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Der Hepatocyte growth factor (HGF) ist ein multifunktionelles Zytokin, das in der normalen Leber
ausschlieRlich von den hepatischen Sternzellen gebildet wird. Seine biologische Funktion in der
Leber umfaRt v. a. die Kontrolle der Leberzellproliferation. Die Umwandlung der Sternzellen in pro-
liferierende Myofibroblasten in der Leberfibrose geht einher mit dem Verlust ihrer HGF-Expression.
Diese Regulation erfolgt zu einem wesentlichen Teil transkriptionell, so daRR die Analyse der trans-
kriptionsrequlatorischen Sequenzen des HGF-Gens Aufschlul’ {iber die Suppression des HGF-Gens in
Myofibroblasten geben kann. In der vorliegenden Arbeit wurde der HGF-Promotor der Ratte kloniert
und nachfolgend charakterisiert. Die Transfektionsanalysen ermittelten eine hdhere Promotorakti-
vitét fiir die ersten 70 bp des HGF-Promotors. Hier zeigen Mobility Shift-Analysen die Bindungen
bislang nicht identifizierter Transkriptionsfaktoren. Im weiteren 5' liegenden Bereich, -266 bis
-229, konnte eine Sequenz identifiziert werden, an die vermutlich zelltypspezifische Repressorpro-
teine binden. Untersuchungen des TPA Responsiven Elementes (TRE) an der Position -325 bis -319
im HGF-Promotor konnten keine spezifischen Proteinbindungen an diese Sequenz nachweisen.
AP-1 ist jedoch in die Suppression des HGF-Gens involviert. TGFB induzierte eine Suppression des
HGF-Gens, die zum Teil c-fos vermittelt erfolgte. Fiir das TGFB inhibitorische Element-2 (TIE-2) aus
dem HGF-Promotor konnte eine Bindung von FOS nach TGFB-Stimulation nachgewiesen werden. An
das TGFB inhibitorische Element-1 (TIE-1) aus dem HGF-Promotor banden spezifische, noch nicht
identifizierte Proteine, die ebenfalls durch TGFB-Inkubation der Zellen induziert wurden. Die vor-
liegenden Ergebnisse lassen darauf schlieRen, daR die Transkription des HGF-Gens signifikant nega-
tiv requliert wird. Dabei erfolgt offenbar eine konstitutive Suppression durch zelltypspezifische
Repressorproteine, die an eine oder mehrere Silencerregionen im 5' Bereich des HGF-Gens binden,
andererseits eine induzierte Suppression der HGF-Expression durch TGFB, vermittelt iiber das
TIE-2-Element. FOS bzw. der Transkriptionsfaktor AP-1 sind vermutlich an der induzierten Suppres-
sion beteiligt.
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Hepatocyte growth factor (HGF) is a multifunctional cytokine which, in the normal liver, is only
produced by the hepatic stellate cells (HSC). Its biological function in the liver comprises, among
others, the control of liver cell proliferation. Transformation of HSC into the proliferating myo-
fibroblasts during liver fibrosis occurs together with the loss of their HGF expression. The regulation
of this transformation is mostly transcriptional, so that an analysis of the sequences which regula-
te transcription of the HGF gene may provide information about its supression in myofibroblasts.
In the following thesis the HGF promoter from rat was cloned and subsequently characterized. Trans-
fection analyses show an increased promoter activity for the first 70 bp of the HGF promoter.
Mobility shift analyses show the binding of not-yet identified transcription factors. In a further 5'
region, -266 to -229, a sequence was identified to which cell-type specific repressor proteins likely
bind. Examination of the TPA responsive element (TRE) at position -325 to -319 of the HGF pro-
moter could not show any specific protein binding. AP-1 is, however, involved in suppressing the
HGF gene. TGFB induced a suppression of the HGF gene which was partly mediated by c-fos. TGFB
inhibitory element-2 (TIE-2) on the HGF promoter was shown to bind FOS after stimulation with
TGFB. TGFB inhibitory element-1 (TIE-1) on the HGF promoter could bind specific, not-yet identi-
fied proteins which were also induced by TGF@ incubation with the cells. The following results allow
the conclusion that a significant, negative regulation of HGF gene transcription takes place. To this
end there is an obvious constitutive suppression by cell-type specific repressor proteins binding on
one or more silencing elements in the 5' region of the HGF gene. On the other hand there is also
an induced suppression of HGF expression taking place through TGFB and mediated by the TIE-2
element. FOS and/or the trancription factor AP-1 are probably involved in the induced suppression.
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Hepatocyte growth factor (HGF), gene regulation, Transforming growth factor 8 (TGFB)
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1. EINLEITUNG

1.1. Hepatocyte Growth Factor (HGF)

HGF ist ein hochwirksames, multifunktionelles Zytokin (HicAsHio ET AL., 1990), das ein breites
Wirkungsspektrum sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen Prozessen besitzt. Der
Faktor wird daher in der Literatur auch als Hepatopoietin A (HPTA), »Fibroblast Derived Cytotoxic
Factor« (F-TCR) bzw. »Scatter-Factor« (SF) bezeichnet (MicHALOPOULOS ET AL., 1984; STOKER ET AL., 1987;
HIGASHIO ET AL., 1990; GHERARDI UND STOKER, 1990; WEIDNER ET AL., 1991; NALDINI ET AL., 1991; SHIMA ET
AL., 1991). Urspriinglich wurde HGF aus Rattenserum nach partieller Hepatektomie isoliert, wo er
eine wichtige regulatorische Funktion bei der Leberzellregeneration ausiibt (NAKAMURA ET AL., 1984).
Weitere Untersuchungen haben gezeigt, daR HGF auch in anderen Organen, z.B. der Niere, eine ent-
scheidende Rolle bei der Organregeneration spielt. Des weiteren ist HGF involviert in die Morpho-
genese sowie die Karzinogenese (RUBIN ET AL., 1991; SHIOTA ET AL., 1992; SCHMIDT ET AL., 1995). HGF
wird von den mesenchymalen Zellen in verschiedenen Organen gebildet. Seine Zielzellen umfassen
verschiedene Epithelzelltypen, Melanozyten sowie Neurone, auf die HGF mitogene, motogene sowie
morphogene Wirkungen ausiibt (SONNENBERG ET AL., 1993; JUNG ET AL., 1994). Die Vermittlung der HGF-
Signale an die Zielzellen erfolgt iiber seinen Rezeptor MET, das c-met Protoonkogen-Produkt
(WEIDNER ET AL., 1993).

1.1.1. Aufbau des HGF-Gens und Struktur des HGF-Polypeptids

Das humane Gen fiir HGF umfal’t ungefahr 70 kb genomischer DNA und ist auf dem Chromosom
7q11.2-21 lokalisiert (WEIDNER ET AL., 1991; ZARNEGAR ET AL., 1992). Es besteht aus 18 Exons, die durch
17 Introns voneinander getrennt sind. Das erste Exon enthilt die 5" nichttranslatierte Sequenz und
die kodierende Sequenz des Signalpeptids. Exon 2 und 3 kodieren fiir die N-terminale Region, die
folgenden 8 Exons, Exon 4-11, kodieren fiir die 4 Kringle-Domé@nen der a-Kette. Das Exon 13 bein-
haltet die proteolytische Spaltstelle, an der die Trennung in «” und B-Kette des reifen HGF-Poly-
peptids erfolgt. Die leichte Kette wird von den letzten 5 Exons, Exon 14-18, kodiert. Das Exon 18
enthdlt aulerdem die 3’ nicht kodierende Region (Mivazawa T AL., 1991A). Ausgehend vom HGF-Gen
werden Transkripte von unterschiedlicher GroRe gebildet, wobei das Mengenverhaltnis der ver-
schiedenen Transkripte in den einzelnen Geweben und Zellinien variieren kann (CHAN ET AL., 1991;
Mrvazawa ET AL., 1991B). So wurden aus der humanen Placenta sowie aus der humanen Fibroblasten-
zellinie MRC-5 HGF-Transkripte mit den GroRen von 6,3 kb, 3,1 kb, 2,3 kb und 1,5 kb nachgewie-
sen, wobei nur die drei grofReren Transkripte fiir das Volldngenprotein kodieren kdnnen (Mivazawa et
AL., 1991 A Bzw. 19918).

Das HGF-Polypeptid wird zundchst als ein monomeres Vorlduferprotein synthetisiert und sezerniert.
Es besteht aus einer einzigen, 728 Aminosduren langen Polypeptidkette mit einem relativen Mole-
kulargewicht von 82 kDa (THALER UND MicHALOPOULOS, 1985). Der N-terminale Bereich dieses Vorlau-
ferproteins enthalt eine hydrophobe Signalsequenz, sowie eine darauf folgende Prosequenz. Die
Abspaltung dieser Sequenzen erfolgt wahrscheinlich wahrend der Translokation des Pra-Pro-Poly-
peptids in das endoplasmatische Retikulum (NAKAMURA ET AL., 1989). Die Aktivierung des Polypeptids
erfolgt unter bestimmten Bedingungen, wie z. B. nach Gewebeschadigung der Leber oder der Niere,
durch extrazelluldre proteolytische Spaltung an einer Arg-Val-Spaltstelle (Abb. 1). Diese Spaltung
findet durch eine enzymatische Aktivitdt statt, die im geschadigten Gewebe induziert wird (Mrvaza-
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WA ET AL., 1994). Das entstandene reife HGF ist ein heterodimeres Glykoprotein, das aus einer a-Ket-
te, ca 65000 Dalton, und aus einer 3-Kette, ca 35000 Dalton, besteht. Beide Ketten sind durch eine
Disulfidbriicke miteinander verkniipft (NAKAMURA ET AL., 1987; GoDHA ET AL., 1988). Die a-Kette besteht
aus einer N-terminalen Haarnadelschleife sowie aus vier charakteristischen Doppelschleifenstruk-
turen, sogenannten Kringle-Domdnen, deren Sekundarstruktur jeweils durch drei Disulfidbriicken
stabilisiert wird (CLAEYS ET AL., 1976; NAKAMURA ET AL., 1989). Diese Kringelstrukturen sind direkt an
Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt (PATTHY, 1985). Eine erste Beschreibung dieser Kringel-
struktur erfolgte fiir verschiedene Enzyme, die in Blutgerinnung sowie Fibrinolyse involviert sind.
Sie findet sich z.B. im Plasminogen und im Gewebstyp-Plasminogenaktivator (MALINOWSKI ET AL.,
1984; Ny ET AL., 1984). Die B-Kette besteht aus einer Serinprotease-dhnlichen Domane.

Die Sequenz des humanen HGF zeigt ca. 40 % Homologie zum humanen Plasminogen. HGF besitzt
jedoch keine proteolytische Aktivitat, da die Aminosduren, die normalerweise das katalytische Zen-
trum bilden, mutiert sind (NAKAMURA ET AL., 1989). Diese einzigartigen strukturellen Merkmale las-
sen vermuten, dal} es sich beim HGF um den Prototyp einer neuen Familie von Wachstumsfaktoren
handelt.

1.1.2. Biologische Effekte des HGF-Polypeptids

Das vollstandig prozessierte HGF-Polypeptid ist ein heparinbindendes Glykoprotein (ROSEN ET AL.,
1989). Es fungiert als potentes, vorwiegend parakrines Zytokin fiir ein breites Spektrum epithelialer
Zellen sowie fiir Melanozyten, Neurone und reife parenchymatische Hepatozyten. Es iibt mitogene,
motogene, morphogene sowie zytotoxische Effekte auf seine Zielzellen aus. Nahezu alle Gewebe des
Korpers sind in diese Wirkungen involviert.

