hier ware es interessant, die beiden
unterschiedlichen PPARa-(-/-)-Mausstamme (C57BL/6J- und Sv/129-Mause) hinsichtlich ihrer
Futteraufnahme und der CAR, NPY und NPYR-I-Expression im Gehirn mit dem
entsprechenden Wildtyp und mit Wistar-Ratten zu vergleichen. Es ware zu erwarten, dass die
NPY und NPYR-I-Expression und damit die Futteraufnahme in PPARa-(-/-)-C57BL/6J-Mausen
aufgrund der héheren basalen CAR-Expression geringer ausféllt als in PPARa-(-/-)-Sv/129-
Mausen.

5.3 Die Bedeutung einer PPARa-abhangigen Induktion von CAR flir weitere
Stoffwechselwege

Neben der bereits beschriebenen Beeinflussung der Adaptation an Nahrungskarenz, sind in
der Literatur noch andere Stoffwechselprozesse beschrieben, in denen eine PPARa-
abhangige Induktion von CAR von Bedeutung sein kénnte. So sind CAR-abhangig induzierte
Enzyme der Phasen der Biotransformation wichtig fir die Verstoffwechselung von
Xenobiotika. Auch der Cholesterol- und Gallensaure-Stoffwechsel wird durch CAR und
PPARa beeinflusst.

5.3.1 Die Beeinflussung des Fremdstoffmetabolismus durch eine PPARa-abhangige
Induktion von CAR

Zu den murinen, CAR-abhangig regulierten, fremdstoffmetabolisierenden Enzymen gehéren
z.B. die Phase-lI-Enzyme der CYP2B-Familie, die Phase-ll-Enzyme GST1A1, SULTN,
UGT1A1, UGT2B1 und die Phase-lll-Enzyme MRP 1-3 (Maglich, et al. 2002, Qatanani, et al.
2005). Unter Bedingungen in denen PPARa aktiviert wird (Keller, et al. 1993, Kersten, et al.
1999, Kliewer, et al. 1997), konnte in Nagern oft eine erhdhte CAR-Expression festgestellt
werden. So wurden im Diabetes vermehrt CAR und dessen Zielgen CYP2B exprimiert (Pass,
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et al. 2002, Truong, et al. 2005, Yoshinari, et al. 2006). Wahrend des Fastens und bei
Behandlung mit Ketonkérpern oder Fischél wurde ebenfalls eine erhéhte Expression von CAR
und/ oder CAR-Zielgenen beobachtet (Chen, et al. 2001, Maglich, et al. 2004, Martin, et al.
2007, Zangar und Novak 1997). Auch in der vorliegenden Arbeit steigerte dieVerfltterung von
Fischél, das reich an Eicosapentaensaure ist, die CAR-Expression bei Ratten signifikant (Abb.
38). Da neben dem Barbiturat PB, endogen anfallendes Bilirubin, aber auch Umweltgifte (z.B.
DDT) und Insektizide (z.B. Permethrin) zu den CAR-Aktivatoren zahlen, fihrt eine erhdhte
CAR-Expression leicht zu einer erhéhten CAR-Aktivitat. Interindividuelle Unterschiede in der
Expression des humanen CYP2B1-Homologs CYP2B6 spielen eine groBe Rolle bei der
Bekdmpfung von Krebs mit Cyclophosphamid. CYP2B6 katalysiert die Aktivierung von
Cyclophosphamid zu 4-Hydroxy-Cyclophosphamid, das dann mutagen und cytostatisch wirkt
und so das Wachstum der Tumorzellen bekampft (Chang, et al. 1997, Code, et al. 1997,
Yamazaki, et al. 2002). Das Analgetikum Acetaminophen (Paracetamol) wird durch CYP2B6
zu dem hepatotoxischen, unerwinschten Zwischenprodukt N-Acetyl-p-benzoquinoneimin
umgewandelt. In Bezug auf eine PPARa-abhangige CAR-Expression sind, abh&ngig von dem
Medikament, verschiedene Szenarien denkbar. In besonderen Stoffwechsellagen, die die
Aktivierung von PPARa begunstigen (Diabetes, fettreiche Diat, Fasten, Behandlung der
Dyslipidamie mit Fibraten), kénnte eine PPARa-abhéngige Induktion der CAR-Expression die
Aktivitat von Phase-I-Enzymen wie CYP2B6 oder auch CYP3A4 steigern. Bei Medikamenten,
die durch CAR-abhangige Phase-I-Enzyme inaktiviert werden, ware dann die Wirksamkeit
herabgesetzt. Hingegen die Wirksamkeit von Cyclophosphamid, aber auch die Hepatotoxizitat
von Acetaminophen kdnnten ansteigen. Neben der Aktivierung durch Phase-I-Enzyme hangt
die Wirksamkeit dieser Medikamente auch von der Effizienz der Konjugation durch Phase-II-
Enzyme und der Exkretion durch Phase-lll-Enzyme ab. Da erste Hinweise vorliegen, dass die
PB-abhangige Induktion von CAR-Zielgenen in Abhangigkeit von ihrem PBREM in
Hepatozyten durch Behandlung mit PPARa-Agonisten nicht nur positiv sondern auch negativ
beeinflusst werden kann (nicht gezeigt), ist es auch méglich, dass durch PPARa-Agonisten
notwendige CAR-abhangige Phase-II- und Phase-Ill-Enzyme reprimiert werden. Es wurde z.B.
beobachtet, dass PPARa-(-/-)-M&usen wesentlich spater aus der Narkose (Pentobarbital)
erwachten als vergleichbare Wildtypmause. Der Abbau von wirksamen, aber auch toxischen
Zwischenprodukten konnte sich also verzégern und die Wirksamkeit der Medikamente
verandern oder zu Schadigung der Leber flhren.

Kurzlich berichteten Guo et al., dass Fibrate und synthetische PPARa-Agonisten, wenn
sie in hohen Dosen verabreicht wurden, als CAR-Antagonisten in die CAR-LBD binden und
die CAR-Aktivitdt hemmen kénnen (Guo, et al. 2007). Diese Inaktivierung von CAR wirde den
Abbau CAR-abhangig verstoffwechselter Medikamente empfindlich beeintréchtigen. Allerdings
konnten Guo et al., keine Hemmung der CAR-Aktivitdt durch endogene PPARa-Agonisten
oder therapeutische Dosen an Fibraten nachweisen (Guo, et al. 2007).
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5.3.2 Die Beeinflussung des Cholesterol- und Gallensauremetabolismus durch eine
PPARa-abhéngige Induktion von CAR

HNF4a-Homodimere sowie LXRa-, FXR- CAR- und PPARa-Heterodimere bilden in der Leber
gemeinsam ein Netzwerk zur Regulation des Fettstoffwechsels sowie der Cholesterol- und
Gallensaure-Biosynthese (Abb. 41). Der Cholesterol- und Gallensduremetabolismus wird
hauptsachlich durch die nukledren Rezeptoren LXRa und FXR kontrolliert. Dies ist von
entscheidender Bedeutung, denn ein Mangel an Cholesterol beeintrachtigt z.B. die
Steroidhormonsynthese.  Ein  UberschuB  hingegen kann die Entstehung von
Cholesterinsteinen und Atherosklerose férdern. Gallensduren wiederum sind wichtig fur die
Bildung von Micellen bei der Fettverdauung kénnen aber im UberschuB zum lkterus und
Nervenschadigung fuhren.

Die LXRa-abhingige Gallensauresynthese. Aktivierter LXR verstéarkt Uber die Induktion von

CYP7A1 (in Nagern) die Umsetzung von Cholesterol zu Gallensduren (Abb. 41). Zusétzlich
stimuliert er Gber die Induktion von SREBP-1c die Fettsduresynthese und VLDL-Sekretion und
inhibiert weiterhin die PPARa-abhangige Fettsaureoxidation durch Blockieren der PPREs von
PPARa-Zielgenen (Chiang, et al. 2001, Ide, et al. 2003, Pawar, et al. 2003). LXRa kann
PPARa-abhéangig induziert werden und wird durch Oxysterole, die nach Cholesterolfiitterung
in der Leber akkumulieren, oder Mevalonat, ein Zwischenprodukt der Cholesterolbiosynthese,
aktiviert (Francis, et al. 2003, Tobin, et al. 2000).

Der FXR-abhangige Gallensdureabbau. FXR hingegen senkt den Gallensaurespiegel und wird

durch sekundéare Gallensauren aktiviert (Pineda Torra, et al. 2003). Aktiviertes FXR induziert
SHP, welches die CYP7A1-Transkription und somit die Entstehung von Gallensduren hemmt
(Abb. 41) (Eloranta und Kullak-Ublick 2005, Goodwin, et al. 2000). FXR induziert auBerdem
den Gallensaureabbau. Im Einzelnen werden die Konjugation mit UDP (UGT2B4) oder Taurin
oder Glycin zu Gallensalzen (Bacs und Bat), der Export der Gallensalze (BSEP, MDR3) und
der Rucktransport sekundarer Gallensauren aus dem lleum (I-BABP) induziert (Abb. 41). So
verhindert FXR zum einen die Depletion von Cholesterol und zum anderen die Anh&ufung von
toxischen Gallensalzen. Auch PPARa wird durch FXR induziert (Pineda Torra, et al. 2003).

PPARa und der Gallensduremetabolismus. PPARa-abhangig wird, z.B. im Fasten oder nach

Behandlung mit PPARa-Agonisten, Uber die Repression der LXRao-Zielgene CYP7A1 und
SREBP1c die Gallensaure- und Fettsduresynthese gehemmt (Abb. 41) (Gbaguidi und Agellon
2002, Kersten, et al. 1999, Marrapodi und Chiang 2000, Patel, et al. 2000, Pawar, et al. 2003,
Yoshikawa, et al. 2003). Aufgrund der gehemmten Gallensduresynthese besteht daher bei
Fibratbehandlung ein vermehrtes Risiko Cholesterinsteine zu bilden.
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Abb. 41: Das Netzwerk nuklearer Rezeptoren zur Regulation des Cholesterol- und
Gallensauremetabolismus in Nagern.

FXR und LXRa sind die Hauptregulatoren des Cholesterol und Gallensaure-Metabolismus.
Oxysterole aktivieren LXRa, welcher dann neben HNF4a Uber die Induktion von CYP7A1 die
Synthese von Gallensauren (GS) aus Cholesterol aktiviert. Eine erhéhte Menge an
Gallensauren wiederum aktiviert FXR, welcher Gber die Induktion von SHP die CYP7A1-
Expression und damit die Gallensauresynthese, hemmt. Gleichzeitig senkt FXR den
Gallensaurespiegel, indem er Enzyme induziert, die die Konjugation der Gallensauren
(UGT2B4, Bacs, Bat) zu Gallensalzen (GT) und die Exkretion dieser Gallensalze (MDRS,
BSEP) in den Gallengang férdern. CAR wird durch exzessiv hohe Gallensédurespiegel aktiviert
und induziert dann ebenfalls die Expression von Enzymen, die die Konjugation (SULT2A1)
und Exkretion (MRP2, MRP3) der Gallensauren beschleunigen. Auch die Synthese toxischer
Gallensauren (CYP7A1) wird durch CAR und PPARa gehemmt. Da PPARa in
Zusammenhang mit der Regulation des Fettstoffwechsels LXRa-Effekte antagonisiert,
erscheint es durchaus sinnvoll, dass PPARa durch die Induktion von CAR auch den
Gallensaureabbau unterstutzt.