In der Leber spielt das HGF eine entscheidende Rolle bei der Leberregeneration (Stoker, 1989; GHER-
ARDI UND STOKER, 1990; SELDEN ET AL., 1990; MICHALOPOULOS UND ZARNEGAR, 1992). HGF vermittelt seine viel-
faltigen Effekte iiber die Aktivierung eines transmembranen Tyrosinkinase-Zelloberflachenrezeptors,
der als MET bezeichnet wird. MET ist das Produkt des c-met Protoonkogens (BotTARO ET AL., 1991).
Das reife MET-Protein ist ein Heterodimer, bestehend aus einer ca 50 kDa schweren, vollstdndig
extrazellularen a-Kette und einer ca 145 kDa schweren B-Kette, die die Plasmamembran durch-
spannt und eine intrazelluldre Tyrosinkinasedomadne besitzt. Beide Ketten sind durch Disulfid-
briicken miteinander verkniipft (PARK ET AL., 1987). Die beiden Ketten gehen aus der Prozessierung
eines Vorldufermolekiils hervor, das an einer spezifischen Stelle proteolytisch gespalten wird (GIorbaNo
ET AL., 1989). Die Bindung des HGF erfolgt an den extrazelluldren Teil der B-Kette (Abb. 2). Der hoch-
affine HGF-Rezeptor wird auf der Plasmamembran von Epithelien und Endothelien in nahezu jedem
Gewebe exprimiert (TAJIMA ET AL., 1992A Bzw. B).
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Abb 1: Prozessierung und Struktur des humanen HGF-Proteins in schematischer Darstellung

Schematische Darstellung der Prozessierung des Prd-Pro-HGF's (A). Die intramolekulare Spaltstelle hinter Arg,q,
sowie die ungefdihre Abspaltungsposition der Vorldufersequenzen sind mit Pfeilen markiert. In Teil B der Abbildung
ist die hypothetische Struktur des vollsténdig prozessierten humanen HGF-Molekiils dargestellt. Die o- und 3-Kette ver-
bindende Disulfidbriicke (S-S) ist ebenfalls eingezeichnet. (Abbildung modifiziert nach NAKAMURA ET AL., 1989)
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Mitogene Effekte:

HGF wirkt mitogen, d. h. es induziert die Zellproliferation. Nach experimentell induzierter Leberre-
generation dRt sich HGF aus dem peripheren Blut teilhepatektomierter Ratten als stark wirksames
Hepatozytenmitogen isolieren. Dabei steigt die HGF-Konzentration im Plasma auf das 25fache
gegeniiber Werten aus dem Plasma aus Kontrolltieren. Ein dhnlicher Anstieg des HGF-Levels erfolg-
te nach einer akuten Leberschadigung durch die Gabe von Hepatotoxinen, wie z.B. CCl,. 1 bis 2 h
nach CCl,-Intoxikation konnte bereits ein 15-17facher Anstieg der HGF-Konzentration im Plasma
beobachtet werden (LiNDRoOS ET AL., 1991). Die DNA-Synthese in den Hepatozyten startet innerhalb
von 12 bis 16 h nach Teilhepatektomie bzw. nach CCl4-Schadigung und erreicht nach 22 bis 24 h
bzw. in einem zweiten Zyklus nach 48 h das Maximum (RUsSELL ET AL., 1988). Der schnelle Anstieg
der HGF-Plasmakonzentration erfolgt wahrscheinlich durch Freisetzung von gespeichertem HGF aus
der extrazelluldren Matrix, da ein Anstieg der HGF-mRNA erst 3 bis 6 h nach partieller Hepatektomie
der Rattenleber zu beobachten ist (ZARNEGAR ET AL., 1991; KINOSHITA ET AL., 1991; MASUMOTO UND YAMA-
moto, 1991). In vitro besitzt HGF eine 2- bis 3fach starkere mitogene Wirkung auf die DNA-Synthe-
se von kultivierten Hepatozyten als dquimolare Mengen von "Epidermal Growth Factor’ (EGF) und
‘Transforming Growth Factor’ o (TGFat). Diese mitogene Aktivitat wird durch 'Transforming Growth
Factor' B (TGFB) deutlich reduziert (ZARNEGAR UND MicHALOPOULOS, 1989). HGF induziert die Zell-
proliferation auch in einer Reihe anderer Epithelzelltypen wie z. B. in Keratinozyten, Nieren-, Brust-
driisen-, Gallengangs- und Bronchialepithelzellen sowie dariiber hinaus auch in Melanozyten, Endo-
thelzellen und Melanomzellen (RuBIN ET AL., 1991; MATSUMOTO ET AL., 1991A Bzw. B; KAN ET AL., 1991).

Motogene Effekte:

HGF ist motogen, d. h. es wirkt stimulierend auf die Beweglichkeit von Epithel- und Endothelzellen
(»Scatter«-Effekt). Dieser motogene Effekt des HGF kann eine Zellseparation (Unterbrechung von
Desmosomen, tight- und gap-junctions), eine Verdnderung der Zellmorphologie von einem epithe-
lialen zu einem fibroblastartigen Phanotyp oder auch eine Migration von Zellen aus einem Zellver-
band bewirken (STokER ET AL., 1987; WEIDNER ET AL., 1990; GHERARDI ET AL., 1989).

Morphogene Effekte:

HGF wirkt morphogen, d.h. es bewirkt eine strukturelle Veranderung in Zellen bzw. in Geweben. So
induziert HGF die Ausbildung tubuldrer Strukturen bei der Nierenepithelzellinie MDCK
(MoNTESANO ET AL., 1991) und fordert trabekuldres Wachstum von Hepatozyten in dreidimensionalen
Kollagengelen (BLock ET AL., 1996). AuRerdem stimuliert HGF ausgeprdgt die Angiogenese (BUSSOLINO
ET AL., 1992).

Zytotoxische Effekte:

HGF wirkt in hohen Konzentrationen zytotoxisch bzw. zytostatisch auf einige Karzinom- und
Sarkomzellinien (HicAsHIO ET AL., 1990). Ebenso inhibiert HGF das Wachstum von hepatozelluldren
Karzinomzellinien (SHiota eT AL., 1992).
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Abb. 2: Modell der Interaktion zwischen HGF und MET (HGF-Rezeptor)

Die Darstellung zeigt ein Modell der Interaktion des aktivierten HGF-Heterodimer mit dem c-met-Protein. Dabei bin-
det der N-terminale Teil des HGF-Polypeptids, bestehend aus einer Haarnadelschleifenstruktur und den zwei ersten
Kringeldomdnen, an die extrazelluldre Domdne der 3-Kette des Rezeptors. Die schwere (H) und die leichte (L) Ket-
te des HGF sowie die a- und B-Kette des c-met-Proteins sind durch Disulfidbriicken (S-S) verbunden.
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1.1.3. Produktion von HGF in der Leber

In der normalen Leber wird HGF von einer einzigen Zellpopulation gebildet, den hepatischen Stern-
zellen (SCHIRMACHER ET AL., 1992; RAMADORI ET AL., 1992), die zahlenmaRig etwa 5-7 % aller Leberzel-
len ausmachen. Diese hochspezialisierten Zellen befinden sich in der Leber im Disse-Raum (WAKE,
1971), einem 0,5-2um breiten Spalt, der zwischen den Leberepithelzellen und dem sinusoidalen
Endothel ausgebildet ist. Am auffalligsten sind die cytoplasmatischen Fetttropfchen der hepa-
tischen Sternzellen, die zugleich eine wichtige Funktion - die Vitamin-A-Speicherung und Verstoff-
wechselung - darstellen (Henpricks ET AL., 1985). Die Anordnung der Zellorganellen dhnelt Fibro-
blasten; charakteristisch ist ihr ausgedehntes endoplasmatisches Retikulum (Wake, 1971). Eine
weitere wichtige Funktion der hepatischen Sternzellen ist ihre Produktion von extrazelluldrer Matrix.
Es ist moglich, dall die hepatischen Sternzellen durch die HGF-Produktion die Regeneration der
Parenchymzellen in der normalen Leber iiber parakrine Wechselwirkungen stimulieren, und so die
wichtige homdostatische Kontrolle der Leberzellproliferation ausiiben. Das sezernierte HGF wird
liber verschiedene Mechanismen inaktiviert, da es ein hochpotentes Zytokin mit Wirkung auf viele
unterschiedliche Zelltypen ist. Einerseits erfolgt die Bindung an die extrazelluldre Matrix im sub-
endothelialen Raum (MasumoTo UND YAMAMOTO, 1991), andererseits liegen die zirkulierenden HGF-Poly-
peptide in hochmolekularen Komplexen vor (ZARNEGAR UND MicHALOPOULOS, 1989). Es wird diskutiert,
daR diese Komplexe durch das verkiirzte, [Gsliche c-met Protein und andere Faktoren wie z. B. Hepa-
rin gebunden und inaktiviert werden (PRAT ET AL., 1991; ZARNEGAR UND MIcHALOPOULOS, 1989).

In der akut geschadigten Leber weisen erhohte HGF-Plasmaspiegel mit nachfolgender DNA-Synthese
in den Hepatozyten und anschlieBender Proliferation auf eine maRgebliche Beteiligung des HGF an
der Leberregeneration hin. Verschiedene Vorgange fiihren vermutlich zu dem erhéhten HGF-Plas-
maspiegel. So kann eine Zunahme der HGF-Produktion durch die hepatischen Sternzellen erfolgen,
durch erhdhte HGF-Produktion pro Zelle und/oder Erh6hung der Anzahl der hepatischen Sternzellen
durch Zellteilung (SCHIRMACHER ET AL., 1993). In den Endothelzellen der Leber kann die HGF-Expres-
sion induziert werden (NoJ1 €T AL., 1990; MAHER, 1993) und infiltrierende Immunzellen kdnnen eben-
falls HGF produzieren (SCHIRMACHER ET AL., 1993). AuBerdem ist die Freisetzung gespeicherten HGFs
aus der extrazellularen Matrix wahrscheinlich (SHIMA ET AL., 1991; MASUMOTO UND YAMAMOTO, 1991).

Die chronisch geschddigte Leber, wie z.B. die Leberfibrose, ist durch vermehrte Bindegewebs-
ablagerung (gestortes Gleichgewicht Bildung/Abbau sowie verstarkte Ablagerung) sowie eine
veranderte Architektur und zelluldre Anordnung des Leberparenchyms gekennzeichnet. Die hepa-
tischen Sternzellen spielen vermutlich eine maRgebliche Rolle bei der Ausbildung der Leberfibrose,
der Kollagenablagerung sowie der veranderten zelluldren Zusammensetzung. Die Aktivierung der
hepatischen Sternzellen bei Leberschadigung, sowie bei Kultivierung frisch isolierter hepatischer
Sternzellen, fiihrt zu zellularer Proliferation, Verlust der Lipidtropfchen sowie verstarkter Expression
von Matrixproteinen in diesen Zellen (GEErTS ET AL., 1989). Aktivierte hepatische Sternzellen besit-
zen einen myofibroblastartigen Phanotyp und sezernieren TGFB, das einen starken Stimulus fiir die
fibrogenische Reaktion darstellt. TGFB wirkt chemotaktisch fiir Monozyten und es induziert in
Makrophagen die Sekretion von weiterem TGFB sowie anderer Zytokine, die zum entziindlichen
Ablauf der Fibrose beitragen (WAHL ET AL., 1987; McCARTNEY-FRANCIS ET AL., 1988). Weiterhin induziert
TGFRB die Produktion von extrazelluldrer Matrix (RossI ET AL., 1988; RAGHOW ET AL., 1987). Die Auto-
induktion von TGF@ in aktivierten hepatischen Sternzellen ist moglicherweise eine kontinuierliche
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TGFB-Quelle in der chronischen Fibrose (BACHEM ET AL., 1992). Die Umwandlung der ruhenden
hepatischen Sternzellen in aktivierte myofibroblastartige Zellen geht auRerdem einher mit einem
Verlust der HGF-Expression (SCHIRMACHER ET AL., 1992). Der Verlust einer basalen Stimulation der
Leberzellproliferation bei chronisch fibrosierenden Lebererkrankungen kann moglicherweise Ursache
einer verminderten Parenchymregeneration und letztlich auch einer Leberinsuffizienz sein.

1.1.4. Transkriptionsregulation des HGF-Gens

HGF wird sowohl posttranskriptionell durch Prozessierung als auch durch Inaktivierung des reifen
HGF-Proteins einer wirksamen Regulation unterworfen. Eine malgebliche Regulation der HGF-
Expression findet jedoch auf der Ebene der Transkription statt. Untersuchungen beschrieben den
HGF-mRNA-Anstieg in nichtparenchymatischen Leberzellen, die aus Hepatotoxin behandelten Rat-
ten isoliert wurden (KINOSHITA ET AL.,1989). Dabei erfolgte der Anstieg der HGF-mRNA zeit- und dosis-
abhdngig. 5 h nach CCl,-Behandlung erfolgte ein rascher mRNA-Anstieg, das Maximum wurde nach
10 h erreicht. Bei der D-Galaktosamin-induzierten Leberschddigung erfolgt erst nach 24 h eine
Erhdhung des mRNA-Levels (KINOSHITA ET AL.,1989). Weitere Hinweise fiir eine transkriptionell regu-
lierte Genexpression des HGF lieferten Versuche mit humanen Fibroblasten, bei denen nach
Stimulierung mit IL-1a und IL-1B sowie TNFa ein Anstieg der HGF-mRNA nachgewiesen werden
konnte. IL-1a und TNFa werden hauptsachlich von aktivierten Monozyten und Makrophagen pro-
duziert und wirken malRgeblich auf den Ablauf einer Entziindungsreaktion ein. Eine Induktion der
HGF-Genexpression durch diese inflammatorischen Zytokine ist moglicherweise entscheidend fiir
Gewebsregeneration, wie z.B. in der Wundheilung (MATsumoTo ET AL., 1992A; TAMURA ET AL., 1993).
Einen stark supprimierenden Effekt auf die Expression von HGF-mRNA in kultivierten hepatischen
Sternzellen aus der Ratte sowie in der humanen Lungenfibroblasten-Zellinie MRC-5 zeigte TGFRB
(RAMADORI ET AL., 1992; MATSUMOTO ET AL., 19928B). Die DNA-Synthese in Rattenhepatozyten in Primdr-
kultur wird durch TGFB stark inhibiert (CARR €T AL., 1986). Nach Teilhepatektomie erfolgt ein deut-
licher Anstieg von TGFB-mRNA in der Rattenleber und erreicht sein Maximum nach dem gréfiten
Peak der Hepatozyten-DNA-Synthese (BRAuN ET AL., 1988). Diese Beobachtungen lassen vermuten,
daR TGFB als Inhibitor der HGF-Genexpression eine wichtige Funktion bei der Suppression der Hepa-
tozytenproliferation wahrend der Leberregeneration ausiibt. Fiir die promyelozytische Leukdmiezel-
linie HL-60 konnte ein Anstieg der HGF-mRNA nach Stimulierung mit TPA sowie eine Suppression
der HGF-mRNA nach TGFB- bzw. Dexamethason-Stimulus nachgewiesen werden (NISHINO ET AL., 1991;
MATSuMoTO ET AL., 19928). Die Mechanismen, die zur Induktion der HGF-mRNA in den genanntenZellen
bzw. Geweben fiihren, sind noch nicht genauer untersucht. Die Charakterisierung von zahlreichen
Genen hat gezeigt, daR die 5' nicht transkribierten Sequenzen eines Gens eine entscheidende Rolle
bei der Regulation der Genexpression spielen.

1.2. Der HGF-Promotor

Promotoren werden im allgemeinen iiber ihre Fahigkeit, die Transkription in geeigneten Testsys-
temen zu initiieren, identifiziert bzw. charakterisiert. Dabei handelt es sich um eine DNA-Region im
5' terminalen Bereich eines Gens, an die die RNA-Polymerase fiir die Transkriptionsinitiation binden
kann. Im weiteren liegen im 5' flankierenden Bereich eines Gens bindende Sequenzen fiir regulato-
rische Proteine, deren Bindung einen positiven oder negativen EinfluR auf die Genexpression aus-
libt. Eine Analyse dieser 5' terminalen Region eines Gens ermdglicht somit einen Einblick in die
Regulation seiner Transkription.
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Abb. 3 zeigt die publizierten Sequenzen fiir die 5' terminalen Regionen des humanen HGF-Gens sowie
des Ratten- und Maus HGF-Gens (MivAzawa ET AL., 1991A; OKAJIMA ET AL., 1993; L1u ET AL., 19944). Die
ersten 600 Basenpaare in dieser Region zeigen eine hohe Sequenzhomologie zwischen den drei
Spezies, die weiter 5' liegenden Sequenzen sind im Ratten- und Maus-HGF-Gen ebenfalls stark homo-
log, wohingegen die Sequenz des humanen HGF-Promotors zunehmend variiert. Die typischen Kon-
trollelemente fiir die basalen Transkriptionsfaktoren, wie TATA-, CAAT- und GC-Boxen, die in vielen
eukaryotischen Promotoren vorkommen, fehlen. Dafiir liegt eine konservierte TATA-Box-dhnliche
Sequenz in allen drei Promotoren vor. Die zahlreichen o. g. Studien zur Transkriptionsregulation des
HGF-Gens lieRen eine Reihe von proteinbindenden Sequenzen in der Promotorregion vermuten. Zu
den folgenden Konsensussequenzen wurden homologe Regionen in den HGF-Promotoren von Ratte,
Maus und Mensch beschrieben: IL-6-RE's (Interleukin 6 response element) Typ I und II, ein TRE (TPA
response element), eine SP-1 Bindestelle sowie zwei TIE's (TGFP inhibitory elements), ein GRE
(Glucocorticoid response element)-dghnliches Element und ein ISRE (Interferon stimulated respon-
se element). Einige Analysen des HGF-Promotors wurden bereits durchgefiihrt und lassen auf eine
sehr komplexe Regulation des HGF-Gens schlieRen. So zeigte die Transfektion der 5' flankierenden
Region des Ratten HGF-Gens in Rattenzellinien, die ihren Ursprung aus verschiedenen Geweben hat-
ten, eine gewebsspezifische Promotorfunktion. Des weiteren wurde durch den Einsatz verschiede-
ner Deletionsmutanten in Transfektionsstudien mit KNRK Zellen, einer Rattenzellinie, eine negativ
regulierte Region im HGF-Promotor ermittelt (ARAVAMUDAN ET AL., 1993). Die Transfektionsuntersu-
chungen der Mausfibroblastenzellinie NIH3T3 bzw. der humanen Endometriumkarzinomzellinie
RL95-2 mit der 5' terminalen Region des Maus HGF-Gens lieferten Hinweise auf positiv sowie nega-
tiv regulierende Sequenzen in dieser Region. Stimulierungsversuche mit TGFR, TPA, IL-1, IL-6 sowie
Ostradiol und Progesteron zeigten jedoch keine signifikanten Anderungen der Promotor-CAT-Akti-
vitdten. AuRerdem waren keine einheitlichen Aktivitdtsmuster bei den untersuchten Zellen fest-
stellbar, vielmehr scheint die HGF-Genregulation sehr stark zellspezifisch zu erfolgen (L ET AL.,
1994A, PLASCHKE-SCHLUTTER ET AL., 1995). Jiang et al. (1997b) konnten im Maus HGF-Promotor eine
Bindesequenz fiir die Transkriptionsfaktoren SP-1 und SP-3 identifizieren. Die Bindung der Faktoren
bewirkte eine Aktivierung der HGF-Promotoraktivitdt. Weitere Untersuchungen zur Requlation der
Transkription des HGF-Gens zeigten eine Promotoraktivitat in der mesenchymalen Zellinie NIH3T3.
Dagegen konnte in der epithelialen Zellinie MCF7 keine HGF-Promotoraktivitat nachgewiesen wer-
den. Deletionsexperimente ermittelten eine inhibitorisch wirksame Sequenz im Bereich -229 bp bis
-258bp im HGF-Promotor. Die DNase I Footprint-Analyse zeigte sowohl mit Kernextrakten aus
mesenchymalen als auch aus epithelialen Zellen eine Protektion dieser Sequenz durch Kernprotei-
ne. Der inhibitorische Effekt dieser Sequenz erwies sich als streng HGF-Promotorspezifisch. Fiir den
Promotorbereich 14 bp bis -7 bp konnten spezifische Proteinbindesequenzen mit Kernproteinen aus
mesenchymalen Zellen detektiert werden (PLASCHKE-SCHLUTTER ET AL., 1995). Weitere Proteinbin-
dungsstudien identifizierten eine Sequenz im Maus HGF-Promotor, an die ein negativ requlierendes,
ca. 70 kDa schweres Kernprotein aus Epithelzellen bindet. Die supprimierende Wirkung des Proteins
war auf den HGF-Promotor beschrankt, wie Versuche mit heterologen Promotoren zeigten. Auler-
dem sind fiir die vollstandige Unterdriickung der HGF-Genexpression vermutlich eine Reihe weiterer
Repressoren notwendig (Liu T AL, 19948).
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Abb. 3: 5' flankierende Sequenzen des Ratten, Maus und humanen HGF-Gen's