CAR und der Gallensauremetabolismus. Eine hohe Konzentration an Gallensduren aktiviert
CAR (Guo, et al. 2003, Xie, et al. 2003). Es ist ein Schutzmechanismus, der in die
Gallensauresynthese eingreifen kann, wenn der FXR-abhangige Gallensaureabbau
unzureichend ist (Huang, et al. 2003, Huang, et al. 2006). CAR fuhrt, wie FXR, zur Senkung
des Gallensaurespiegels. Zum einen hemmt CAR die Gallensauresynthese (CYP7A1) und

zum anderen verstarkt er, Uber die Induktion von Sulfatasen und Transportern wie MRP2 und
3, die Gallens&ureexkretion (Abb. 41) (Miao, et al. 2006).
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In Zusammenhang mit der Regulation des Fettstoffwechsels antagonisiert PPARa die
anabole Wirkung von LXRa. Durch die Induktion von CAR unterstitzt PPARa mdglicherweise
auch den Gallensaureabbau. CAR kénnte dann vermehrt durch Gallensauren aktiviert werden
und neben FXR zur Induktion des Abbaus und der Exkretion von Gallensauren beitragen.
Dieser zusatzliche Regelkreis kénnte verhindern, dass sich toxische Cholesterolmetabolite in
den Hepatozyten anhaufen.

5.4 Schlussfolgerung

Die Beobachtung, dass synthetische PPARa-Agonisten die PB-abhangige Aktivitdt des CAR-
Zielgens CYP2B steigern, wurde in der vorliegenden Arbeit eingehend untersucht.

Synthethische PPARa-Agonisten verstéarkten Gber ein potentielles PPRE im CAR-
Promotorbereich von -942 bp bis -930 bp oberhalb des mutmaBlichen Transkriptionstarts die
CAR-Transkription und steigerten so die CAR-Expression. Da diese PPARa-Agonisten-
vermittelte CAR-mRNA-Expression in PPARa-(-/-)-Mausen fehlte und auBerdem in band shift
Experimenten gezeigt werden konnte, dass dieses PPRE nach PPARa-Uberexpression
verstarkt Kernprotein akkumulierte, gehért CAR mit groBer Wahrscheinlichkeit auch zu den
PPARa-Zielgenen (Wieneke, et al. 2007). CAR ist im inaktiven Zustand entweder im Cytosol
im Komplex mit HSP:90 und CCRP an das Cytoskelett gebunden oder aber im Kern durch
inverse Agonisten wie Androstan gehemmt. Die Transkription von CAR-Zielgenen ist folglich
nur méglich, wenn CAR zuvor, z.B. durch PB oder PB-ahnliche Aktivatoren, wie Insektizide,
aktiviert wurde. Tatsachlich konnten in primar kultivierten Hepatozyten der Ratte die PBREM-
abhangige CYP2B1-Transkription, die CYP2B-mRNA- und CYP2B-Proteinexpression sowie
die CYP2B-Aktivitat nur nach Behandlung mit PB detektiert werden. Zusétzliche Inkubation mit
den synthetischen PPARa-Agonisten WY 14643 und GW 7647 steigerte diese PB- und
PBREM-abhangige CYP2B1-Induktion dosis- und zeitabhangig. Nach Induktion von CAR
durch PPARa verfigen Hepatozyten offenbar Gber mehr CAR, das aktiviert werden kann, um
die Expression von CAR-Zielgenen zu steigern. Da synthetische PPARa-Agonisten auch in
vivo die CAR-Expression und die PB-abhangige CYP2B-Aktivitat verstarkien, kdnnte eine
PPARa-abhangige CAR-Expression physiologisch relevant sein.

Durch ihre Beteiligung am Abbau von Schilddrisenhormonen sind CAR-Zielgene an
der Regulation des Grundumsatzes beteiligt. Die fastenabhangige Steigerung der CAR-
Expression ist in PPARa-(-/-)-Mausen, die basale CAR-Expression hingegen in HNF4a-(-/-)-
Mausen gestért. Neben HNF4a als Regulator der basalen CAR-Expression kdnnte PPARa fir
die fastenabhéangige Induktion der CAR-Expression, die die Senkung des Grundumsatzes zum
Ziel hat, von Bedeutung sein. Die unterschiedlichen PPARa-(-/-)-Mausstdamme in denen CAR
basal entweder reprimiert oder Uberexprimiert wird, kdnnten fir eine Reihe von weiteren
Experimenten genutzt werden. So wére es interessant zu wissen, ob PPARa-(-/-)-C57BL/6J-
Mausen aufgrund der erhdhten basalen CAR-Expression einen vermehrten
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Schilddriisenhormonabbau und einen niedrigeren Grundumsatz als PPARa-(-/-)-Sv/129-
Mause vorweisen. Zudem konnte festgestellt werden, ob die NPY und NPYR-I-Expression im
Gehirn und damit die Futteraufnahme in PPARa-(-/-)-C57BL/6J-Mausen aufgrund der héheren
basalen CAR-Expression verglichen mit dem Wildtyp geringer ausfallt als in PPARa-(-/-)-
Sv/129-Mausen und aufgrund des schnelleren CAR-abhéngigen Abbaus weniger stark durch
Dexamethason induziert werden kann. Des Weiteren misste dann erfasst werden, ob sich die
die NPY und NPYR-I-Expression nach Aktivierung von PPARa durch Fasten oder Fischdl in
Sv/129-Wildtypméausen und den entsprechenden PPARa-(-/-)-Sv/129-Mausen aufgrund einer
PPARa-abhangigen CAR-Induktion unterscheidet. Da Ding et al. ein funktionelles HNF4a-
responsives Element im proximalen murinen CAR-Promotor identifizierten, kénnte eine
vermehrte Aktivierung von HNF4a zu der beobachteten erhdhten basalen CAR-Expression in
dem einen Mausmodell beitragen (Ding, et al. 2006). Anhand weiterer HNF4a-Zielgene, z.B.
HNF1aq, lieBe sich feststellen, ob HNF4a in diesem Stamm tats&chlich aktiver ist.

Auch bei der Regulation des Gallensduremetabolismus kénnte eine PPARa-abhangige
CAR-Expression und damit verbesserte Expression von CAR-Zielgenen einen
Schutzmechanismus gegen exzessive Gallensaurebelastung im Hepatozyten darstellen. Der
Phanotyp der PPARa-(-/-)-Mausen unterscheidet sich unter Standardbedingungen nur wenig
vom Wildtyp, viele Mangelerscheinungen werden erst im Fasten sichtbar. Es ware jedoch
auch interessant die Langzeitfolgen fir den Cholesterol und Fettstoffwechsel unter
Standardbedingungen bei PPARa-(-/-)-C57BL/6J-Mausen (CAR-Uberexprimierend) und
PPARa-(-/-)-Sv/129-Mausen zu erfassen.

Es ist bekannt, dass Menschen aufgrund ihrer variablen Ausstattung mit Enzymen der
Biotransformation (Polymorphismen, Umweltbelastung) Medikamente unterschiedlich schnell
metabolisieren. Unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen, in denen
PPARa aktiviert wird (fettreiche Diat, Fasten, Diabetes, Behandlung der Dyslipidamie mit
Fibraten), kdnnte eine PPARa-abhangige Induktion der CAR-Expression die Aktivitat von
Phase-I-Enzymen wie CYP2B6 verstarken und damit die Aktivierung von Cyclophosphamid
und die Giftung von Acetaminophen beschleunigen. Ein Einfluss von PPARa-Aktivierung auf
CAR-abhéngige Phase-ll- und Phase-lll-Enzyme und damit die Wirkung der von lhnen
abgebauten Medikamente erscheint wahrscheinlich. Bei der Behandlung mit Medikamenten,
die Uber toxische Zwischenstufen abgebaut werden, kdnnten Menschen mit erhéhter PPARa-
Aktivitat einem héheren Risiko der Organschadigung ausgesetzt sein.

Das von Kupfferzellen sezernierte PGDo schien die Expression des CAR-Zielgens
CYP2B1 auf einem noch nicht bekannten PPARa-unabhangigen Weg zu férdern. Um
abzuklaren, ob es sich dabei um einen CYP2B1-spezifischen oder einen generellen
Mechanismus der Beeinflussung der CAR-Zielgenexpression durch PGDo-Behandlung
handelt, missten zunachst weitere CAR-Zielgene untersucht werden.
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ANHANG |

-2650 bis +29 bp des CYP2B1-Promotorbereichs wurden dber die Nhel-Schnittstelle der
multi cloning site in pGL3 einkloniert .
pGL3C2B1
Nhel
aciaacAGGTTCCCAACCATTTGGCCTACGAATTTCATAAACTCATTGTTTTTGATAGCTGAG
-2650
TAATATTCCATTGTGTAGATGTACCACATTTTCTGTATCCATTCCTCTGTTGAAGGGGATC
TGGGTTCTTTCCATTTTCTGGCTATTATAAATAAGGCTGCGATGAACATAGTGGAGCACG
TGTCTCTTTTATATGTTGAGGCATCTTTTGGGTATATGCCCAAGAGAGGTATAGCTGGAT
CCTCAGGCAGTTCAATGTCCAATTTTCTGAGGAACCTCCAGACTGATTTCCAGAATGGTT
TTACCAGTGGCCGCACCCTTCTTATGATGTTCAGCCAATGCCTTTCTGGATCGTGGACA
CAACCTTGAAGAAGTGCACTTCAGTGACCTAGGGGGAAGGTCAGAAAACCATGGTGATT

PEREM: NR1 NF1 NR2
TCAGGCACAGACTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGACTGA

CACCAGGACCTTGCTCCTGCCAGGCTGGGTGATCTGGCACTGAAGTCCAGCTCAGGGT
TCCCATTGGGAGCCATGAAGTGCATTCCATGCAGGAAGTGGTGCAGTCTTCACATTTTG
GAGAGGTATATTGCCTTCACCTATTAATAGACAGAAGTACAGAGAGGTTAAGAGCATTTT
CTAAGGTCATACGGTGGATTAGAACTACAATGCACACATGATAGCTACTTTCTAAACATG
ACCATCAAGTCCTTGAAATGTTCCAGATGTGGTAGCACATATCTGTAGTCCCAGCAGTG
GACAGGCCAGAGGAGAACATTATAAATTCAAGGCCAGCCTGGGATATATAGGGAGACC
TTGTCTAAGACAAACAGATGAAGAGTCCAACCAATGCATTTAAAATGTTTGATGGTTTGA
ACCTATTTACTTCAGAAGTTGAGGCAAGTTGACCTCAAGTTAAAGGCCAGTCTGAGCTG
TAAAGGGAGACCCAGAACAGATAGTTGAATATGGTATCACGAACCTGTAATTCTTACACT
TGGGAGGTAGAGGCAGAAGGACCAGGAGTTCAAAGCTAACCTGTGATACAAAGCAACT
GAGAAGAAGGATTTATTTTTTCTTAGTTTCATTGCAGGGGAGGTATGACATTTGGGGCTT
TGGTCTAGATGTGGGAGCTTGTGGTTGTTTCTCTATATGGCGGATGGAAGAAGGAGGAC
GAAGAGGATATATGTTTATATGTAGTGGAGTTGTGACTCATTAGGTTGATCAACAATCTG
CTTCTTTCTTGCAAGCTTTTCCTCTAAGTGTCCTGCACCCCCCCACCCCAATAATATCAG
TTAGGGTACAAAGTGTTGAAACATGAACTTCTGAGACAGATTTCACATTCAAATAGAACA
CATTATGAATAGATTAATGTTATCACTGTAGTGGTGGGCTGGTGAAGAATGTTCAATTCC
TTTTAGCAAGATGGGAGGTCAGAGAACTTCCTGTGCTATGAACAAATCAGAAGGATGAA