-1207 R
M
-1157 R
M
-1107 R
M
-1057 R
M
-1009 R
M
-961 R
-911 R
M
-861 R
-811 R
M
-761 R
M
-711 R
M
H

GAAGGTCTCA
GGTATTAGTT

TCTTCTGAGT
T -GCCTCAAA

AGAGCACCCT
AGAGCACCCA

TIE
CACCAAAACG
CACCAAAACG

CCCGAAGA - -
CCTGAAGACT

ACCTTACTTA
ACGTCATTTA

ATGCATACAT
GTGCATACAT

AAACCAGTAT
AGACCATTAT

CCTTAGATGG

TTTGAAAAAT
TTTGAAACAT

CTGAGGAAAG
CTGAGGAAAG
AAAAAAAAAG

CATTCTGTTG
CCTTTGGGTA

ATCCATCTCA
ATC - -TATTA

IL-6-RE Typ I

CCTCGTGTTG
CCAGGTGTTG

TGATACTCAG
TGATACTCAT

CCGTGGTGCT
GTGTGATGCT

GGAATTAAAA
GGAATTAAAA

ACTGACATGT
ACTGACGTGT

CTGTTTGCTT
CTATTTGCTT

TTTAAGGGAA
CTTAAGAGAA

GTATTTGGGA
TTATTTGGGA

IL-6-RE Typ I, PEA3

(o
CTGCC - ATGC
CTGCCTGCTC

ISRE
ACTTTCTCTT
TCTAGTCGTC

GAAACACTGT
GAGACACAGT

TAATAAAAGG
TAATAAAAGG

GGATC - -AGA
GGATTTGAGC

GTGGGTGTGT
GTGGGTGTGT

TAGCCCAATG
TAGTCCAACG

GGACATATGT
GAACATGTGT

GTCAGGGATA
GTCAGGGAGA

ATTATCAACA
ATTATCAACA

TCCTTTTGCA
TCCTTTTGCA

TGAGCCCA -
TGAGCCCATG

TCTCTAAAG
AGAAATACAG

ACTCTGTTCT
ACGCT -ATCT

AGAAGTCTGG
AGAAGTCTGG

GCCCCTCTGC
ACCCCTCTGC

PEA3
GTAGGAGGAA
GTAGGAGAAA

GGTCTCTAGT
GGTCTCAAGT

GATTGTGTAC
AACTGTACAC

AGAAACGGGC
TGCAAAGTGC

GATACATCAG
GATACATCAG

GTGGTTTGGG
GTGGTTTGGG

TGGACAGGGC
TAGACTGGGC
GGGCAGGGGC

AGGTATTCGT
AGGTAT -CTA

CTGACACATC
CTGACACATC

GCAATGATCT
ACAATGATCT

Ccccrecctc
TTCCTCCCTC

AGAGGTTGAG
AGAGGTTAAG

GAAATTCTTC
GAAAGTCTTA

AAGGTTAGAA
AAGGTCAGAA

CATGTCTGTC
CATGTCT - - -

AAAACAGACA
AAAACAGACA

GATAGCTCTT
G- TAGCTCTT

AATTTTCTGG
AATTTTCTGG
AATTTTTTCA
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-676 R CCTGAAACCC TGAGTGTTT - TGTTTCTGTT GCTATTTCTT CTCATCCCTC
M CCTGAAAACC AGGGTGTTTT TGTTTCTGGT GCTATTTCTT CTCATTCGTC
H  TCTGACAATC TGCGTGCTTT TGTTTTGCTT GCT---TATT TTGGCCCCAC
-627 R AAGGCCACAC CCTTTTGTTA ccTgeeceTer TTIC-ACC---  ----------
M AAGGCCCCAC GCTTTTCTTA ccreeecerer TTCTACC---  ----mmm---
H  AATACCACAC CCTTTTCTTA ACTAACCTCT TTCTACCTGG GCTGGACGTG
-591 R - -TGGTCTCT GCCCCCCTGA CTCC-CTTTC TCTTCTCTTA CTTTCCTTAA
M --TGGGCTCT GCACCCCTGA CTTC- CTTAC TCTGCTCTTA CTGTCTTTAA
H  CCTGGGCTCT CCTCCC-TGG ccceacerecc ACCTCTCCCA GGTCTCTAAA
-544 R AATCCCGGGA A - CTGGGGTC AGTGTTCA- - - TCCCCGAAT CTCTCCAACA
M AATCCCGGGA AACTGGGGTC AGTGTTCA - - - TCCCTGAAT CTCTCCAGCA
H  CCCCTAGAGA A - CCTGTGTC AGTGTTTTGA ATCCCTCAGT TGCTCTAGCA
-497 R CTGCAAGCTC G - CAGACTAG GAGCTGGGGC TCATTTGGCA GAAGGGGCTC
M CTGCAAGCTC G - CAGACTAT GAGCTGGGGC TCATTTGGCA TAAGGG - CTG
H  -GGAAAACTA GACAGATTAG GAGCTGGGGC ACATTTGGCT GAAAGACAGC
IL-6-RE Typ II
-449 R TC--CGCTCT CCTCTTATGC TGCTTCCCCT TCCTCTTTTC CCAGATAGAT
M TC--CGCTCT CTTCTTATGC TGCTTCCCCT TCCTCTTTTC CCAGATAGAT
H  TCTTCGCTTT CTTCTTATGC TGCTTCCCCT TCCTCTTTTC CCAAATAGAT
PEA3 SP-1  TIE-1
-401 R ATGTAAACAC ATGCATTTTC CTGTTTAAAC GGGGCGAATT  GGTGTTCAGC
M ATGTAAACAC ATGCATTTTC CTGTTCAAAC GGGGCGAATT  GGTGTTCTGC
H  ATATAAACAC ATGTATTTTC CTGTTTAAAT TGAGCGAATT GGTCCCCTGC
TRE
-351 R CTGTGCCTTG ACTTAGCGAT TGGGCTGAGT CTTGCTCCTC CCTTCCCTAC
M CTGTGCCTTG ACTTAGCGAT TGGGCTGAGC CTTGCTCCTC CCTTCCCTAC
H  CTGTGCCTTG ATTTAGCCAT TGGGCTCAGC CTTGCTCCTC CCTTCCTTAC
IL-6-RE Typ II
-301 R TCGGATAGGA GCCACAAGGA TCTGGAGCTC AGGCTTCTAA ATTGCAGCTG
M TCGGATAGGA GCCACAAGGA TCTGGAGCTC CAGCTTCCAA ATTGCAGCTG
H  TCGGATAGGA GCCACTGGGA  TCTGGAGCTC CAGCTTCCAA ATTGAAGCTG
IL-6-RE Typ 11
-251 R GCCTC-GGCC AGGTGACCTT TGCTTTGTAA GTTTCTTT-- —------ CTG
M GCCTCGGGCC AGGTGACCTT TGCTTTGTAA GTTTCTTT--  ------- CTG
H  GCCTCAGGCC AGGTGACCTT TTCTTTGTAA GTTTCTTTCC TAAGCGGGTG
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IL-6-RE Typ II
-210 R GGAGGGGGAG  TGAGTGGAGT GGGGAGAG--  -CTGGGATCT G-TTGCT--T
M GGA--GGGGG  AGTGTGTGGA GGGGAGAG--  -CTGGGATCT G- TTGCTTGT
H  GTTGGGGGGA GGCGGGGAAT GGGGGGGEGTT GCAGGGATCT GTTTGGTGCT
IL-6-RE Typ I
-166 R GTTG-GGGGG GGGGGGTTAA GGAAAGGAAG  GGGCTGGAAG AGAGTAAAGG
M TGGG-GGGGG  GGGGGGTTGA GGAAAGGAAG  GGGCTGGAAG AGAGTAAAGG
H  GTTGAGAGGG GGGCGAGTGA  GGAAAGGAGG  GGGCTGGAAG AGAGTAAAGG
-117 R GCTGTTGTTA AACAGTTTCT TACCGTAAGA GGGAGTTTAG TCCTAGATCT
M GCTGTTGTTA AACAGTTTCT TACCGTAAGA GGGAGTTCAG ACCTAGATCT
H  GCTGTTGTTA AACAGTTTCT TACCGTAAGA GGGAGTTCAG ACCTAGATCT
TATA-Box dhnliche Region
-67 R TTCCAGTTAA TCACACACAA CAAACTTAGC TCATCGCAAT AAAA - GCAGC
M TTCCAGTTAA TCACACACAA CAAACTTAGC TCATCGCAAT AAAA - GCAGC
H TTCCAGTTAA TCACACACAA CAAACTTAGC TCATCGCAAT AAAAAGCAGC
Transkription
-3
-18 R TCAGAACCGA CCGGCT----  ---------- --TGCAACAG  GATTCTTTCA
-5
M TCAGAACCGA CCGGTT----  —---em---- --TGCAACAG  GATTCTTTCA
-3
H  TCAGAGCCGA CTGGCTCTTT TAGGCACTGA CTCCGAACAG GATTCTTTCA
Translation =
+17 R GCCCGGCATC TCCTGCAGAC CCATCAGCCT GCTCGAACTG CA----- ATG
M GCCCGGCATC TCCTGCAGAG GGATCAGTCT GCTCGAACTG CA - - AGCATG
H  CCCAGGCATC TCCTCCAGAG GGATCCGCCA GCCCGTCCAG CAGCACCATG

Vergleich der Nukleotidsequenz der 5' terminalen Region des Ratten (R), Maus (M) und humanen (H) HGF-Gens.
Die Sequenzen fiir Ratte und Maus sind aufgrund der hohen Sequenzhomologie von 92,3 % bis -1207 bp aufge-
fiihrt. Die 5'terminale Region des humanen HGF-Gens weist bis —-711 bp eine Sequenzhomologie von 83,4 % gegenii-
ber den murinen Sequenzen auf, im weiter 5' gelegenen Bereich differieren die Sequenzen erheblich. Der Haupt-
transkriptionsstartpunkt (+1) fiir den Ratten- sowie den Maus-Promotor (OKAJIMA ET AL., 1993; LIU ET AL., 19944)
ist jeweils mit einem schwarzen Pfeil markiert. Die Rattensequenz ist vom Transkriptionsstartpunkt ausgehend
durchnumeriert. Auf diese Numerierung beziehen sich alle in dieser Arbeit angegebenen Positionen. Potentielle
Proteinbindesequenzen sowie die TATA-Box-Ghnliche Sequenz sind fett gedruckt. Sich tiberlappende Proteinbinde-
sequenzen sind zusdtzlich kursiv gedruckt.
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2. AUFGABENSTELLUNG

Die Umwandlung der hepatischen Sternzellen in proliferierende Myofibroblasten in der chronisch
erkrankten Leber geht einher mit dem Verlust der HGF-Expression und einer gleichzeitigen Aktivie-
rung der TGFB-Expression. Es besteht somit eine mogliche direkte Beziehung zwischen fibrogenen
und regeneratorischen Mediator-Systemen. Fiir das Verstandnis der HGF-Genregulation und eines
moglichen direkten Einflusses von TGFB auf die HGF-Transkription, ist eine genaue Analyse der 5'
HGF-genregulatorischen Sequenz erforderlich.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Analyse der 5' flankierenden Region des Ratten HGF-
Gens. Es sollten mogliche positive bzw. negative cis-requlatorische Elemente identifiziert und
charakterisiert werden, die einen EinfluR auf die Transkription des HGF-Gens ausiiben.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen sollte der Schwerpunkt auf der moglichen Transkriptions-
regulation des HGF-Gens durch TGFB in verschiedenen Zellinien sowie hepatischen Sternzellen
liegen und magliche hierfiir verantwortliche Sequenzen in der 5' genregulatorischen Region des HGF-
Gens identifiziert werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Allgemeines
3.1.1. Chemikalien, Plastikwaren und sonstige Materialien

Sofern nicht anders angegeben, wurden Standardchemikalien und Losungen von Boehringer Mann-
heim (Mannheim), Merck (Darmstadt) und Sigma (Deisenhofen) in pro analysis (p.a.)-Qualitdt bezo-
gen. Reagenzien und Inkubationspuffer fiir die molekularbiologischen Methoden wurden, wenn
nicht anders vermerkt, von Boehringer Mannheim verwendet. Die Medien und anderen Zusatze fiir
die Zellkultur wurden von Seromed (Berlin), das fotale Kalberserum von PAN Systems (Niirnberg),
alle sterilen Plastikwaren fiir Zellkulturarbeiten von der Firma Greiner (Niirtingen) verwendet. Pipet-
tenspitzen und ReaktionsgefdRe lieferte die Firma Eppendorf (Hamburg).

Die Sterilisation der Glas- und Metallgerdte erfolgte fiir mindestens 6 h im Trockenschrank bei
180° C.

3.1.2. Herstellung von Ldsungen

Alle Losungen wurden, falls nicht anders angegeben, mit vollentsalztem Wasser aus einer Milli-
pore-Q Plus-Anlage (Millipore, Molsheim, Frankreich) angesetzt.

Die Sterilisation erfolgte, falls notwendig, durch Sterilfiltration (0,22um Durchmesser) oder durch
feuchte Hitze in einem KSG 40/60 Vertikal-Autoklaven (KSG, Olching) bei 121° C und 1,2 bar Uber-
druck fiir 25 min.

Fiir die Arbeiten mit RNA wurden alle Losungen mit 0,1% [v/v] Diethylpyrocarbonat - (DEPC,
Fluka, Neu-Ulm) behandeltem Wasser angesetzt.

Flir die Herstellung der Losungen fiir die Polymerase-Kettenreaktion wurde Ampuwa-Wasser (steri-
les pyrogenfreies Aqua ad iniectabilia nach DAB9, Fresenius AG, Bad Homburg) verwendet.

3.2. Zellkultur
3.2.1. Zellkulturtechnik und Medien

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau) bei 37°C, 5%
€0, und 100 % Luftfeuchtigkeit. Die Aussaat der Zellen erfolgte in 6-well-Platten, in 94 mm bzw.
150 mm Petrischalen. Alle Zellkulturarbeiten wurden mit sterilen Materialien unter einer Sicher-
heitswerkbank (Microflow Sicherheitswerkbank Klasse 2, Nunc, Wiesbaden) durchgefiihrt. Die Medien
und Losungen wurden bei 4° C bzw. bei -20° C gelagert.

Passagieren der Zellen:

Die Zellen wurden bei einer Dichte von ca 90 % Konfluenz passagiert. Das Kulturmedium wurde abge-
saugt und je nach PetrischalengroRe wurde 0,5 bis 2 ml Trypsin/EDTA-Losung (0,25 % Tryp-
sin/0,03 % EDTA in 1x PBS: 8,2 g NaCl, 5 g Na,HPO,, 0,68 g KH,PO, ad 1l H,0, pH 7,4) auf die
Schalen gegeben, durch Schwenken der Schalen verteilt und wieder abgesaugt. Die auf den Petri-
schalen verbleibende Trypsin/EDTA-Losung loste die Zellen vom Boden der Schalen ab und nach
wenigen Minuten wurde diese Reaktion durch Zugabe von FCS-haltigem Medium abgestoppt. Die
Zellsuspension wurde nun in geeigneter Verdiinnung in neue Petrischalen ausgesat.
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Bestimmung der Zellzahl:

Die Zellen wurden in einer Neubauer Zahlkammer gezdhlt. Ein Aliquot der gut durchmischten Zell-
suspension wurde steril entnommen und nach 1:2-Verdiinnung mit einer Trypanblau-Lésung (0,4 %
[w/v]) in die Zahlkammer pipettiert. Ausgezahlt wurden 4 GroRquadrate mit je 16 Kleinquadraten.

Die Berechnung der Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

gezdhlte Zellen x 1000

= Zellzahl/ml
Kammerhéhe (0,1 mm) x Verdiinnung x Fliche der GroRquadrate (4 mm?)

Auftauen und Einfrieren von Zellen:

Nach Entnahme aus dem fliissigen Stickstoff wurde das Einfrierrdhrchen im Wasserbad bei 37°C
ziigig aufgetaut. Die Zellsuspension wurde auf eine 94 mm Petrischale iiberfiihrt, mit 9 ml kaltem
Kulturmedium versetzt und durch Schwenken der Schale gleichmaRig verteilt. Nach ca. 10 min wur-
den die Zellen im Brutschrank inkubiert.

Fiir das Einfrieren von Zellen erfolgte zundchst die Aufzucht in 150 mm Petrischalen bis zu einer
Zelldichte von ca 80-90% Konfluenz. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen 8 min bei
1200 Upm in 50 ml-PPN-Réhrchen abzentrifugiert (Varifuge RT, 5315-Rotor, Heraeus). Der Uber-
stand wurde mit einer Pasteurpipette vollstandig abgesaugt und die Zellen wurden in eiskaltem Ein-
friermedium (Kulturmedium mit 5% Dimethylsulfoxid) resuspendiert, so daR sie eine Dichte von
1-2 x 109 Zellen/ml erreichten. Die Zellsuspension wurde nun in 1 ml-Einfrierrhrchen (Nunc Inter
Med, Kamstrup, Danemark) aliquotiert und bei Temperatursenkungen von ca 1° C/min bei -70°C ein-
gefroren. Nach 24 h erfolgte die Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff.

Kulturmedium:

Das verwendete Kulturmedium enthielt stabiles Glutamin.
DMEM: Dulbecco's Modifiziertes Eagle Medium (4,5 g/l Glukose)
Zusdtze: Penicillin 500 I.E.
Streptomycin 500 wg/ml
Fetales Kélberserum 5-10% (w/v)

RPMI 1640: 2,0 g/l NaHCO,, 0,532g/l N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
Zusdtze: 50wg/ml Gentamycin
Fetales Kalberserum 5-10% (w/v)

3.2.2. Verwendete Primarzellkulturen
3.2.2.1. Humane Lungenfibroblasten

Die humanen embryonalen Lungenfibroblasten FH109 wurden uns freundlicherweise von der AG Wie-
ser, Institut fiir Toxikologie, Universitdt Mainz, zur Verfiigung gestellt. Diese Zellen sind nicht trans-
formiert, haben nur eine begrenzte Lebensdauer und unterliegen einem Alterungsprozel3, wahrend
dem sich das Wachstumsverhalten und ihre Stoffwechselleistungen verdndern (WIESER ET AL., 1985).
Bei den Untersuchungen wurden nur Zellen der 7. bis 10. Passage verwendet. Die Kultivierung die-
ser Zellen erfolgte in 10 % DMEM,
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3.2.2.2. Isolierung und Kultivierung von hepatischen Sternzellen aus der Rattenleber

Die hepatischen Sternzellen wurden aus der Rattenleber mittels Kollagenase/Pronase-Perfusion
isoliert. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter einer Sicherheitswerkbank mit sterilen Instrumenten
und Losungen. Zundchst erfolgte die Betdubung des Tieres, das zuvor mit einer Vitamin A angerei-
cherten Kost ernahrt wurde, mit 60 mg Nembutal/kg Korpergewicht. Nach Eréffnung des Abdomens
wurde die Perfusionsnadel in die Pfortader eingefiihrt, die Leberarterie durchtrennt und die Leber
30 min mit 150 mg Kollagenase und 240 mg Pronase in 500 ml GBSS-Losung 37° C (Zusammenset-
zung siehe unten) perfundiert. AnschlieBend wurde die perfundierte Leber in einer Petrischale von
Fettgewebe befreit und die Leberzellen wurden mit einer Pinzette ausgestrichen und mit 50 mg Kol-
lagenase und 50 mg Pronase in 100 ml GBSS-Losung auf dem Rundschiittler (Certomat HK Inkuba-
tor und Certomat U Rundschiittler; Braun Melsungen) bei 37° C und 200 Upm 30 min inkubiert. Die
Zellsuspension wurde dann iiber ein 100 pwm Netz gegeben und fiir 2 min bei 600 Upm (Varifuge RT,
5315-Rotor, Heraeus) in 50 ml PPN-R&hrchen sedimentiert. Nach dem Waschen der Zellen mit GBSS-
Losung ohne CaCl, wurde die Suspension bei 1570 Upm sedimentiert und das Pellet in GBSS-Ldsung
ohne CaCl, und NaCl suspendiert und mit der notwendigen Menge Nykodenz versetzt, so dal® eine
Endkonzentration von 11,5% Nykodenz erreicht wurde. Die Zellsuspension wurde dann mit 1 ml
GBSS iiberschichtet und 20 min bei 3000 Upm zentrifugiert. Die hepatischen Sternzellen bildeten
eine weille Schicht am oberen Rand des Nykodenzgradienten. Sie wurden mit einer Pasteurpipette
abgenommen, in ein neues Rohrchen {iberfiihrt und nach dem Waschen und Zahlen in 20% DMEM
auf 94 mm Petrischalen mit einer Dichte von ca 1 Mio Zellen pro Schale ausgesat.

GBSS-Losung, Mengenangaben pro Liter: CaCl, x 2 H,0 0,22 g
KCl 0,37 g
NaH2P04 0,03 ¢
MgCl, x 6 H,0 0,21g
MgSO, x 7 H,0 0,07 g
NaCl 8,0¢g
NaHCO3 0,227 g
Na,HPO, 0,12 g
D-Glukose 1,04
DNase 0,01g

3.2.3. Verwendete Zellinien

Die Zellinien wurden von der ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) oder von
der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) bezogen.

KNRK: Rattennierenzellen (AARONSON UND WEAVER, 1971)
Kultivierung in 5% DMEM.
Rat2: embryonale Rattenfibroblasten (Topp, 1981)
Kultivierung in 5% DMEM.
NIH3T3: embryonale Mausfibroblasten (ANDERSON ET AL., 1979)
Kultivierung in 10 % DMEM.
KG-1:  humane myeloblastische Leukdmiezellen (KoErFLER UND GOLDE 1978)
Kultivierung in 10 % RPMI
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3.2.4. CAT-Assay
3.2.4.1. Transfektion

Stabile Transfektionen wurden mit dem Transfektionsreagenz DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-
N,N,N-trimethylammoniummethylsulfat, Boehringer) und der KNRK-Zellinie durchgefiihrt. Die Aus-
saat der Zellen erfolgte einen Tag vor der Transfektion mit einer Zelldichte von ca 50 % Konfluenz
in 94 mm Petrischalen in 5% DMEM. Einige Stunden vor der Transfektion wurde das Medium erneuert.
Die Transfektion erfolgte mit dem DOTAP-Reagenz gemaR den Angaben des Herstellers. Nach 72 h
wurden die transfizierten Zellen passagiert und in einer Verdiinnung von 1:15 auf fiinf 94 mm Petri-
schalen ausgesat. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Selektivmedium, 5% DMEM mit einem
Zusatz von 200 p.g Geneticin/ml Kulturmedium. Alle 4-5 Tage erfolgte ein Kulturmediumwechsel.
Die stabil transfizierten Zellen wuchsen innerhalb von 20-30 Tagen zu Kolonien auf der Petrischale
heran; diese wurden isoliert gewonnen, lysiert (3.2.4.2.) und im CAT-ELISA (3.2.4.4.) auf ihre CAT-
Produktion getestet.

3.2.4.2. Zellyse

Die Zellyse erfolgte mit Hilfe des Lysis-Puffers des CAT-ELISA Kits (Boehringer Mannheim). Nach-
dem die Zellen dreimal mit PBS gewaschen worden waren, wurden sie 30 Minuten bei Raumtempe-
ratur in 500 wl 1x Lysispuffer inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in einem Eppendorf-
ReaktionsgefaR bei 4° C und 15000 Upm fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend
sofort in fllissigem Stickstoff gefroren oder direkt fiir den CAT-ELISA weiterverwendet.

3.2.4.3. BCA-Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit dem BCA-Kit von Pierce (Rockford, USA) entspre-
chend dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Falls die Konzentration {iber 500 w.g/ml betrug, wurde
entsprechend mit Lysis-Puffer verdiinnt.

3.2.4.4. CAT-ELISA

200 pl des zu testenden Zelllysates wurden 1 bis 2 Stunden in anti-CAT-Antikorper beschichtete
Mikrotiterplatten bei 37° C inkubiert. Im ndchsten Schritt wurden 200 wl Digoxigenin-gekoppelter
anti-CAT-Antikorper (2 pg/ml) hinzugegeben. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C wurden
200 .l Peroxidase konjugierter anti-Digoxigenin-Antikorper (150 mU/ml) hinzugegeben. Nach einer
weiteren Stunde Inkubation bei 37°C und Zugabe von 200 p.l Substrat (ABTS) erfolgte ein Farb-
umschlag, der photometrisch bei 405 nm gemessen wurde (Immunoreader NJ-2000, Nunc, Wies-
baden).

3.2.5. Stimulierung von Zellen

3.2.5.1. Stimulierungsversuche an den stabil transfizierten KNRK-Zellklonen

Die stabil transfizierten KNRK-Zellklone wurden in serumhaltigem (5% DMEM) bzw. in 'serumfreiem'
(0,5% DMEM) Kulturmedium mit folgenden Stimulanzien (PBH, Hannover), jeweils in zwei ver-
schiedenen Konzentrationen, fiir 16 h inkubiert:
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1. humanes rekombinantes Interferon a (IFN«) Konz./ml: 100 U/1000 U
2. humanes rekombinantes Interferon y (IFNvy) 50 U/500 U
3. Dexamethason 10 nM/1pM
4. humanes rekombinantes Interleukin-13 (IL-1B) 1U/100U0
5. humanes rekombinantes Interleukin-6 (IL-6) 100 U/500 U
6. Lipopolysaccharid (LPS) aus E.coli 1 ng/5 pg
7. Tetradecanoylphorbolacetat (TPA) 1 ng/10 ng
8. humaner rekombinanter 'Transforming Growth Factor'31 (TGFB1) 0,1 ng/10 ng
9. humaner rekombinanter 'Tumor Necrosis Factor'a (TNFa) 150 U/250 U
10. humaner rekombinanter 'Epidermal Growth Factor' (EGF) 50 ng
11. humaner rekombinanter 'Platelet Derived Growth Factor' (PDGF) 40 ng/100 ng

Die eingesetzten Stimulanzien waren in Ethanol (Dexamethason, TPA), in Essigsdure 0,1 M (TGFB31)
bzw. in PBS pH 7,4 unter sterilen Bedingungen geldst.

Nach der Inkubation wurden die Zellen geerntet, lysiert und im CAT-ELISA wurde die produzierte
CAT-Enzymmenge bestimmt.
3.2.5.2. Stimulierungsversuche an Primdrzellen und Zellinien

Die Stimulierung der Zellen fiir eine nachfolgende 'Northern Blot'-Analyse der HGF-Expression erfolg-
te mit folgenden Zytokinen:

TPA, 10 ng/ml Kulturmedium
TGEB1, 5 ng/ml Kulturmedium

Die Inkubation mit diesen Substanzen erfolgte iiber verschiedene, in den Versuchen jeweils ange-
gebene Zeitrdume. Die Zellen wurden nach der Stimulierung geerntet, sedimentiert und fiir die
Isolierung von Gesamt-RNA in eiskalter Guanidinium-Isothiocyanat-Ldsung (4 M GITC, 0,5% [w/V]
N-Laurylsarcosyl, 25 mM Natriumcitrat; pH 7,0 und 100 mM B-Mercaptoethanol) lysiert und bei
-70° C bis zur weiteren Verarbeitung schockgefroren.

3.3. Molekularbiologische Methoden
3.3.1. Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fiir die Herstellung geeigneter DNA-Fragmente sowie fiir die Charakterisierung von Plasmiden erfolg-
te eine enzymatische Hydrolyse der DNA mit Restriktionsendonukleasen entsprechend den Angaben
des Herstellers. Fiir die Restriktion wurden 5 U Restriktionsenzym pro g DNA eingesetzt und die
Reaktion iiber mindestens 3 h bei 37° C im entsprechenden Reaktionspuffer durchgefiihrt.

3.3.2. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren

3.3.2.1. Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Fiir die Uberpriifung einer Restriktion sowie fiir die Isolierung eines DNA-Fragmentes wurde die DNA,
je nach MolekiilgroRe, iiber ein 0,8-2 %iges Agarosegel (SeakKem ME-Agarose; Biozym, Hameln), das
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mit TAE-Puffer (40 mM Tris-Base, 20 mM Eisessig, 1,25 mM EDTA; pH 8,0) und 0,5 p.g/ml Ethidium-
bromid hergestellt wurde, elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde ebenfalls TAE-Puffer
eingesetzt. Die DNA-Proben sowie geeignete Molekulargewichtsmarker wurden vor dem Auftragen
mit Y6 Volumen Auftragspuffer (0,25 % [w/v] Bromphenolblau, 30% [v/v] Glyzerin) versetzt. Die
Fotodokumentation erfolgte mit Hilfe einer MP 4 Land Kamera von Polaroid (Cambridge, MA, USA)
unter Verwendung einer Chroma 43 UV-Kontaktlampe (Vetter, Wiesloch).

3.3.2.2. DNA-Molekulargewichtsmarker

Es wurden die DNA-Langenstandards II und III von Boehringer Mannheim verwendet. Diese ent-
sprachen der DNA des Phagen Lambda hydrolysiert mit dem Restriktionsenzym HindIII (Standard II)
bzw. hydrolysiert mit den Restriktionsenzymen HindIII und EcoRI (Standard III). DNA-Langen-
standard VI stellte ein Gemisch von DNA des Plasmides pBR 328, zum einen hydrolysiert mit Restrik-
tionsenzym BglI, zum anderen hydrolysiert mit HinfI, dar.

3.3.2.3. Gelelution

Die Isolierung und Reinigung des gewiinschten DNA-Fragments erfolgte nach einer praparativen gel-
elektrophoretischen Auftrennung mit Hilfe von Glasmilch (VOGELSTEIN UND GILLESPIE ET AL., 1979).