ANHANG Il

GGGAACCATTTGTCATTAGACACAGTGTTCAGAGACTATCTTTGTTAGGTTCACTATTTC
TGTGATAAAACCTCACAGCAGAAAGCAACTTGGGGAAAAGGGTTTATTTTGCTTGCACTT
TACAGTTTGTCAAACAAGGAAGTCAGGGCAGGATGACAAGGCAGGACCTCGGAGGCAG
GAGCTGATGCAGAGGCCATGGAGGGATGCTTCTCACTGACTTGCTCATTAGGGCTTGC
TCAGCCTGATTTCTTACAGAACCCAAGACTTTCTTACAGAAGTCCAGGGGTGGAATTTCC
CACAGTGGGTGGTGCCCTCCCTCATGCAAACACTAATTAAGAAAATGCTCTTCAGGCTT
GCGTGTAGTGTGATCTTATGGATCCATTTTCTCAATTCAAGTTCTCTCCTCTCAAATGACT
CTAGCTTGTATCATGTTGACACAAAAGTTAGCTAACCCAGAGACCCAGGGGCCCCAACT
GCTTCTCTGCCAGGTTTCAGCCTCTCTCTCCATTTGACTCCTGAGCCTCCCTGCTCCTG
AATCTCTTGCCTTTCCTTTCTTTTCCTCTGCATTCTCCCATCTCTGGCTACCATGGGCCA
GAGAGTGAAATGGGGACT;;EEAAATTGGATTTGTAGACTTTTGAAAGAGAGGGACAGG
GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA
TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT

ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACCCAGTGCATCTAGACTCAGAC

PPRE
AAAGAAATATACATCTGTACGTTTATATCAGAA GCATATA
OARE
GCGTGCACGCACACACACAATCCCATGCCCTAGTAAGTAAACAGAGCTGACAAAACTGA

ER4
GCTGACAAGTGCACACCCATCCCCATAAAACAAGAGGCCTAAGTCCCAGTGCCCTTTTG

TCCTGTGTATCTGTTTCGTGGTGTCCTTGCCAACATCTATGGTGTGGGTAAGGGAATGA
GGAGTGAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGAAGTTGCATAACTGAGTGGAGG

GGCGGATTCAGCATAAAAGATCCTGCTGGAGAGCATGCACTGAAGTCTACCGTGGTTAC
Nhe |
ACCAGGAgoa0c CGGGCTCGAGATCTGOGATCTAAGTAAGCTTGECATTCCGATACTETTGETALAG CCACT
+29 +Luc



ANHANG 1

pGL3CD2
Nhe
2ct20:AGGTTCCCAACCATTTGGCCTACGAATTTCATAAACTCATTGTTTTTGATAGCTGAG
TAATATTCCATTGTGTAGATGTACCACATTTTGTGTATCCATTCCTCTGTTGAAGGGGATC
TGGGTTCTTTCCATTTTCTGGCTATTATAAATAAGGCTGCGATGAACATAGTGGAGCACG
TGTCTCTTTTATATGTTGAGGCATCTTTTGGGTATATGCCCAAGAGAGGTATAGCTGGAT
CCTCAGGCAGTTCAATGTCCAATTTTCTGAGGAACCTCCAGACTGATTTCCAGAATGGTT
TTACCAGTGGCCGCACCCTTCTTATGATGTTCAGCCAATGCCTTTCTGGATCGTGGACA
CAACCTTGAAGAAGTGCACTTCAGTGACCTAGGGGGAAGGTCAGAAAACCATGGTGATT

PEREM: NR1 NF1 NR2
TCAGGCACAGACTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGACTGA

CACCAGGACCTTGCTCCTGCCAGGCTGGGTGATCTGGCACTGAAGTCCAGCTCAGGGT
TCCCATTGGGAGCCATGAAGTGCATTCCATGCAGGAAGTGGTGCAGTCTTCACATTTTG
GAGAGGTATATTGCCTTCACCTATTAATAGACAGAAGTACAGAGAGGTTAAGAGCATTTT
CTAAGGTCATACGGTGGATTAGAACTACAATGCACACATGATAGCTACTTTCTAAACATG
ACCATCAAGTCCTTGAAATGTTCCAGATGTGGTAGCACATATCTGTAGTCCCAGCAGTG
GACAGGCCAGAGGAGAACATTATAAATTCAAGGCCAGCCTGGGATATATAGGGAGACC
TTGTCTAAGACAAACAGATGAAGAGTCCAACCAATGCATTTAAAATGTTTGATGGTTTGA
ACCTATTTACTTCAGAAGTTGAGGCAAGTTGACCTCAAGTTAAAGGCCAGTCTGAGCTG
TAAAGGGAGACCCAGAACAGATAGTTGAATATGGTATCACGAACCTGTAATTCTTACACT
TGGGAGGTAGAGGCAGAAGGACCAGGAGTTCAAAGCTAACCTGTGATACAAAGCAACT
GAGAAGAAGGATTTATTTTTTCTTAGTTTCATTGCAGGGGAGGTATGACATTTGGGGCTT
TGGTCTAGATGTGGGAGCTTGTGGTTGTTTCTCTATATGGCGGATGGAAGAAGGAGGAC
GAAGAGGATATATGTTTATATGTAGTGGAGTTGTGACTCATTAGGTTGATCAACAATCTG
CTTCTTTCTTGCAAGCTTTTCCTCTAAGTGTCCTGCACCCCCCCACCCCAATAATATCAG
TTAGGGTACAAAGTGTTGAAACATGAACTTCTGAGACAGATTTCACATTCAAATAGAACA
CATTATGAATAGATTAATGTTATCACTGTAGTGGTGGGCTGGTGAAGAATGTTCAATTCC
TTTTAGCAAGATGGGAGGTCAGAGAACTTCCTGTGCTATGAACAAATCAGAAGGATGAA
GGGAACCATTTGTCATTAGACACAGTGTTCAGAGACTATCTTTGTTAGGTTCACTATTTC
TGTGATAAAACCTCACAGCAGAAAGCAACTTGGGGAAAAGGGTTTATTTTGCTTGCACTT



ANHANG 1\

TACAGTTTGTCAAACAAGGAAGTCAGGGCAGGATGACAAGGCAGGACCTCGGAGGCAG
GAGCTGATGCAGAGGCCATGGAGGGATGCTTCTCACTGACTTGCTCATTAGGGCTTGC
TCAGCCTGATTTCTTACAGAACCCAAGACTTTCTTACAGAAGTCCAGGGGTGGAATTTCC
CACAGTGGGTGGTGCCCTCCCTCATGCAAACACTAATTAAGAAAATGCTCTTCAGGCTT
GCGTGTAGTGTGATCTTATGGATCCATTTTCTCAATTCAAGTTCTCTCCTCTCAAATGACT
CTAGCTTGTATCATGTTGACACAAAAGTTAGCTAACCCAGAGACCCAGGGGCCCCAACT
GCTTCTCTGCCAGGTTTCAGCCTCTCTCTCCATTTGACTCCTGAGCCTCCCTGCTCCTG
AATCTCTTGCCTTTCCTTTCTTTTCCTCTGCATTCTCCCATCTCTGGCTACCATGGGCCA
Gﬁ.GAGTGAAATGGGGAGT&AMTTGGATTTGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGG
GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA
TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT
ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACC gff:r?:;; HCTAAGTCCCAGTGC
CCTTTTGTCCTGTGTATCTGTTTCGTGGTGTC GTTGGC::E:CA TCTA?(EEGTG TGGGTAAGG
GAATGAGGAGTGAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGAAGTTGCATAACTGAGT
GGAGGGGCGGATTCAGCATAAAAGATCCTGCTGGAGAGCATGCACTGAAGTCTACCGT

Nhel (multi cloning site)

GGTTACACCAGGA g0 CeGGCTCEAGATCTGCGATCTAAG TAAG CTTGGCATTCCGGTACTETTGE TAAGCC
+29
ACT
+Luc



ANHANG \Y

pGL3CDS

Nhel EcoR |

2ctageAGGTTCCCAACCATTTGGCCTACG gaaticCAGGACCTTGCTCCTGCCAGGCTGGGT
2650 2627 -2155

GATCTGGCACTGAAGTCCAGCTCAGGGTTCCCATTGGGAGCCATGAAGTGCATTCCAT
GCAGGAAGTGGTGCAGTCTTCACATTTTGGAGAGGTATATTGCCTTCACCTATTAATAGA
CAGAAGTACAGAGAGGTTAAGAGCATTTTCTAAGGTCATACGGTGGATTAGAACTACAA
TGCACACATGATAGCTACTTTCTAAACATGACCATCAAGTCCTTGAAATGTTCCAGATGT
GGTAGCACATATCTGTAGTCCCAGCAGTGGACAGGCCAGAGGAGAACATTATAAATTCA
AGGCCAGCCTGGGATATATAGGGAGACCTTGTCTAAGACAAACAGATGAAGAGTCCAAC
CAATGCATTTAAAATGTTTGATGGTTTGAACCTATTTACTTCAGAAGTTGAGGCAAGTTG
ACCTCAAGTTAAAGGCCAGTCTGAGCTGTAAAGGGAGACCCAGAACAGATAGTTGAATA
TGGTATCACGAACCTGTAATTCTTACACTTGGGAGGTAGAGGCAGAAGGACCAGGAGTT
CAAAGCTAACCTGTGATACAAAGCAACTGAGAAGAAGGATTTATTTTITTCTTAGTTTCATT
GCAGGGGAGGTATGACATTTGGGGCTTTGGTCTAGATGTGGGAGCTTGTGGTTGTTTCT
CTATATGGCGGATGGAAGAAGGAGGACGAAGAGGATATATGTTTATATGTAGTGGAGTT
GTGACTCATTAGGTTGATCAACAATCTGCTTCTTTCTTGCAAGCTTTTCCTCTAAGTGTC
CTGCACCCCCCCACCCCAATAATATCAGTTAGGGTACAAAGTGTTGAAACATGAACTTCT
GAGACAGATTTCACATTCAAATAGAACACATTATGAATAGATTAATGTTATCACTGTAGTG
GTGGGCTGGTGAAGAATGTTCAATTCCTTTTAGCAAGATGGGAGGTCAGAGAACTTCCT
GTGCTATGAACAAATCAGAAGGATGAAGGGAACCATTTGTCATTAGACACAGTGTTCAG
AGACTATCTTTGTTAGGTTCACTATTTCTGTGATAAAACCTCACAGCAGAAAGCAACTTG
GGGAAAAGGGTTTATTTTGCTTGCACTTTACAGTTTGTCAAACAAGGAAGTCAGGGCAG
GATGACAAGGCAGGACCTCGGAGGCAGGAGCTGATGCAGAGGCCATGGAGGGATGCT
TCTCACTGACTTGCTCATTAGGGCTTGCTCAGCCTGATTTCTTACAGAACCCAAGACTTT
CTTACAGAAGTCCAGGGGTGGAATTTCCCACAGTGGGTGGTGCCCTCCCTCATGCAAA
CACTAATTAAGAAAATGCTCTTCAGGCTTGCGTGTAGTGTGATCTTATGGATCCATTTTC
TCAATTCAAGTTCTCTCCTCTCAAATGACTCTAGCTTGTATCATGTTGACACAAAAGTTAG
CTAACCCAGAGACCCAGGGGCCCCAACTGCTTCTCTGCCAGGTTTCAGCCTCTCTCTCC

ATTTGACTCCTGAGCCTCCCTGCTCCTGAATCTCTTGCCTTTCCTTTCTTTTCCTCTGCAT



ANHANG VI

Pst |
TCTCCCATCTCTGGCTACCATGGGCCAGAGAGTGAAATGGGGACT citgcaghAAATTGCATT

TGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGGGAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCA
TGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACATAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATA
CAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTATACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATA
GACCACCCAGTGCATCTAGACTCAGACAAAGAAATATACATCTGTACGTTTATATCAGAA
ATGA TPEI.'?_EIH CATAGAAAAAGCATATAGCGTGCACG IZZ:A{Z:AIZZ:EZ#SZ:EAA TCCCATGCCCTA

ER4
GTAAGTAAACAGAGCTGACAAAACTGAGCTGACAAGTGCACACCCATCCCCATAAAACA

AGAGGCCTAAGTCCCAGTGCCCTTTTGTCCTGTGTATCTGTTTCGTGGTGTCCTTGCCA
ACATCTATGGTGTGGGTAAGGGAATGAGGAGTGAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAAC

ATCTGAAGTTGCATAACTGAGTGGAGGGGCGGATTCAGCATAAAAGATCCTGCTGGAGA
Nhe | {multi cloning site)

GCATGCACTGAAGTCTACCGTGGTTACACCAGGA sotageCoGGECTORAGATCTECGATCTAAGTAAG

+29
CTTGGCATTCCGETACTGTTGETAMMGCCACT
+Luc



ANHANG VI

Die Deletionskonstrukte pGL3CD2A-D unterscheiden sich nur im proximalen Bereich des
Promotors von -354 bis -175 bp vom Wildtyp-Konstrukt pGL3C2B1
pGL3CD2A

Pst|
. GAAATGGGGACT ctgcaghAAATTGCATTTGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGG
-566
GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA

TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT

ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACCGACCACCCAGTGCATCTAGA

PPRE
CTCAGACAAAGAAATATACATCTGTACGTITATATCAGAA
EcoR|
GUATATAGCGTGCACGCACgaattcaatCTAAGTCCCAGTGCCCTTTTGTCCTGTGTATCT
261 175

GTTTCGTGGTGTCCTTGCCAACATCTATGGTGTGGGTAAGGGAATGAGGAGTGAATAGC

TAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGAAGTTGCATAACTGAGTGGAGGGGCGGATTCAGC

Nhel
ATAAAAGATCCTGCTGGAGAGCATGCACTGAAGTCTACCGTGGTTACACCAGGAggagcce
Bgl ll {multi claning site) +29

GEGCTCGagalclG CoATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGETAAAGCCACT
+Luc
pGL3CD2B

Pst|
.. .GAAATGGGGACT ctgcaghAAATTGCATTTGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGG
-566
GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA

TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT
ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACCGACCACCCAGTGCATCTAGA

PPRE
CTCAGACAAAGAAATATACATCTGTACGTTTATATCAGAA
OARE EcoR |
GCATATAGCGTGCACGCACACACACAATCCCATGCCCTAGTAAG gaaltcaatiCTAAGTCC
-236 -175

CAGTGCCCTTTTGTCCTGTGTATCTGTTTICGTGGTGTCCTTGCCAACATCTATGGTGTGG
GTAAGGGAATGAGGAGTGAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGAAGTTGCATA

ACTGAGTGGAGGGGCGGATTCAGCATAAAAGATCCTGCTGGAGAGCATGCACTGAAGT
Nhel Bglll {multi claning site)
CTACCGTGGTTACACCAGGAageCCGEGCT CEagaetGCGATCTAAGTAAGC TTGE CATTCCGRTACTGTTGE
+29

TAAAGCCACC
+Luc
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pGL3CD2C

Pstl

. GAAATGGGGACT clgcagAAATTGCATTTGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGG
-566

GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA

TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT

EcoR |
ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACCGACCACCgaaticCTAGTAAGT
ER4 -354 -243

AAACAGAGCTGACAAAACTGAGCTGACAAGTGCACACCCATCCCCATAAAACAAGAGG

CCTAAGTCCCAGTGCCCTTTTGTCCTGTGTATCTGTTTCGTGGTGTCCTTGCCAACATCT
ATGGTGTGGGTAAGGGAATGAGGAGTGAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGA

AGTTGCATAACTGAGTGGAGGGGCGGATTCAGCATAAAAGATCCTGCTGGAGAGCATG
Nhel Eg.f | (multi cloning site)
CACTGAAGTCTACCGTGGTTACACCAGGA gotagcC0aGGECTCGagatcGoGATCTAAG TAAG CTTGGCATTC

+29
CGGTACTGTTGGETAAAGCCACT
+Luc

pGL3CD2D

Pst|

. GAAATGGGGACT clgcaghAAATTGCATTTGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGG
-566
GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA

TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT

EcoR|
ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACCGACCAC CgaattcGCATATAGC
OARE -354 -279

GTGCACGCACACACACAATCCCATGCCCTAGTAAGTAAACAGAGCTGACAAAACTGAGC
ER4
TCACAAGTGCACACCCATCCCCATAAAACAAGAGGCCTAAGTCCCAGTGCCCTTTTGTC

CTGTGTATCTGTTTCGTGGTGTCCTTGCCAACATCTATGGTGTGGGTAAGGGAATGAGG
AGTGAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGAAGTTGCATAACTGAGTGGAGGGG

CGGATTCAGCATAAAAGATCCTGCTGGAGAGCATGCACTGAAGTCTACCGTGGTTACAC
Nhel ng ] (multi cloning site)

CAGGA gotaeCCGGGECTORagatGCGA TCTALGTAAGCTTGECATTCCGGTACTATTGE TAAAGCCACC
+29 +Luc



ANHANG IX

pGL3CD2ZE

Pst|
. .GAAATGGGGACT ctgcagAAATTGCATTTGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGG
-566
GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA

TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT

ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACCGACCACCCAGTGCATCTAGA
PPRE
CTCAGACAAAGAAATATACATCTGTACGTITATATCAGAALATGATCTTTCACATAGAAALA
EcoR1 ER4
GCATATAGCGTGCACGCACgaattcCTAGTAAGTAAACAGAGCTGACAAAACTGAGCTGA
261 -243
CAAGTGCACACCCATCCCCATAAAACAAGAGGCCTAAGTCCCAGTGCCCTTTTGTCCTG

TGTATCTGTTTCGTGGTGTCCTTGCCAACATCTATGGTGTGGGTAAGGGAATGAGGAGT
GAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGAAGTTGCATAACTGAGTGGAGGGGCGG

ATTCAGCATAAAMAGATCCTGCTGGAGAGCATGCACTGAAGTCTACCGTGGTTACACCAG
Nhel Bg! Il {multi cloning sitz)
GA G000 CEGGCTC oG CeATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGGTAC TG TTEGTAAAGCCACT
+29 +Luc
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pGL3C2B1_PPRE_mut

Pstl
.............. GAAATGGGGACT clgcagAAATTGCATTTGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGG
-566
GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA

TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT

ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACCCAGTGCATCTAGACTCAGAC

===
AAAGAAATATACATCTGTACGTTTATATCAGAA GCATATA
OARE
GCGTGCACGCACACACACAATCCCATGCCCTAGTAAGTAAACAGAGCTGACAAAACTGA

ER4
GCTGACAAGTGCACACCCATCCCCATAAAACAAGAGGCCTAAGTCCCAGTGCCCTTTTG

TCCTGTGTATCTGTTTCGTGGTGTCCTTGCCAACATCTATGGTGTGGGTAAGGGAATGA
GGAGTGAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGAAGTTGCATAACTGAGTGGAGG
GGCGGATTCAGCATAAAAGATCCTGCTGGAGAGCATGCACTGAAGTCTACCGTGGTTAC

Nhe | ng 1l (multi cloning site)

ACCAGGAga0cCoeEECTC S UGATCTAAGT AAGCTTGGCATTCCGETACTG TTEETAALG CCACC
+29 +Luc

pGL3C2B1_ER4_mut

Pst|
.............. GAAATGGGGACT clocaghAAATTGCATTTGTAGACTTTTCAAAGACAGGGACAGG

-566
GAACCAACAGACGGAGACAAGCACAGGATCATGGGATACTATTCTTGTCAACTCAAACA
TAATCACATGTACCCAGGACACAAAGAACATACAGAGAAGCCTCCATAATTTAAGATTAT

ACATGTAAATACACCCTAGACATGCAAGAATAGACCACCCAGTGCATCTAGACTCAGAC

PPRE
AAAGAAATATACATCTGTACGTTTATATCAGAA GCATATA
OARE
GCGTGCACGCACACACACAATCCCATGCCCTAGTAAGTAAACAGAGCTGACAAAAC cag

=
GCcGACATcGCICACCCATCCCCATAAAACAAGAGGCCTAAGTCCCAGTGCCCTTITG

TCCTGTGTATCTGTTTCGTGGTGTCCTTGCCAACATCTATGGTGTGGGTAAGGGAATGA
GGAGTGAATAGCTAAAGCAGGAGGCGTGAACATCTGAAGTTGCATAACTGAGTGGAGG

GGCGGATTCAGCATAAAAGATCCTGCTGGAGAGCATGCACTGAAGTCTACCGTGGTTAC
Nhel Eg.f Il {multi cloning site)

ACCAGGA ogancCCoaaoTCoaumaECoATCTAAGTAAGCTTGGCATTCOGGTACTGTTEATAAAGCCACT
420 +Luc



ANHANG Xl

pGL3-Konstrukte des Ratten-CAR-Promotors

Maximal 4279 bis +351 bp des rCAR-Promotorbereichs wurden blunt-end (keine exakte
Angabe der Spaltstelle vom Hersteller), in der falschen Orientiegrung in pJet kloniert, (ber die
Xho I/ Xba |- Schnittstellen in der plet-mulli dloning site herausgeschnitten und lber die
Nhe I/ Xho | =Schnittstellen in der pGL3 -muwlti cloning site in der richtigen Orientierung in
pGL3 einkloniert , die Uberhdnge von Xba | und Nhe | sind kompatibel, die Nhe |

Schnittstelle geht aber verloren.