Dazu wurde die Bande des zu isolierenden DNA-Fragments unter UV-Licht aus dem Agarosegel
geschnitten und die DNA mit einem 'Prep-A-Gene DNA Purification Kit' (Biorad, Richmond, CA, USA),
gemall den Angaben des Herstellers, aus dem Agarosegelstiick eluiert. Die Konzentrationsbestim-
mung der eluierten DNA erfolgte einerseits durch den Auftrag auf ein Agarosegel mit bekannter DNA-
Standardmenge sowie photometrisch durch Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von 260 nm
in einem UV 160 A Spektophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) in Quarzkiivetten mit einer Schicht-

dicke von 1 cm. Die Extinktion E,., = 1,0 entspricht einer Konzentration von etwa 50 wg/ml

260
doppelstrangiger DNA, 40 pg/ml einzelstrangiger DNA oder RNA bzw. 20 wg/ml Oligonukleotid
(SAMBROOK ET AL., 1989). Um mdgliche Proteinverunreinigungen der DNA zu iiberpriifen, wurde das
Verhaltnis der Absorptionen bei Wellenlangen von 260 nm und 280 nm gebildet, wobei nuklein-
sdurehaltige Losungen als ausreichend rein angesehen wurden, wenn der E,q,/E,q,-Quotient

zwischen 1,8 und 2,0 lag.

3.3.3. Reinigung von Nukleinsduren

Proteinverunreinigungen in nukleinsdurehaltien Lésungen wurden durch die Extraktion mit dem
gleichen Volumen an Phenol-Chloroform (im Verhdltnis 1:1 [v/v]) entfernt. Nach kréftigem
Schiitteln des Phenol-Chloroform-Nukleinsdure-Gemischs erfolgte ein 5miniitiger Zentrifugations-
schritt bei 15000 upm und RT (54156-Eppendorf-Zentrifuge, F-45-18-11-Rotor). Die obere, wass-
rige Phase wurde in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt und die Phenolriickstande darin wurden
durch eine Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion (24:1) beseitigt. Nach Zugabe von 1/19 Volumen
3 M NaOAc, pH 5,2 und 2,5fachem Volumen Ethanol p.a. wurden die Nukleinsduren bei -70° C fiir
mindestens 10 min prazipitiert, anschlieRend 30 min bei 15000 upm und 4° C sedimentiert, mit eis-
kaltem 709%igen Ethanol gewaschen und unter Vakuum getrocknet (Speed Vac, Refrigerated
Condensation Trap, Savant). Die Resuspension der DNA erfolgte in TE-Puffer (10 mM Tris-HCL, 1 mM
EDTA; pH 8,0) oder in autoklaviertem H,0.
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3.3.4. Klonierung von DNA-Fragmenten

3.3.4.1. Verwendete Vektoren und rekombinante Plasmide

Folgende Vektoren wurden verwendet:

PBAT FS 2,7 kb:

Dieses Expressionsplasmid enthalt das komplette, 2,7 kb grof3e PstI-cDNA-Fragment des humanen
HGF's und wurde von Guido Hartmann (Institut fiir Zellbiologie, Tumorforschung, Universitétsklinik
Essen) zur Verfligung gestellt.

pBluescript SK(-) von Stratagene (La Jolla, CA, USA):

Der pBluescript-Vektor ist ein 2,95 kb grof3es Plasmid, das ein Ampicillinresistenzgen sowie das
lacZ-Gen enthdlt. Das lacZ-Gen ermdglicht eine blau/weiRR-Selektion von rekombinanten Klonen;
tiber das Ampicillinresistenzgen kann zusatzlich eine Selektion der Klone erfolgen. Seine 'Polylinker'-
Region enthalt 21 singuldre Restriktionsschnittstellen, die von den RNA-Polymerase-Promotoren der
Bakteriophagen T3 und T7 flankiert sind.

DpCATbasic von Promega (Madison, WI; USA):

Der pCATbasic-Vektor enthdlt die Sequenz des Chloramphenicolacetyltransferase (CAT)-Gens ohne
vorgeschaltete eukaryontische Promotor- und 'Enhancer'-Sequenzen. Die Insertion eines funktio-
nalen Promotors kann in die 'Polylinker'-Region vor dem CAT-Gen erfolgen. 'Enhancer'-Sequenzen
konnen nach dem CAT-Gen inseriert werden. AulRerdem enthalt der Vektor das Ampicillinresistenz-
gen.

PGEM-3Z von Promega:

Der 2743 bp grolRe Vektor beinhaltet eine multiple Klonierungsregion mit 13 singuldren Restrik-
tionsschnittstellen. Diese Region wird von den RNA-Polymerase-Promotoren der Bakteriophagen
SP6 und T7 flankiert. AuBerdem enthilt der Vektor das lacZ-Gen sowie das Ampicillinresistenzgen.

Folgende rekombinante Plasmide wurden verwendet:

PBrHGF-Promotor:

Das 1367 bp-HGF-Promotor-Fragment, das durch PCR-Amplifikation mit den Primern P24 und P19
aus einer Scal-restringierten, genomischen, adulten Rattenleber-DNA entstand, wurde iiber die PstI
und die Smal-Schnittstelle in den Vektor pBluescript SK (=) inseriert und sequenziert.
PCATrHGF-Promotor:

Die Klonierung des 1356 bp-HGF-Promotor-Fragments, das aus dem Plasmid pBrHGF-Promotor
stammte, erfolgte in den Vektor pCAT-Basic mit anschlieRender Sequenzierung.

DGhHGF:

Die Klonierung des 2,2 kb-BamHI/KpnI-Fragments der humanen HGF-cDNA, das aus dem Plasmid
pBAT FS 2,7 kb stammte, erfolgte in den Vektor pGEM-3Z. Das inserierte Fragment zeigt eine anti-
sense Orientierung zum T7-Promotor.

pSPTfos 2,1 kb:

Die Klonierung des 2,1 kb -Fragments der humanen c-fos-cDNA in den Vektor pSPT 18/19 erfolgte
tiber die Restriktionsschnittstelle E£coRI.
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3.3.4.2. Ligation von DNA-Fragmenten und Vektor-DNA

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten mit kohadsiven Enden wurden 100-200 ng linearisierte, phe-
nolisierte Vektor-DNA mit der gleichen molaren Menge bzw. der doppelten oder fiinffachen molaren
Menge des zu inserierenden DNA-Fragments eingesetzt. Fiir die 'blunt-end'-Ligation wurden die gel-
gereinigten PCR-Produkte vor der Ligation mit Restriktionspuffer L (10 mM NaCl, 10 mM MgCl,,
1 mM DTT; pH 7,5), 200 M dNTP und 1 U Klenow-Enzym fiir 20 min bei RT inkubiert und anschlie-
Rend mit Ethanol préazipitiert (3.3.3.). Die Ligation erfolgte im Ligationspuffer (10 mM MgCl2,
10 mM DTT, 1 mM Spermidin, 1 mM ATP, 100 ng/ml BSA und 50 mM Tris-HCl; pH 7,4) mit
1 U T4-DNA Ligase iiber Nacht bei 15° C bis 16° C.

3.3.4.3. Herstellung kompetenter E.coli-Zellen

Fiir die Transformation der verschiedenen Vektoren und rekombinanten Plasmide wurden die E.coli-
Stdmme DH5« (Gibco) und HB101 (Invitrogen) verwendet.

Zur Herstellung kompetenter E.coli-Zellen wurden 50 ml frisches LB-Medium (10 g/l Bacto-Trypton
(Difco, Detroit, MI, USA), 5 g/l Bacto-Hefeextrakt (Difco), 8 g/L NaCl; pH 7,6) mit 100 .l einer
frischen Ubernachtkultur angeimpft. Die Bakterien wurden auf einem Rundschiittler (Certomat HK
Inkubator und Certomat U Rundschiittler; Braun Melsungen) bei 37° C und 250 upm bis zur logaryth-
mischen Wachstumsphase vermehrt. Dies wurde durch Messung der optischen Dichte bei einer
Wellenldnge von 600 nm festgestellt. Bei einer erreichten optischen Dichte von 0,3-0,4 wurden die
Bakterien sofort auf Eis abgekiihlt und in der Varifuge RT und dem 5315-Rotor (Heraeus) bei 4°C
fiir 10 min bei 5000 upm sedimentiert. Nach dem Waschen mit 25 ml eiskalter 0,1 M MgCl,-L6sung
erfolgte eine 30miniitige Inkubation der sedimentierten Zellen mit 30 ml kalter 0,1 M CaCl,-L6sung
auf Eis. Nach erneuter Sedimentation wurden die Bakterien in 2 ml eiskalter 0,1 M CaClz-Lﬁsung
resuspendiert und mindestens 3h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden direkt zur Transformation ver-
wendet oder in Aliquots von 200 wl in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70° C gelagert.

3.3.4.4. Transformation von Plasmid-DNA in E.coli-Zellen

Fiir die Transformation von kompetenten E.coli-Zellen wurde ein 200 wl Aliquot langsam auf Eis auf-
getaut und mit 100 ng Plasmid-DNA oder 10-500 ng eines Ligationsansatzes vorsichtig vermischt
und 40 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42°C fiir 3 min und sofortiger Abkiih-
lung auf Eis fiir 1 min wurden die Zellen mit 800 .l LB-Medium 30 min bei 37° Cinkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Transformationsansdtze auf LB-Agar-Platten (LB-Medium mit 15 g/l Agar) mit
Ampicillinzusatz (50 mg/l) ausplatiert und {iber Nacht bei 37° C kultiviert. Fiir die Farbselektion von
Plasmiden, die das lacZ-Gen besalien, wurden die Transformationsansdtze auf LB-Selektionsplatten
kultiviert, die zusdtzlich jeweils 100 wl 0,1 M Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG) und
40 pl 2% [w/v] 5-Brom-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactosid (X-Gal, geldst in Dimethylformamid)
enthielten.

Die Analyse der Transformanten erfolgte durch Mini-Praparationen der Plasmid-DNA (3.3.5.), Hydro-
lyse der praparierten Plasmid-DNA (3.3.1.) und nachfolgender Gelelektrophorese (3.3.2.).

3.3.5. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Praparationen von Plasmid-DNA erfolgten durch alkalische Lyse der Bakterienzellen, nach der
modifizierten Birnboim und Doly-Methode (BIrnBoIM UND Doly, 1979).
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Analytische Isolierung von Plasmid-DNA:

Fiir die Analyse von den Bakterienkolonien, die nach Transformation iiber Nacht gewachsen waren,
wurden einzelne Bakterienkolonien in jeweils 3 ml LB-Medium angeimpft und iiber Nacht kultiviert.
Am darauf folgenden Tag erfolgte die Isolierung von Plasmid-DNA aus je 1,5 ml der gewachsenen
Kulturen durch die sogenannte Mini-Prdparation. Die Bakterien wurden 1 min bei 9000 upm sedi-
mentiert (54156-Eppendorf-Zentrifuge, F-45-18-11-Rotor) und anschlieRend mit TENS-Puffer (1 mM
EDTA, 0,1 N NaOH, 0,5% [w/v] SDS, 10 mM Tris-HCL; pH 7,5) lysiert und auf Eis gestellt. Durch Zugabe
von je 150 wl 3 M NaOAc, pH 5,2 und 3miniitiger Zentrifugation bei 15000 upm bei 4° C konnten
die Plasmide aus dem Uberstand durch Fillung mit eiskaltem Ethanol p. a. bei ~70°C fiir mindestens
10 min isoliert werden. Nach 10 min Zentrifugation bei 15000 upm bei 4° C wurde die Plasmid-DNA
zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen und das luftgetrocknete Pellet in 49 wl H,0 und 1 .l RNase
A (10 mg/ml) aufgenommen. 10 ml davon wurden jeweils restringiert (3.3.1.) und gelelektropho-
retisch aufgetrennt (3.3.2.).

Priiparative Plasmidisolierung:

Die prdparative Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte iiber Anionen-Austauscher-Saulen (Qiagen-Kit,
Diagen, Diisseldorf) nach den Angaben des Herstellers.

Fiir die Langzeitlagerung von plasmidtragenden E.coli-Bakterien wurden die Bakterien im ent-
sprechenden Selektionsmedium mit 20-30% Glyzerin aliquotiert und in 1 ml-KryogefaRRen (Nunc)
bei -70°C gelagert.