pGL3rCARprom4.4

vddageh

getaga. .. GTATACATGGAACCCCACAAGCAGTGAGGGAAGGCTTTTGCATTGCAATGCCGT
Gcﬂﬂgfé TTTGCTTCCTCACCGGTTTCCACTTTGTAGAGAGAAATGGAGCCAAAGAAGT
TCTCATGGTATTCCAGTTGATTCTGGCCACTTGCGCTGACTCATGCCCTTTTGGCAGAG
CCTTGTTTTTTCTGTTGGATTGAACCCCCACTATGATTCATCTTTGGTGTTTGCTATTGAA
CTGGGCTGCTAGTGTCCCGACAATGAAGAGTGGAATCACTCCAAGGAACTACTTCTAAA
CAGGTTAACCACCCTCTTTTCCTATTAACCTTCTTTCTNCCCTACCTCTGGTAGGTGGCC
CAGAAGGGAAAAGTGAGTGAACCTAAACAAAGAGGGTTTTGAAATAAAAATCTAAGCCT
GCAATAGTGTCTCACTATGTAGCCCAAGCTGGCTTTGAACTCACGTCAGCTCTTGCTTC
GTCCTCCCAAATATTGAGAATATAAATAGACATCATCATACCAGCCTAGGAATCCTTGAT
CTTGACTCCACATATATTTGGTACATATCTTTGTATGTCGGTTTGTTTGAGACAGGATGT
CATTCCCAGTCTGACTATGTGGCTGAGGGTCGATTTGAACTCCTGATCACCCTGCTTTG
ACCTGGCCCTTTGTCTCTCAGTTACAGGCACGTTCTACTCCTGTTTTGTTTTTITCAGATG
GGATGTTGCTGTGTAGCCCAGGCTGTCCTGGGACTCATAGTTCCCTGCCTTGGGCCTC
ACTACTGCTGGGTTTACAAGTGTGTGCCACCATGCCTGGCACCTGATACATGTGCATGT
CAACTTAACATAAGCTAGACTCATCCAGAAAGAAGAAAATTCAAATGAGAAAATATCTCC
ATAAGACTGGCTTGTAGCAGGACTGGAGAGATGGCTCAGCAGTTAAGACCAGTGGCTG
CTCTTCCAGAGATCCTGAGTTCAATTCCCAGCAACCACATCATGACCCACAATCATTTGT
AATGGGAACTAATGCCCCCTTCTGGTGTGCATGAAGACAGGTAGACTCATATACATAAA
ATAAACAAAAAMATCTTTTTTAAAAAAAATTTAAAAAAGGGTTGGCTTGTAGGCAAGTCTG
TGGGGCCGTTTTCTTGACTCATGATTATGTGGATGGGTTCCCCTCCCAACCCCGGTGGG



ANHANG Xl

TGATGCTACCCCAGGGCAGTGGCCATAGGTTGTATAAGCAAGCAAGCTAAGGGGTTGG
AAAAMACGTCTCATGGGTAAGAGTCTTTAGTGTCCTTGAAGAGGACCATTCCCAGTATGTA
CATGATGGCTCACAACTGCATGTAAGGCCAGTTCCAGAGGATCCAACATCATCTTCTGA
AGTTCATAGACCATGCATACATGTGATACATCTATGCTCATTCAGGTATACGTATGCATA
AAATCAATAATTCTTTTTTTCTTTITTITITGGTTCTTTTTTTCGGAGCTGGGGACCGAACCC
AGAACCTTGCGCTTCCTAGGCAAGCGCTCTACCACTGAGCTAAATCCCCAACCCCAAAA
TCAATAATTCTTTAAGGCAAGCTAAGCAAGCAATAGAGAGTAAGGCAGTAATCAGAGTTC
CTCTGTGGTCTCTACTTTGACTCCTGCGTCCAGGTTTCTATTTGAGGTATTTCCCTGACT
TCCCTCAATGATGAACTGCGATCAGGATATATAAGGCAAACAAACCCTTTCCTCCCCAG
GTTGCTTTTCGTTGTCGTGTTTATCGCAGTAGCAAGCAAACTAGAGTAGAATTGGTACTG
GAAGTAGGGTGTTGCTGTGAATGGCTTGGCCATGTCAGAGAGAGGAATGTTAAGAAAG
ATGTAGGGACTTTGAGCTAGAAAAGCTACCGAGCGCTCTGAGCTTATTGATCTACACTT
GTGGGAGGTTAGAAGGTAAGAGTAGGGGTTGGGGATTTAGCTCAGTGGTAGAGTGCTT
GCCTAGCAAGCGCAAGGCCCTGGGTTCGGTCCCCAGCTCCGAAAAAAAGAATAGAAAA
AAAAAAAAAAAAGAAGGTAAGAGTAACACAAATGATGGAGGCTTTGTGAAATTACAGAG
GGGACCAAGGACTATCAGTGAGGTGGAAACTTGTTCTTTGGAGAGTCAGTTGTATTGGA
TGGTGTTTTGCTGGAGCAATCATGTGGAGTGTTTTCCTGAGGTGGACACAGGTGTGAAA
GACTAAGGCAGACTCGTGTCATGAGTGTCTCACTGAAGCAGACACAGGAGAGAGGATG
TTCTGCTAAAGCAAACACGTGAAAGGACGCGTGATGAAGGATTCTTTGCTAACAACACG
CGTGTATTAGTCCGCCTTACATTGAGTAGTTGAGCTTCGTGGACTGGGGCTGATTTAAT
GCACATGCTAAGGCAAGACCAGTGCTGAGGCAAGGCATATAGAAGACATGCGATGTTT
GGAGGGTATAAATAAGACTCCACAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGGTTTGCTGGTACCG
CTAGCTGTGCAACACTTGGGCGTCTCATGTCTTCTCTAATCTTCGCTTCCCTAAGAGAG
GCACAGCTGAGAACTCCTAGTGTTCCTGTTGATCCCTCCTGCTCATTTGAGCTGAGACT
GAGGCCTGGCTGTCTCTGCTAGGTAGTGTCACTGCTGTAACTAACCTGACTCTAACTGA
TCCGCTGGTGTATCTGTAAAATGTTTGCGGGTGGATC GAGCCGCGAGGGGTT%ELET’:H
TGAACTGAACTGCTGATTTCCAGACAACACAGACAGACAGGAGCTGCTCCAAAGAACCT

TTCTAAACAGGCCCACTGCTCCAGTATCCTTTCTTTTCCACAATCTCTGATGGGTGGTGG



ANHANG X1

GCTACAAGAGATGTTAAAGCATTTAAGAATCATCATTAAAATAAGGTTTAAAAAAATTAAA
GTTATATACCAGGACTGTTCGTGTGATATTTTTAATAAGAATCTGTAGTTTGGGGCTGGA
GAGATGGCTCAGCGGTTAAGAGCATTGACTGCTTTTCCAGAGGTCCCGAGTTCAATTCC
CAACGACCACATGGTGGCTCACGACCATCTATAATGGGATCCGATGCTCTCTTCTGGTG
TATCCGAAGATAGTGACAGTGTACTCATACATGAAATAAATAAATCTTTAAAAAAGAATCT
GTAGTTTCC‘iitI ax gltt-:l-:JM TAATAAGCTATGATTAACAAGAAACCACTACCCCTGATCTGAG
CAGCACGGAAGCTCCAGAATAAAGAGAGAAGCTGAGGTTTGACACCAGGTATCAGGGG
AGGAGCCTGGAGGGGTTTTGTTGTTTTTACATCCCTTTTTGGGCAGGAAAGATGCCAAT

DR1 cent Pstl
GAGCCACTGAGTGTGTATAAAGGTCAGAGAACAAC tgeagGGGCCATGTGGATTCCAG

GGGTCAAAGAGGTCACCATGCTTGGCAGCAAATGCCTTTACCCACTGTCTTGACACCAA
CTCCACCTTGGTTTTTTTGACAGTCTCTCCCGCACTGGAATTCACCAGCTAGGCTAGGC
TTGTACACCCTGGGGACCCACCTCTCTCTGCCCCCTTGGCATTAGGATTATGAGTTGTC
TCACTGTGCCTTTTTTTTTTTTAATGTAGGTTCTAGGAATTGAACTCGGCTCTTCATGCTT
ACTTTGTGAGCACTTAACAGACGAAGCCATCTCGCCAGCACCTAGAGTTCACTTTTCCT
CCTATCTCAGTCGCCCCTTGTAAGAAAGTGGGATCTCTTCTAGCTCTACGCCTAAGCTC
TTAATTAGAATACCAAAGTCTTTTTTAAACAGATCTCTGGGTAAGAGGGGAAAAGCACTC
TTGCAGAGGATTCTACTTGAAATCCTAGTACCCAACATGCCATCTCACAACTGCCTAGAA

DR1 prox
CTCTAGCCCCAGAATATCAGACAGTGTCCTCTGATCTCTGTGGGTACTAGGTGTACACA

TTTAAAAAAAAAATCAGTAAAAAMATTTAAGAAAGAAAGAAAGAAAATCCTTTGGGAGCCT
GGTATAATTCTCATTCTTTTACATTTGCAAACTGCGTGTGAAAAAGCCTGCCATCTCTCC
TGTCATCTCTCGGTTTATCCAGGATCCATGCACAAAGGAGACTATAGATTTAGCCTACAG
CTCACCCATAGGGAAAGCTCCCACGAGCCTGCTAAGCGACAGCTTTTAATGAGTCATGA

GGTCCTAGTCCCTCCCCATCTGCTACCAACCAACACTTCTTGGGCATGCTAGGTAACCC
HNF4-RE
CCCCCACCCCCACCCCCAAACACACACACC GGTCCAGAGTCTA

CGTCCTACCTACATATGGCACTGAGACTACCTGGAGGCTCCATGCAAGAGACGTCCCTT
Xhol {multi cloning site)
GTTTTCCAGGCACTGAGGACCACAATCCCTAATTCCTG.. .ctcaagATCTGOGATC TAAGTAA

+85
GCTTGGCATTCCGETACTEGTTGGTAAAGCCACT
+Luc



ANHANG XIV

pGL3rCARprom2,6

viddageh

getags. . CGCAGTAGCAAGCAAACTAGAGTAGAATTGGTACTGGAAGTAGGGTGTTGCTGT
GAA T;,’J??;:}TTGG CCATGTCAGAGAGAGGAATGTTAAGAAAGATGTAGGGACTTTGAGCTA
GAAAAGCTACCGAGCGCTCTGAGCTTATTGATCTACACTTGTGGGAGGTTAGAAGGTAA
GAGTAGGGGTTGGGGATTTAGCTCAGTGGTAGAGTGCTTGCCTAGCAAGCGCAAGGCC
CTGGGTTCGGTCCCCAGCTCCGAAAAAAAGAATAGAAAAAAAAAAAAAAAAGAAGGTAA
GAGTAACACAAATGATGGAGGCTTTGTGAAATTACAGAGGGGACCAAGGACTATCAGTG
AGGTGGAAACTTGTTCTTTGGAGAGTCAGTTGTATTGGATGGTGTTTTGCTGGAGCAAT
CATGTGGAGTGTTTTCCTGAGGTGGACACAGGTGTGAAAGACTAAGGCAGACTCGTGT
CATGAGTGTCTCACTGAAGCAGACACAGGAGAGAGGATGTTCTGCTAAAGCAAACACGT
GAAAGGACGCGTGATGAAGGATTCTTTGCTAACAACACGCGTGTATTAGTCCGCCTTAC
ATTGAGTAGTTGAGCTTCGTGGACTGGGGCTGATTTAATGCACATGCTAAGGCAAGACC
AGTGCTGAGGCAAGGCATATAGAAGACATGCGATGTTTGGAGGGTATAAATAAGACTCC
ACAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGGTTTGCTGGTACCGCTAGCTGTGCAACACTTGGG
CGTCTCATGTCTTCTCTAATCTTCGCTTCCCTAAGAGAGGCACAGCTGAGAACTCCTAGT
GTTCCTGTTGATCCCTCCTGCTCATTTGAGCTGAGACTGAGGCCTGGCTGTCTCTGCTA
GGTAGTGTCACTGCTGTAACTAACCTGACTCTAACTGATCCGCTGGTGTATCTGTAAAAT