3.3.6. Verwendete Oligonukleotide

Die im Elektrophoretic Mobility Shift-Assay verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen
Promega (Madison, WI, USA) oder MWG Biotech (Ebersberg/Miinchen) synthetisiert. Fiir die Her-
stellung der doppelstrangigen Oligonukleotide wurden die homologen einzelstrangigen Nukleinsdu-
ren 5 min bei 95° C erhitzt und iiber einen Zeitraum von mindestens 1,5 h langsam auf Raumtem-
peratur abgekiihlt.

Eingesetzte Oligonukleotide: Die fettgedruckten Nukleotide markieren die Konsensussequenz, die
kleingedruckten Nukleotide markieren Abweichungen von der HGF-Pro-
motor-Sequenz, die aufgrund von Uberlappungen mit weiteren Kon-
sensussequenzen bewulRt synthetisiert wurden.

TIE-1:  HGF Promotor (Nukleotide-374 bis -357):

5' - agC tta GtG AAT TGG TGT - 3'

TIE-1a:  HGF-Promotor (Nukleotide -373 bis -350):
5' - ACG GGG CGA ATT GGT GTT CAG CCT - 3'

TIE-2:  HGF-Promotor (Nukleotide -1066 bis -1043):
5' - CAA TGA TCT CAC CAA AAC GTG ATA - 3'

TRE: HGF-Promotor (Nukleotide -333 bis -312):
5' - ATT GGG CTG AGT CTT GCT CCT - 3'

HLHI:  HGF-Promotor (Nukleotide -256 bis -227):
5' - gat ccG CCT CGG GCC AGG TGA CCT TTG C - 3'
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HLH II:  HGF-Promotor (Nukleotide -263 bis -243):
5' - AAA TTG CAG CTG GCC TCG GGC - 3'

HLH I/II: HGF-Promotor (Nukleotide -263 bis -229):
5' - AAA TTG CAG CTG GCC TCG GGC CAG GTG ACC TTT - 3'

E,SM: E-Box des Glattmuskel-Aktin-Promotors (BLANK ET AL., 1992):
5' - GAG AAC AAC TGC TCT - 3'

AP-1: AP-1 'Responsives Element' (Promega):
5' - CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA - 3'

3.3.7. Extraktion von Nukleinsduren aus Zellen und Gewebe
3.3.7.1. Extraktion von genomischer DNA aus Zellen und Gewebe

Nach kurzem Auftauen des gefrorenen Frischgewebes (ca. 0,6-1 g) auf Eis erfolgte die Zerkleinerung
der Gewebsstiicke mit einem RZR-2000 Homogenisator (Heidolph, Kehlheim) in 10 ml TES-Puffer
(150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL; pH 7,5). Das Homogenisat wurde durch zwei Lagen
sterile Mullkompressen (Rauscher, Pattensen) filtriert und die Zellen in sterilen 30 ml Corex-Rohr-
chen in einer Sorvall RC-5B Zentrifuge (Du Pont, Boston, USA) mit dem HB-4-Rotor fiir 5 min bei
2000 upm und 4° C zentrifugiert. Bei der Extraktion von genomischer DNA aus Zellen wurden diese
nach dem Abzentrifugieren und Waschen in 10 ml TES-Puffer aufgenommen und wie oben beschrie-
ben zentrifugiert. Das Sediment aus extrahierten Zellkernen wurde mehrmals in 10 ml TES-Puffer
gewaschen, in 10 ml TES-Puffer mit 0,2 % [w/v] SDS aufgenommen und mit 750 p.g/ml Pronase bei
37°C flir 90 min inkubiert. Nach dreimaliger Phenolextraktion und nachfolgender Ethanolféllung
(3.3.3.) wurde die DNA mit einer sterilen, gebogenen Pasteurpipette aufgenommen, in ein frisches
Reaktionsgefdld iiberfiihrt und zweimal mit eiskaltem Ethanol p. a. gewaschen. Die weitere Auf-
reinigung der luftgetrockneten DNA erfolgte in 200 p.l RNase-Puffer (10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL;
pH 7,5) mit 40 wl/ml RNase A bei 37°C innerhalb 30 min. AnschlieRend wurde die DNA nochmals
mit 0,1% [w/v] SDS, 100 mM NaCl und 0,25 mg/ml Pronase bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Nach
zwei Phenolextraktionen und nachfolgender Ethanolprazipitation wurde die isolierte, genomische
DNA in 200 pl +H,0 resuspendiert, quantifiziert (3.3.2.3.) und bei -20°C gelagert.

3.3.7.2. Extraktion von Gesamt-RNA aus Zellen

Die Isolierung von zelluldrer RNA erfolgte iiber einen Cdsiumchlorid (CsCl)-Dichtegradienten
(CHIRGWIN ET AL., 1979). Hierzu wurden 3 ml CsCl-Lésung (5,7 M CsCl, 25 mM Natriumcitrat, 0,1 M
EDTA; pH 7,0) in 5 ml Polyallomer-Réhrchen (Beckmann, CA, USA) gegeben und vorsichtig mit dem
aufgetauten GITC-Zellysat liberschichtet. Nach Austarieren der einzelnen Réhrchen mit GITC auf 10
mg erfolgte die Zentrifugation fiir 18 h in einem Sorvall AH 650-Rotor (Du Pont, Boston, USA) bei
20° C und 35000 Upm mit Sedimentation der RNA am GefaRboden. Nach zweimaligem Waschen mit
eiskaltem 70 %igem Ethanol wurde das RNA-haltige Pellet anschlieBend in 200 wl H,0 resuspen-
diert und in ein Eppendorf-Reaktionsgefald {iberfiihrt. Nach Zugabe von 0,1 Volumen 2 M Natrium-
acetat und 2,5 Volumina eiskaltem Ethanol erfolgte eine Prazipitation der RNA fiir mindestens 2 h
bei -70°C. Nach Zentrifugation (15 min, 4°C, 15000 Upm, SK 15-Zentrifuge, 12145-Rotor, Sigma)
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wurde das Pellet vakuumgetrocknet und in 50-200 pl H,0 aufgenommen. Zur Konzentrations- und
Reinheitshestimmung der RNA wurde eine spektrophotometrische Messung durchgefiihrt (3.3.2.3.).
Die Lagerung der RNA erfolgte bei -70° C.

3.3.8. Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzanalyse wurde mit dem Kettenabbruch-Verfahren nach Sanger (1981) entsprechend
dem Protokoll des 'PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kits' im 373 A-
'Sequencer' von Applied Biosystems (Foster-City, CA, USA) am Institut fiir Genetik (Universitdt
Mainz) durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Programme 'Data Collection’
und 'Data Analysisx' am Macintosh II CI-Computer (Apple Computer Inc., Cupertino, CA, USA).

3.3.9. Radioaktive Markierung von DNA
3.3.9.1. Markierung von Doppelstrang-DNA durch 'Random-Priming'

Die radioaktive Markierung erfolgte nach der Methode von Feinberg und Vogelstein (1983) mit dem
'Random Priming DNA Labeling Kit' (Boehringer Mannheim). Als DNA-Matrizen dienten linearisierte
DNA-Fragmente, die bei 95° C 10 min inkubiert und anschlieRend 10 min auf Eis abgekiihlt wurden.
Zur radioaktiven Markierung von den DNA-Sonden wurde «[32P]-Desoxycytidin-5'-Triphosphat (Du
Pont) mit einer spezifischen Aktivitdt von 370 MBq/ml verwendet. Die Reaktion erfolgte fiir 30 min
im Heizblock bei 37° C in einem Gesamtvolumen von 20 wl mit folgenden Losungen:

100 ng linearisierte, denaturierte DNA

2 pl 10x Hexanukleotid-Gemisch (0,5 M Tris-HCL, 0,1 mM MgCl,, 1 mM 1,4-Dithiothreitol,
2 mg/ml BSA; 62,5 A, -Einheiten/ml Hexanukleotide; pH 7,2)

1wl 0,5 mM dATP
1wl 0,5 mM dGTP
1l 0,5 mM dTTP
5 wl a[32P]-dCTP
1 wl 2 U/pl Klenow-Fragment (Boehringer Mannheim)

Nach Zugabe von 80 .l TE-Puffer (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA; pH 7,5) wurde der Reaktionsansatz
tiber eine Sephadex G-50 'Nick'-Sdule (Pharmacia-LKB, Uppsala, Schweden) aufgereinigt, die Aktivi-
tat der a[32P]-markierten DNA-Sonde bestimmt und die Sonde bei -20° C gelagert.

3.3.9.2. Radioaktive Markierung von Doppelstrang-DNA durch y[32P]-ATP

Die radioaktive Markierung von Oligonukleotiden erfolgte in einem Reaktionsgemisch aus 1 .l (5 pmol)
Oligonukleotid, 3,4 wl H,0, 0,8 pl 10x T4 Polynukleotid Kinase Puffer, 2 wl 3000 Ci/mmol y[32P]-
ATP und 0,8 wl T4 Polynukleotid Kinase (Boehringer Mannheim) fiir 30 Minuten bis 1 h im Heizblock
bei 37° C. Nach Zugabe von 92 wl TE-Puffer wurde der Reaktionsansatz iiber eine Nap-Séaule (Phar-
macia-LKB, Uppsala, Schweden) aufgereinigt, die Aktivitit der y[32P]-markierten Oligonukleotide
bestimmt und die Oligonukleotide bei -20° C gelagert.



Material und Methoden 24

3.3.10. Aktivititsbestimmung von [32P]-markierten Sonden

Die Aktivitdt der radioaktiv-markierten Sonden wurde in einem 'Liquid Scintillation Analyzer' von
'Packard Instruments' (Meriden, CT, USA) durch die Messung der Zerfallsimpulse pro Minute (cpm =
'counts per minute') bestimmt. Dabei erfolgte die Messung von 1 pl zu analysierender Losung in
3 ml Szintillationsflissigkeit (Rotiscint 2211, Roth, Karlsruhe).

3.3.11. 'Northern Blot'-Hybridisierung

Die HGF- bzw. c-fos-Transkripte in der zelluldren RNA wurden durch 'Northern Blot'-Hybridisierungen
identifiziert (ALWINE ET AL, 1977).

3.3.11.1. Auftrennung von RNA in Formaldehydgelen

Die gelelektrophoretische Auftrennung von RNA-Molekiilen erfolgte unter denaturierenden Bedin-
gungen in formaldehydhaltigen Agarosegelen. Fiir die Herstellung eines 1%igen Formaldehydgels
wurde 1 g SeaKem ME-Agarose in 74 ml DEPC-H,0 aufgekocht. Nach dem Abkiihlen auf ungefahr
60° C wurden 10 ml 10x Laufpuffer (200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA; pH 7,0),
16,2 ml 37 %iges Formaldehyd und 6 wl Ethidiumbromid [10 mg/ml] zugegeben, und das Gemisch
direkt in den DEPC-behandelten Geltrdger gegossen. 20 g Gesamt-RNA wurden jeweils in 2,3 pl
DEPC-H20 gelost, 7,7 pl Probenpuffer (1x Laufpuffer, 17,5% [v/v] deionisiertes Formamid, 6,5 %
[v/v] Formaldehyd) zugegeben, bei 65° C fiir 5min denaturiert und auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe
von 3 pl 5x Ladepuffer (5x Laufpuffer, 0,25 % [w/v] Bromphenolblau, 15 % [w/v] Ficoll Type 400)
wurden die Proben auf das Gel aufgetragen und bei 70 Volt gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das
Gel wurde im langwelligen UV-Licht analysiert und photographiert.

3.3.11.2. Transfer von RNA auf Nylonmembranen

Die RNA wurde mittels kapillaren Transfer auf eine Nylonmembran (Hybond N-Membran, Amersham-
Buchler) iibertragen. Dazu wurde das Agarosegel auf ein 3 MM Whatman Filterpapier (Amersham,
Buckinghamshire, England) gelegt, das in 20x SSC (3 M NaCl, 3 M Natriumcitrat) getrankt war und
dessen Enden sich in einer Schale mit 20 x SSC-Losung befanden. Nach dem Transfer auf die Mem-
bran {iber Nacht wurde die RNA durch 5miniitige UV-Bestrahlung oder 2stiindiges Backen bei 80° C
auf der Membran fixiert.