DR1 dist
GTTTGCGGGTGGATCGAGCCGCCACGGCTTAACCTGTGAACTGAACTGCTGATTTCCA

GACAACACAGACAGACAGGAGCTGCTCCAAAGAACCTTTCTAAACAGGCCCACTGCTCC
AGTATCCTTTCTTTTCCACAATCTCTGATGGGTGGTGGGCTACAAGAGATGTTAAAGCAT
TTAAGAATCATCATTAAAATAAGGTTTAAAAAAATTAAAGTTATATACCAGGACTGTTCGT
GTGATATTTTTAATAAGAATCTGTAGTTTGGGGCTGGAGAGATGGCTCAGCGGTTAAGA
GCATTGACTGCTTTTCCAGAGGTCCCGAGTTCAATTCCCAACGACCACATGGTGGCTCA
CGACCATCTATAATGGGATCCGATGCTCTCTTCTGGTGTATCCGAAGATAGTGACAGTG
TACTCATACATGAAATAAATAAATCTTTAAAAAAGAATCTGTA GTTT-::C:ItB-:itI ax glttg gAATAATA
AGCTATGATTAACAAGAAACCACTACCCCTGATCTGAGCAGCACGGAAGCTCCAGAATA
AAGAGAGAAGCTGAGGTTTGACACCAGGTATCAGGGGAGGAGCCTGGAGGGGTTTTGT

TGTTTTTACATCCCTTTTTGGGCAGGAAAGATGCCAATGAGCCACTGAGTGTGTATAAAG



ANHANG XV

DR1 cent Pstl
GTCAGAGAACAACCctocagGGGCCATGTGGATTCCAGGGGTCAAAGAGGTCACCATGCTT

GGCAGCAAATGCCTTTACCCACTGTCTTGACACCAACTCCACCTTGGTTTTTTTGACAGT
CTCTCCCGCACTGGAATTCACCAGCTAGGCTAGGCTTGTACACCCTGGGGACCCACCT
CTCTCTGCCCCCTTGGCATTAGGATTATGAGTTGTCTCACTGTGCCTTTTTTTTTTTTAAT
GTAGGTTCTAGGAATTGAACTCGGCTCTTCATGCTTACTTTGTGAGCACTTAACAGACGA
AGCCATCTCGCCAGCACCTAGAGTTCACTTTTCCTCCTATCTCAGTCGCCCCTTGTAAG
AAAGTGGGATCTCTTCTAGCTCTACGCCTAAGCTCTTAATTAGAATACCAAAGTCTTTTTT
AAACAGATCTCTGGGTAAGAGGGGAAAAGCACTCTTGCAGAGGATTCTACTTGAAATCC
TAGTACCCAACATGCCATCTCACAACTGCCTAGAACTCTAGCCCCAGAATATCAGACAG
TGTIL':w‘.I;.::I 'll:'tf} TpGr?ﬁ?I'C TCTGTGGGTACTAGGTGTACACATTTAAAAAAAAAATCAGTAAAAAAT
TTAAGAAAGAAAGAAAGAAAATCCTTITGGGAGCCTGGTATAATTCTCATTCTTTTACATTT
GCAAACTGCGTGTGAAAAAGCCTGCCATCTCTCCTGTCATCTCTCGGTTTATCCAGGAT
CCATGCACAAAGGAGACTATAGATTTAGCCTACAGCTCACCCATAGGGAAAGCTCCCAC
GAGCCTGCTAAGCGACAGCTTTTAATGAGTCATGAGGTCCTAGTCCCTCCCCATCTGCT
ACCAACCAACACTTCTTGGGCATGCTAGGTAACCCCCCCCACCCCCACCCCCAAACACA
CACACC R GGTCCAGAGTCTACGTCCTACCTACATATGGCACTGAG
ACTACCTGGAGGCTCCATGCAAGAGACGTCCCTTGTTTTCCAGGCACTGAGGACCACAA
Xhol imulti cloning site)

TCCCTAATTCCTG....clonag ATC TG GEATC TAAGT AAGC T TRGECATTCCGGE TACTG TTGET AAAGCCACT
+85 +Luc



ANHANG XVI

pGL3rCARprom1.,9

e

gotzag. .. CAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGGTTTGCTGGTACCGCTAGCTGTGCAACACTT
-1834

GGGCGTCTCATGTCTTCTCTAATCTTCGCTTCCCTAAGAGAGGCACAGCTGAGAACTCC
TAGTGTTCCTGTTGATCCCTCCTGCTCATTTGAGCTGAGACTGAGGCCTGGCTGTCTCT
GCTAGGTAGTGTCACTGCTGTAACTAACCTGACTCTAACTGATCCGCTGGTGTATCTGT

DR1 dist
AAAATGTTTGCGGGTGGATCGAGCCGCCACGGCTTAACCTGTGAACTGAACTGCTGAT

TTCCAGACAACACAGACAGACAGGAGCTGCTCCAAAGAACCTTTCTAAACAGGCCCACT
GCTCCAGTATCCTTTCTTTTCCACAATCTCTGATGGGTGGTGGGCTACAAGAGATGTTAA
AGCATTTAAGAATCATCATTAAAATAAGGTTTAAAAAAATTAAAGTTATATACCAGGACTG
TTCGTGTGATATTTTTAATAAGAATCTGTAGTTTGGGGCTGGAGAGATGGCTCAGCGGTT
AAGAGCATTGACTGCTTTTCCAGAGGTCCCGAGTTCAATTCCCAACGACCACATGGTGG
CTCACGACCATCTATAATGGGATCCGATGCTCTCTTCTGGTGTATCCGAAGATAGTGAC

Bst Xl
AGTGTACTCATACATGAAATAAATAAATCTTTAAAAAAGAATCTGTAGT T TecagitaatiaaAA

TAATAAGCTATGATTAACAAGAAACCACTACCCCTGATCTGAGCAGCACGGAAGCTCCA
GAATAAAGAGAGAAGCTGAGGTTTGACACCAGGTATCAGGGGAGGAGCCTGGAGGGGT
TTTGTTGTTTTTACATCCCTTTTTGGGCAGGAAAGATGCCAATGAGCCACTGAGTGTGTA

DR1 cent Pstl
TAAAGGTCAGAGAACAAC:tgeagGGGCCATGTGGATTCCAGGGGTCAAAGAGGTCACC

ATGCTTGGCAGCAAATGCCTTTACCCACTGTCTTGACACCAACTCCACCTTGGTTTTTIT
GACAGTCTCTCCCGCACTGGAATTCACCAGCTAGGCTAGGCTTGTACACCCTGGGGAC
CCACCTCTCTCTGCCCCCTTGGCATTAGGATTATGAGTTGTCTCACTGTGCCTTTTTTTT
TTTTAATGTAGGTTCTAGGAATTGAACTCGGCTCTTCATGCTTACTTTGTGAGCACTTAA
CAGACGAAGCCATCTCGCCAGCACCTAGAGTTCACTTTTCCTCCTATCTCAGTCGCCCC
TTGTAAGAAAGTGGGATCTCTTCTAGCTCTACGCCTAAGCTCTTAATTAGAATACCAAAG
TCTTTTTTAAACAGATCTCTGGGTAAGAGGGGAAAAGCACTCTTGCAGAGGATTCTACTT
GAAATCCTAGTACCCAACATGCCATCTCACAACTGCCTAGAACTCTAGCCCCAGAATAT

DR1 prox
CAGACAGIGTCCTICTGATCTCTGTGGGTACTAGGTGTACACATTTAAAAAAAAAATCAGT

AAAAAATTTAAGAAAGAAAGAAAGAAAATCCTTTGGGAGCCTGGTATAATTCTCATTCTTT

TACATTTGCAAACTGCGTGTGAAAAAGCCTGCCATCTCTCCTGTCATCTCTCGGTTTATC



ANHANG XVII

CAGGATCCATGCACAAAGGAGACTATAGATTTAGCCTACAGCTCACCCATAGGGAAAGC
TCCCACGAGCCTGCTAAGCGACAGCTTTTAATGAGTCATGAGGTCCTAGTCCCTCCCCA

TCTGCTACCAACCAACACTTCTTGGGCATGCTAGGTAACCCCCCCCACCCCCACCCCCA

HNF4-RE
AACACACACACC GGTCCAGAGTCTACGTCCTACCTACATATGGC

ACTGAGACTACCTGGAGGCTCCATGCAAGAGACGTCCCTTGTTTTCCAGGCACTGAGG
Xhol (multi cloning sita)
ACCACAATCCCTAATTCCTG.. .oicaags TCTGCGATCTAAGTAAGCTTGGECATTCCGGTACTGTTGGTAALGCCA
+85
[l
Luc+



ANHANG XVII

pGL3rCARprom2,2 DING

e
gotzog. . . CAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGGTTTGCTGGTACCGCTAGCTGTGCAACACTT

-1834
GGGCGTCTCATGTCTTCTCTAATCTTCGCTTCCCTAAGAGAGGCACAGCTGAGAACTCC

TAGTGTTCCTGTTGATCCCTCCTGCTCATTTGAGCTGAGACTGAGGCCTGGCTGTCTCT
GCTAGGTAGTGTCACTGCTGTAACTAACCTGACTCTAACTGATCCGCTGGTGTATCTGT

DR1 dist
AAAATGTTTGCGGGTGGATCGAGCCGCCACGGCTTAACCTGTGAACTGAACTGCTGAT

TTCCAGACAACACAGACAGACAGGAGCTGCTCCAAAGAACCTTTCTAAACAGGCCCACT
GCTCCAGTATCCTTTCTTTTCCACAATCTCTGATGGGTGGTGGGCTACAAGAGATGTTAA
AGCATTTAAGAATCATCATTAAAATAAGGTTTAAAAAAATTAAAGTTATATACCAGGACTG
TTCGTGTGATATTTTTAATAAGAATCTGTAGTTTGGGGCTGGAGAGATGGCTCAGCGGTT
AAGAGCATTGACTGCTTTTCCAGAGGTCCCGAGTTCAATTCCCAACGACCACATGGTGG
CTCACGACCATCTATAATGGGATCCGATGCTCTCTTCTGGTGTATCCGAAGATAGTGAC

BstXl
AGTGTACTCATACATGAAATAAATAAATCTTTAAAAAAGAATCTGTAGTT TecaattaattaaAA

TAATAAGCTATGATTAACAAGAAACCACTACCCCTGATCTGAGCAGCACGGAAGCTCCA
GAATAAAGAGAGAAGCTGAGGTTTGACACCAGGTATCAGGGGAGGAGCCTGGAGGGGT
TITGTTGTTTTTACATCCCTTTTTGGGCAGGAAAGATGCCAATGAGCCACTGAGTGTGTA

DR1 cent Pstl
TAAAGGTCAGAGAACAAC tqeagGGGCCATGTGGATTCCAGGGGTCAAAGAGGTCACC

ATGCTTGGCAGCAAATGCCTTTACCCACTGTCTTGACACCAACTCCACCTTGGTTTTTTT
GACAGTCTCTCCCGCACTGGAATTCACCAGCTAGGCTAGGCTTGTACACCCTGGGGAC
CCACCTCTCTCTGCCCCCTTGGCATTAGGATTATGAGTTGTCTCACTGTGCCTTTTTTTT
TTTTAATGTAGGTTCTAGGAATTGAACTCGGCTCTTCATGCTTACTTTGTGAGCACTTAA
CAGACGAAGCCATCTCGCCAGCACCTAGAGTTCACTTTTCCTCCTATCTCAGTCGCCCC
TTGTAAGAAAGTGGGATCTCTTCTAGCTCTACGCCTAAGCTCTTAATTAGAATACCAAAG
TCTTTTTTAAACAGATCTCTGGGTAAGAGGGGAAAAGCACTCTTGCAGAGGATTCTACTT
GAAATCCTAGTACCCAACATGCCATCTCACAACTGCCTAGAACTCTAGCCCCAGAATAT

DR1 prox
CAGACAGIGTCCTCTGATCTCTGTGGGTACTAGGTGTACACATTTAAAAAAAAAATCAGT

AAAAAATTTAAGAAAGAAAGAAAGAAAATCCTTTGGGAGCCTGGTATAATTCTCATTICTTT

TACATTTGCAAACTGCGTGTGAAAAAGCCTGCCATCTCTCCTGTCATCTCTCGGTTTATC



ANHANG XIX

CAGGATCCATGCACAAAGGAGACTATAGATTTAGCCTACAGCTCACCCATAGGGAAAGC
TCCCACGAGCCTGCTAAGCGACAGCTTTTAATGAGTCATGAGGTCCTAGTCCCTCCCCA
TCTGCTACCAACCAACACTTCTTGGGCATGCTAGGTAACCCCCCCCACCCCCACCCCCA
AACACACACACC s GGTCCAGAGTCTACGTCCTACCTACATATGGC
ACTGAGACTACCTGGAGGCTCCATGCAAGAGACGTCCCTTGTTTTCCAGGCACTGAGG
ACCACAATCCCTAATTCCTGTCAGTTGTTCCTGAGTTCACAAGGAAAGCAGGGTTATCAA
GGAGGCTTGGGGAGAGACATCCTACCCAAGATTTTGTGACCTGCATGTGGCACGCTGC
CTAAGAGAAACAGGTAGGTAATTTGTTGGAGGCCAGAGACTGAAAGCAACATTTTTGCT
TTTAGTGGAGATGGTGCTGGGGATCTGGTGTCGGGCAGTCTATGGAAGAAAAAGAAGA

Xhol
GAGCCCTGTGGCCCAGAGCTGACTCTTAACTCCTCCCACATTCAGGAGACC. . ctegagATeT

{multi cloning sits) +351
GLGATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGETACTGT TGETAAMGCCACC

Lue +



ANHANG XX

pGL3rCARprom1,2 (Spaltung von pGL3rCARprom1,9 mit Sac | und Bst X1, Vektor blunt-
end re-ligiert)

Sac | + Bst Xl

aaocitaatton AATAATAAGCTATGATTAACAAGAAACCACTACCCCTGATCTGAGCAGCACG
1132

GAAGCTCCAGAATAAAGAGAGAAGCTGAGGTTTGACACCAGGTATCAGGGGAGGAGCC

TGGAGGGGTTTTGTTGTTTTTACATCCCTTTTTGGGCAGGAAAGATGCCAATGAGCCAC
DR1 cent Pstl
TGAGTGTGTTAAAGGTCAGAGAACAAC tqeanGGGCCATGTGGATTCCAGGGGTCAAAG

AGGTCACCATGCTTGGCAGCAAATGCCTTTACCCACTGTCTTGACACCAACTCCACCTT
GGTTTTTTTGACAGTCTCTCCCGCACTGGAATTCACCAGCTAGGCTAGGCTTGTACACC
CTGGGGACCCACCTCTCTCTGCCCCCTTGGCATTAGGATTATGAGTTGTCTCACTGTGC
CTTTTTTTTTTTTAATGTAGGTTCTAGGAATTGAACTCGGCTCTTCATGCTTACTTTIGTGA
GCACTTAACAGACGAAGCCATCTCGCCAGCACCTAGAGTTCACTTTTCCTCCTATCTCA
GTCGCCCCTTGTAAGAAAGTGGGATCTCTTCTAGCTCTACGCCTAAGCTCTTAATTAGAA
TACCAAAGTCTTTTTTAAACAGATCTCTGGGTAAGAGGGGAAAAGCACTCTTGCAGAGG
ATTCTACTTGAAATCCTAGTACCCAACATGCCATCTCACAACTGCCTAGAACTCTAGCCC
CAGAATATCAGACAGIG T?ZTZ‘!I'E':F?T:‘AT CTCTGTGGGTACTAGGTGTACACATTTAAAAAAA
AAATCAGTAAAAAATTTAAGAAAGAAAGAAAGAAAATCCTTTGGGAGCCTGGTATAATTC
TCATTCTTTTACATTTGCAAACTGCGTGTGAAAAAGCCTGCCATCTCTCCTGTCATCTCT
CGGTTTATCCAGGATCCATGCACAAAGGAGACTATAGATTTAGCCTACAGCTCACCCAT
AGGGAAAGCTCCCACGAGCCTGCTAAGCGACAGCTTTTAATGAGTCATGAGGTCCTAGT
CCCTCCCCATCTGCTACCAACCAACACTTCTTGGGCATGCTAGGTAACCCCCCCCACCC
CCACCCCCAAACACACACACC HERE GGTCCAGAGTCTACGTCCTACCT
ACATATGGCACTGAGACTACCTGGAGGCTCCATGCAAGAGACGTCCCTTGTTTTCCAGG
Xhol imulti cloning site)

CACTGAGGACCACAATCCCTAATTCCTG.. .ctegagA TCTGoGATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGGETACTGT

+85
TGETAMAGCCACT
Lucs+



ANHANG XXI

pGL3rCARprom1,0 (Spaltung von pGL3rCARprom1,9 mit Sac | und Pst |, Vektor blunt-end
religiert)

mgéecm TGTGGATTCCAGGGGTCAAAGAGGTCACCATGCTTGGCAGCAAATG
CCTTTA géﬁﬁﬂ CTGTCTTGACACCAACTCCACCTTGGTTTTTTTGACAGTCTCTCCCGCAC
TGGAATTCACCAGCTAGGCTAGGCTTGTACACCCTGGGGACCCACCTCTCTCTGCCCC
CTTGGCATTAGGATTATGAGTTGTCTCACTGTGCCTTTTTITTTTTITAATGTAGGTTCTAG
GAATTGAACTCGGCTCTTCATGCTTACTTTGTGAGCACTTAACAGACGAAGCCATCTCG
CCAGCACCTAGAGTTCACTTTTCCTCCTATCTCAGTCGCCCCTTGTAAGAAAGTGGGAT
CTCTTCTAGCTCTACGCCTAAGCTCTTAATTAGAATACCAAAGTCTTTTTTAAACAGATCT
CTGGGTAAGAGGGGAAAAGCACTCTTGCAGAGGATTCTACTTGAAATCCTAGTACCCAA

DR1 prox
CATGCCATCTCACAACTGCCTAGAACTCTAGCCCCAGAATATCAGACAGIGTCCTCTGA

TCTCTGTGGGTACTAGGTGTACACATTTAAAAAAAAAATCAGTAAAAAATTTAAGAAAGAA
AGAAAGAAAATCCTTTGGGAGCCTGGTATAATTCTCATTCTTTTACATTTGCAAACTGCG
TGTGAAAAAGCCTGCCATCTCTCCTGTCATCTCTCGGTTTATCCAGGATCCATGCACAAA
GGAGACTATAGATTTAGCCTACAGCTCACCCATAGGGAAAGCTCCCACGAGCCTGCTAA
GCGACAGCTTTTAATGAGTCATGAGGTCCTAGTCCCTCCCCATCTGCTACCAACCAACA
CTTCTTGGGCATGCTAGGTAACCCCCCCCACCCCCACCCCCAAACACACACACC
kel GGTCCAGAGTCTACGTCCTACCTACATATGGCACTGAGACTACCTGGA
GGCTCCATGCAAGAGACGTCCCTTGTTTTCCAGGCACTGAGGACCACAATCCCTAATTC
Xhol imulti claning site)

CTG.. . cteoant TCTGCGATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCG GTACTGTTGGTAL AGCCACT
+85 Luc +



ANHANG XXII

rCARprom1,9_ADR1d

Miul

acgcatscTAGA.. CAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGGTTTGCTGGTACCGCTAGCTGTGCAAC
-1834

ACTTGGGCGTCTCATGTCTTCTCTAATCTTCGCTTCCCTAAGAGAGGCACAGCTGAGAA

CTCCTAGTGTTCCTGTTGATCCCTCCTGCTCATTTGAGCTGAGACTGAGGCCTGGCTGT

CTCTGCTAGGTAGTGTCACTGCTGTAACTAACCTGACTCTAACTGATCCGCTGGTGTAT
Pvul

CTGTAAAATGTTTGCGGGTGGATCGAGCCGCCACGGCTTAACCqalcaGAACTGCTGA
156

- -1556
JOCCAGACAACACAGACAGACAGGAGCTGCTCCAAAGAACCTTTCTAAACAGGCCCACTG

CTCCAGTATCCTTTCTTTTCCACAATCTCTGATGGGTGGTGGGCTACAAGAGATGTTAAA
GCATTTAAGAATCATCATTAAAATAAGGTTTAAAAAAATTAAAGTTATATACCAGGACTGT
TCGTGTGATATTTTTAATAAGAATCTGTAGTTTGGGGCTGGAGAGATGGCTCAGCGGTT
AAGAGCATTGACTGCTTTTCCAGAGGTCCCGAGTTCAATTCCCAACGACCACATGGTGG
CTCACGACCATCTATAATGGGATCCGATGCTCTCTTCTGGTGTATCCGAAGATAGTGAC

BstXl
AGTGTACTCATACATGAAATAAATAAATCTTTAAAAAAGAATCTGTAGTT TecaattaattaaAA

TAATAAGCTATGATTAACAAGAAACCACTACCCCTGATCTGAGCAGCACGGAAGCTCCA
GAATAAAGAGAGAAGCTGAGGTTTGACACCAGGTATCAGGGGAGGAGCCTGGAGGGGT
TTTGTTGTTTTTACATCCCTTTTTGGGCAGGAAAGATGCCAATGAGCCACTGAGTGTGTA

DR1 cent Pstl
TAAAGGTCAGAGAACAAC:tgeaaGGGCCATGTGGATTCCAGGGGTCAAAGAGGTCACC

ATGCTTGGCAGCAAATGCCTTTACCCACTGTCTTGACACCAACTCCACCTTGGTTTTTTT
GACAGTCTCTCCCGCACTGGAATTCACCAGCTAGGCTAGGCTTGTACACCCTGGGGAC
CCACCTCTCTCTGCCCCCTTGGCATTAGGATTATGAGTTGTCTCACTGTGCCTTTTTTTT
TTTTAATGTAGGTTCTAGGAATTGAACTCGGCTCTTCATGCTTACTTTGTGAGCACTTAA
CAGACGAAGCCATCTCGCCAGCACCTAGAGTTCACTTTTCCTCCTATCTCAGTCGCCCC
TTGTAAGAAAGTGGGATCTCTTCTAGCTCTACGCCTAAGCTCTTAATTAGAATACCAAAG
TCTTTTTTAAACAGATCTCTGGGTAAGAGGGGAAAAGCACTCTTGCAGAGGATTCTACTT
GAAATCCTAGTACCCAACATGCCATCTCACAACTGCCTAGAACTCTAGCCCCAGAATAT

DR1 prox
CAGACAGIGTCCTCTGATCTCTGTGGGTACTAGGTGTACACATTTAAAAAAAAAATCAGT

AAAAAATTTAAGAAAGAAAGAAAGAAAATCCTTTGGGAGCCTGGTATAATTCTCATTICTTT

TACATTTGCAAACTGCGTGTGAAAAAGCCTGCCATCTCTCCTGTCATCTCTCGGTTTATC



ANHANG XXII

CAGGATCCATGCACAAAGGAGACTATAGATTTAGCCTACAGCTCACCCATAGGGAAAGC
TCCCACGAGCCTGCTAAGCGACAGCTTTTAATGAGTCATGAGGTCCTAGTCCCTCCCCA

TCTGCTACCAACCAACACTTCTTGGGCATGCTAGGTAACCCCCCCCACCCCCACCCCCA

HNF4-RE
AACACACACACC GGTCCAGAGTCTACGTCCTACCTACATATGGC

ACTGAGACTACCTGGAGGCTCCATGCAAGAGACGTCCCTTGTTTTCCAGGCACTGAGG
Eg." ] {multi cloning sitz)
ACCACAATCCCTAATTCCTG.. .cTCGagat GCGATCTAAG TAAGCTTGGCATTCOGRTAC TG TTGG TAALG CCA
+B5
[l
Luc+



ANHANG XXIV

rCARprom1,9_ADR1c

Miul
acgcatscTAGA.. CAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGGTTTGCTGGTACCGCTAGCTGTGCAAC

-1834
ACTTGGGCGTCTCATGTCTTCTCTAATCTTCGCTTCCCTAAGAGAGGCACAGCTGAGAA

CTCCTAGTGTTCCTGTTGATCCCTCCTGCTCATTTGAGCTGAGACTGAGGCCTGGCTGT
CTCTGCTAGGTAGTGTCACTGCTGTAACTAACCTGACTCTAACTGATCCGCTGGTGTAT

DR1 dist
CTGTAAAATGTTTGCGGGTGGATCGAGCCGCCACGGCTTAACCTGTGAACTGAACTGOC

TGATTTCCAGACAACACAGACAGACAGGAGCTGCTCCAAAGAACCTTTCTAAACAGGCC
CACTGCTCCAGTATCCTTTCTTTITCCACAATCTCTGATGGGTGGTGGGCTACAAGAGAT
GTTAAAGCATTTAAGAATCATCATTAAAATAAGGTTTAAAAAAATTAAAGTTATATACCAG
GACTGTTCGTGTGATATTTTTAATAAGAATCTGTAGTTTGGGGCTGGAGAGATGGCTCA
GCGGTTAAGAGCATTGACTGCTTTTCCAGAGGTCCCGAGTTCAATTCCCAACGACCACA
TGGTGGCTCACGACCATCTATAATGGGATCCGATGCTCTCTTCTGGTGTATCCGAAGAT
AGTGACAGTGTACTCATACATGAAATAAATAAATCTTTAAAAAAGAA TCTGTﬂGTTTE
aoitqgAATAATAAGCTATGATTAACAAGAAACCACTACCCCTGATCTGAGCAGCACGGAA
GCTCCAGAATAAAGAGAGAAGCTGAGGTTTGACACCAGGTATCAGGGGAGGAGCCTGG

AGGGGTTTTGTTGTTTTTACATCCCTTTTTGGGCAGGAAAGATGCCAATGAGCCACTGA
Pvul

GIGTGeaalcal GGATTCCAGGGGTCAAAGAGGTCACCATGCTTGGCAGCAAMATGCCTTT
ACG(-;:g}TG"I-'!E:II'TGACAGCAACTGCAGCTTGGTTTTTTTGAGAGTCTCTCGCGGACTGGAA
TTCACCAGCTAGGCTAGGCTTGTACACCCTGGGGACCCACCTCTCTCTGCCCCCTTGG
CATTAGGATTATGAGTTGTCTCACTGTGCCTTTTTTITTTTTTAATGTAGGTTCTAGGAATT
GAACTCGGCTCTTCATGCTTACTTTGTGAGCACTTAACAGACGAAGCCATCTCGCCAGC
ACCTAGAGTTCACTTTTCCTCCTATCTCAGTCGCCCCTTGTAAGAAAGTGGGATCTCTTC
TAGCTCTACGCCTAAGCTCTTAATTAGAATACCAAAGTCTTTTTTAAACAGATCTCTGGGT
AAGAGGGGAAAAGCACTCTTGCAGAGGATTCTACTTGAAATCCTAGTACCCAACATGCC

DR1 prox
ATCTCACAACTGCCTAGAACTCTAGCCCCAGAATATCAGACAGIGTCCTCTGATCTCTGT

GGGTACTAGGTGTACACATTTAAAAAAAAAATCAGTAAAAAATTTAAGAAAGAAAGAAAG
AAAATCCTTTGGGAGCCTGGTATAATTCTCATTCTTTTACATTTGCAAACTGCGTGTGAA
AAAGCCTGCCATCTCTCCTGTCATCTCTCGGTTTATCCAGGATCCATGCACAAAGGAGA



ANHANG XXV

CTATAGATTTAGCCTACAGCTCACCCATAGGGAAAGCTCCCACGAGCCTGCTAAGCGAC

AGCTTTTAATGAGTCATGAGGTCCTAGTCCCTCCCCATCTGCTACCAACCAACACTTCTT

HNF4-RE
GGGCATGCTAGGTAACCCCCCCCACCCCCACCCCCAAACACACACACC

GGTCCAGAGTCTACGTCCTACCTACATATGGCACTGAGACTACCTGGAGGCTC

CATGCAAGAGACGTCCCTTGTTTTCCAGGCACTGAGGACCACAATCCCTAATTCCTG. ..
E_g.i' | (multi cloning sita)
CToGagatctG COATCTAAGTAAGCT TGG CATTCOGGTACTGTTGGTAAAGC CACT
Lucs+

+85



ANHANG XXVI

rCARprom1,9_ADR1p

Miul
acgcatcTaGA. . . CAGAGTGATGAAGACAGAGCTTGGTTTGCTGGTACCGCTAGCTGTGCAAC

-1834
ACTTGGGCGTCTCATGTCTTCTCTAATCTTCGCTTCCCTAAGAGAGGCACAGCTGAGAA

CTCCTAGTGTTCCTGTTGATCCCTCCTGCTCATTTGAGCTGAGACTGAGGCCTGGCTGT
CTCTGCTAGGTAGTGTCACTGCTGTAACTAACCTGACTCTAACTGATCCGCTGGTGTAT

DR1 dist
CTGTAAAATGTTTGCGGGTGGATCGAGCCGCCACGGCTTAACCTGTGAACTGAACTGC

TGATTTCCAGACAACACAGACAGACAGGAGCTGCTCCAAAGAACCTTTCTAAACAGGCC
CACTGCTCCAGTATCCTTTCTTTTCCACAATCTCTGATGGGTGGTGGGCTACAAGAGAT
GTTAAAGCATTTAAGAATCATCATTAAAATAAGGTTTAAAAAAATTAAAGTTATATACCAG
GACTGTTCGTGTGATATTTTTAATAAGAATCTGTAGTTTGGGGCTGGAGAGATGGCTCA
GCGGTTAAGAGCATTGACTGCTTTTCCAGAGGTCCCGAGTTCAATTCCCAACGACCACA
TGGTGGCTCACGACCATCTATAATGGGATCCGATGCTCTCTTCTGGTGTATCCGAAGAT
AGTGACAGTGTACTCATACATGAAATAAATAAATCTTTAAAAAAGAA TCTGTAGTTTEI
aaitqgAATAATAAGCTATGATTAACAAGAAACCACTACCCCTGATCTGAGCAGCACGGAA
GCTCCAGAATAAAGAGAGAAGCTGAGGTTTGACACCAGGTATCAGGGGAGGAGCCTGG
AGGGGTTTTGTTGTTTTTACATCCCTTTTTGGGCAGGAAAGATGCCAATGAGCCACTGA

DR1 cent Pstl
GTGTGTATAAAGGTCAGAGAACAACCtocagGGGCCATGTGGATTCCAGGGGTCAAAGA

GGTCACCATGCTTGGCAGCAAATGCCTTTACCCACTGTCTTGACACCAACTCCACCTTG
GTTTTTTTGACAGTCTCTCCCGCACTGGAATTCACCAGCTAGGCTAGGCTTGTACACCC
TGGGGACCCACCTCTCTCTGCCCCCTTGGCATTAGGATTATGAGTTGTCTCACTGTGCC
TTTTTTTTTTTTAATGTAGGTTCTAGGAATTGAACTCGGCTCTTCATGCTTACTTTGTGAG
CACTTAACAGACGAAGCCATCTCGCCAGCACCTAGAGTTCACTTTTCCTCCTATCTCAGT
CGCCCCTTGTAAGAAAGTGGGATCTCTTCTAGCTCTACGCCTAAGCTCTTAATTAGAATA
CCAAAGTCTTTTTTAAACAGATCTCTGGGTAAGAGGGGAAAAGCACTCTTGCAGAGGAT

TCTACTTGAAATCCTAGTACCCAACATGCCATCTCACAACTGCCTAGAACTCTAGCCCCA
Pvu |
GAATATCAGACAGCqalcgCTGTGGGTACTAGGTGTACACATTTAAAAAAAAAATCAGTAA
-404 -390
AAAATTTAAGAAAGAAAGALAAGAAAATCCTTTGGGAGCCTGGTATAATTCTCATTCTTTTA

CATTTGCAAACTGCGTGTGAAAAAGCCTGCCATCTCTCCTGTCATCTCTCGGTTTATCCA



ANHANG XXVII

GGATCCATGCACAAAGGAGACTATAGATTTAGCCTACAGCTCACCCATAGGGAAAGCTC
CCACGAGCCTGCTAAGCGACAGCTTTTAATGAGTCATGAGGTCCTAGTCCCTCCCCATC

TGCTACCAACCAACACTTCTTGGGCATGCTAGGTAACCCCCCCCACCCCCACCCCCAAA
HNF4-RE

CACACACACC GGTCCAGAGTCTACGTCCTACCTACATATGGCAC

TGAGACTACCTGGAGGCTCCATGCAAGAGACGTCCCTTGTTTTCCAGGCACTGAGGAC
Eg." | {multi cloning site)
CACAATCCCTAATTCCTG...cTCOaalctG CoATCTAAGTAAGCTTGGCATTCCGGTACTETTGETALAGCCACC
+85

Luc+
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