3.3.11.3. Nachweis von RNA durch Hybridisierung mit [32P]-markierten DNA-Sonden

Nach Immobilisierung der im Agarosegel aufgetrennten RNA auf einer Nylonmembran (3.3.11.2.)
erfolgte der Nachweis der spezifischen Transkripte durch Hybridisierung mit entsprechenden [32P]-
markierten DNA-Sonden. Dazu wurde die Nylonmembran in einem Hybridisierungsréhrchen (Schott,
Mainz) mit 10 ml Hybridisierungspuffer (50% [v/v] deionisiertes Formamid, 5x SSC, 0,2% [w/v]
Ficoll Type 400, 0,2 % [w/v] Polyvinylpyrrolidon, 0,2 % [w/v] BSA, 25 mM NaHPO,, 0,1 % [w/v] SDS,
5% [w/v] Dextransulfat, 250 wl/ml denaturierte Heringsspermien-DNA) fiir mindestens 4 h bei 42° C
im Hybridisierungsschrank (Bachhofer, Reutlingen) inkubiert. Fiir die Hybridisierung wurde die
[32P]-markierte DNA-Sonde 5min bei 95° C denaturiert, auf Eis abgekiihlt, in einer Konzentration
von 1 x 108 cpm/ml zur Hybridisierungslésung gegeben und iiber Nacht bei 42° C inkubiert. Nach
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der Hybridisierung wurde die Membran mehrfach mit einer Losung aus 2 x SSC und 0,1% [w/v] SDS
zuerst bei 42°C und schlieBlich unter stringenteren Bedingungen (steigende Temperaturen
und/oder sinkende Salzkonzentrationen) gewaschen. Nach Einschlagen in eine Klarsichtfolie erfolgte
die Exposition der Membran auf einem Kodak X-OMAT AR-Film (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA)
in einer Autoradiographiekassette (Sigma) mit zwei Verstérkerfolien (Sigma) bei -70° C.

3.3.12. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR-Technik erfolgte die Vervielfaltigung einzelner DNA-Molekiile (SAIk1 eT AL., 1985;
SAIKI ET AL., 1988).

3.3.12.1. Verwendete Oligonukleotid-Primer

Die Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma MWG Biotech synthetisiert.

Ausgehend von der Ratten-HGF-Promotor-Sequenz (ARAVAMUDAN ET AL., 1993) wurden folgende Oligo-
nukleotide synthetisiert:

Primer P 18: 5' - ACA CCC TTT TCT TAC CTG CCC TCT - 3'
sense Primer (Nukleotide -621 bis -598)

Primer P 19: 5' - AGG AGA TGC CGG GCT GAA AGA ATC - 3'
antisense Primer (Nukleotide +7 bis +30)

Primer P 24: 5' - CTG CAG GTA GCT GTA GTIT ATG CTG AG - 3'
sense Primer (Nukleotide -1340 bis -1315)

3.3.12.2. Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe der PCR

Die PCR wurde in einem 'Thermal-Cycler' (Perkin-Elmer, Uberlingen) in einem Endvolumen von 50 pl
unter den folgenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt:

10 ng Plasmid-DNA bzw. 1 pg genomische DNA

5 ml 10 mM sense Primer

5 ml 10 mM antisense Primer

5 ml 10 x PCR-Puffer (500 mM KCl, 15 mM MgCl,, 0,1% [w/v] Gelatine, 100 mM Tris-HCl; pH 8,3)
8 ml 1,25 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

0,5 ml 5 U/ml Tag-DNA-Polymerase (Boehringer Mannheim)

Die PCR-Ansdtze wurden jeweils mit einem Tropfen Mineraldl {iberschichtet und die Amplifikation
der spezifischen DNA-Sequenz erfolgte in 30 Zyklen unter folgenden Reaktionsbedingungen:

- Denaturierung: 93°C, 1 min
- 'Hybridisierung': 50-55°C, 1,5 min
- 'Extension": 72°C, 2 min

Die Temperatur fiir das Anlagern der Primer wurde aus der Berechnung der Schmelztemperatur beider
Primer ermittelt. Die 'Primer-Hybridisierungs'-Temperatur lag dabei 5°C unter der niedrigsten
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Schmelztemperatur. Die Analyse des Amplifikationsergebnisses erfolgte durch gelelektrophoretische
Auftrennung mit 1/10 des PCR-Ansatzes.

3.3.13. 'Southern Blot'-Hybridisierung

Zundchst erfolgte die Isolierung der DNA aus den Zellklonen (3.3.7.1.) mit nachfolgender gelelek-
trophoretischer Auftrennung (3.3.2.). AnschlieRend wurde das Gel 30-45min im Depurinierungs-
puffer (0,05 M NaOAc; pH 4,2) einmal bei RT und einmal bei 50° C inkubiert. Die Denaturierung der
DNA erfolgte bei RT fiir 30 min mit Denaturierungspuffer (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl). Danach wurde
das Gel fiir 30-45min in Neutralisationspuffer (3 M NaCl, 0,5 M Tris-HCL; pH 7,5) inkubiert. Der
Transfer und die Immobilisierung der DNA erfolgte analog dem Transfer von RNA (3.3.11.2.). Die
Detektion der integrierten CAT-Plasmide erfolgte durch Hybridisierung mit einer [32P]-markierten
DNA-Sonde analog der 'Northern Blot'-Hybridisierung (3.3.11.3.).

3.3.14. Herstellung von Kernextrakten aus Zellen

Die Kernextraktisolierung erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von DiGNam ET AL. (1983). Pro
Ansatz wurden ca. 10 Millionen Zellen eingesetzt. Nach Trypsinierung und Waschen in PBS wurden
die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Nach 2 min
Zentrifugation (Eppendorf-Tischzentrifuge) bei 5000 Upm wurde das Pellet in 400 wl Puffer A auf-
genommen und 10 min auf Eis inkubiert. Nach weiteren 2 min Zentrifugation (Eppendorf-Tischzen-
trifuge) bei 5000 Upm wurde das Pellet in 400 wl Puffer A mit 0,05% NP-40 (Nonidet P40) auf-
genommen und 10x durch eine 26G-Kaniile passiert. Nach Abzentrifugation (2min 6000 Upm,
Eppendorf-Tischzentrifuge) wurde das Pellet in 250 .l Puffer B aufgenommen und fiir 20 Minuten
auf Eis bei schwenkender Bewegung inkubiert. Anschlielend wurde die Suspension 30 min bei
14000 Upm und 4° C zentrifugiert und der Uberstand im tausendfachen Volumen Puffer D bei 4° C
dialysiert.

Verwendete Puffer:

Puffer A: 10 mM Hepes-KOH pH 7,9; 10 mM KCl; 1,5 mM MgCl,
0,5 mM DTT (frisch!); 0,5 mM PMSF (frisch!)
10 pg/ml Pepstatin (frisch!); 10 wg/ml Leupeptin (frisch!)

Puffer B: 20 mM Hepes-KOH pH 7,9; 25 % Glycerin (Serva); 420 mM NaCl;
1,5 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA

frisch zusetzen: siehe Puffer A

Puffer D: 20 mM Hepes pH 7,9; 20 % Glycerin (Serva); 100 mM KCl; 2 mM MqCl,
0,5 mM DTT (frisch!)

0,5 mM PMSF (frisch!)
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3.3.15. Elektrophoretic Mobility Shift-Assay (EMSA)
3.3.15.1. Polyacrylamid-Gel Herstellung

Die Auftrennung der DNA-Protein-Komplexe erfolgte im 5 %igen Polyacrylamid-Gel. 8 ml 30 % Acryl-
amid (29 g Acrylamid; 1 g N,N-Methylenbisacrylamid; auf 100 ml mit H,0 aufgefiillt und zum Losen
auf 37° C erwdrmt), 2,5 ml 5x TBE und 25 pl TEMED wurden in 50 ml H,0 aufgenommen und nach
Zugabe von 300 .l 10 % Ammoniumpersulfat in die GieRkammer iibertragen. Nach ca. 30 min waren
die Gele auspolymerisiert und konnten genutzt, bzw. in Folie verpackt bei 4° C gelagert werden.

3.3.15.2. Mobility Shift-Assay

Pro Ansatz wurden 2 bis 5 fmol y[32P]-ATP markierte Oligonukleotide mit 5 g Zellkernextrakt 20 min
auf Eis in Puffer D (3.3.14.) inkubiert. Um unspezifische Bindungen abzufangen, diente 1 g I/C
(Sigma) das 30 min bei 42° C inkubiert und in 20 wl aliquotiert wurde. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der DNA/Protein-Komplexe iiber ein Polyacrylamid-Gel wurde das Gel getrocknet
(Unigeldryer 3040 und Unijet Refrigerated Aspirator II; UniEquip, Martinsried) und flir mindestens
10h mit dem KODAK Safety Film ARO (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) autoradiographiert. Um
die Spezifitdt der DNA-Protein-Interaktion zu {iberpriifen, wurden unmarkierte Oligonukleotide in
25- bis 500facher Konzentration zugegeben.

3.3.16. DNase I Footprinting

Zur DNA-Fragment-Gewinnung wurden 5 g Plasmid mit entsprechenden Restriktionsenzymen ver-
daut. Die Vollstandigkeit des Verdaus wurde gelelektrophoretisch getestet. Das Fragment wurde in
10 mM Tris/HCL [0,5 wg/pl, pH8] aufgenommen.

Lésungen:

Elutionspuffer: Der Puffer wurde sterilfiltriert und bei 4° C gelagert.
0,5 M Ammoniumacetat; 10 mM Tris/HCL pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,1 % SDS

Maxam und Gilbert

Stop-Ldsung: 0,3 M Natriumacetat pH 5,5; 100p.g/ml tRNA
I/C: Die doppelstrangigen poly-I/C's (Pharmacia) wurden in 1 mg/ml

TE-Puffer aufgenommen, fiir 5 min auf 45° C erhitzt und zum dimerisie-
ren abgekiihlt. Aliquots zu 20wl wurden bei -20° C gelagert.

HNB-Puffer: Der Puffer wurde sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20° C gelagert.

0,5 M Sucrose; 15 mM Tris/HCL pH 7,5; 60 mM KCL; 0,25 mM EDTA pH 8;
0,125 mM EGTA pH 8

DNase I-Mix: Die DNase I, Grad I, (Boehringer Mannheim), wurde mit TMK Puffer auf
eine Endkonzentration von 2 mg/ml verdiinnt und bei -20° C gelagert.
TMK-Puffer: 50 % Glycerin; 50 mM Tris/HCL pH 8; 50 mM KCL pH 8; 10 mM MgCl,

DNase I Stop-Losung: 50 mM EDTA; 0,1 % SDS; 150 wg/ml tRNA (phenolextrahiert); 200j.g/ml
Proteinase K

20 mM MgCL, und 20 mM Spermidin wurden aliquotiert und bei -20° C gelagert.
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3.3.16.1. CIP Behandlung

Zur CIP Behandlung wurden 5 g DNA, 1 U CIP (Boehringer Mannheim) und 1x CIP-Puffer in 50 .l
Gesamtvolumen aufgenommen und 30 min bei 37°C inkubiert. Nach weiterer Zugabe von 1 U CIP
und erneuter 30 min langer Inkubation bei 37°C wurden 1 wl 0,5 M EDTA und 49 pl TE-Puffer zuge-
geben und 15 min bei 70° C inkubiert. Nach zweimaliger Phenol-Chloroform (1:1[v/v]) Extraktion
(3.3.3.) wurde die nun CIP behandelte DNA in 10 mM Tris/HCL (pH 7,5) aufgenommen.

3.3.16.2. y[32P]-ATP Markierung

5 wg DNA wurden mit 50 wCi y[32P] ATP (3000 Ci/mmol), 5 U T4 Polynukleotid Kinase, 50 wg/ml
BSA und 5 pl 10x T4 Polynukleotid Kinase Puffer in einem Gesamtvolumen von 50 wl 1 h bei 37°C
inkubiert. Anschliefend wurden 1 pl 0,5 M EDTA, 2 ng I/C und 100 wl TE-Puffer zugegeben. Nach
Phenol-Chloroform (1:1[v/v]) Extraktion (3.3.3.) wurde die organische Phase mit einem Volumen
4 M Ammoniumacetat und 2,5 Volumina auf -20° C temperierten Ethanol 15 min bei -70° C gefallt.
Die DNA wurde 15 min bei 15000 Upm zentrifugiert und anschlieRend zweimal in 70% Ethanol
gewaschen. Das Pellet wurde in 20 .l H,0 aufgenommen.

3.3.16.3. Fragmentisolierung durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Extraktion

30 .l des DNA-Fragments und Puffer (Bromphenolblau, Xylencyanol, Glycerin) wurden auf ein 5%
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und fiir 1 bis 2h bei 20 mA gelelektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieRend wurde das Gel fiir 3 bis 5 min bei Raumtemperatur mit einem Rontgenfilm exponiert.
Nach Entwicklung konnte die entsprechende Bande identifiziert, aus dem Gel geschnitten und in
ein Eppendorf-ReaktionsgefaR iiberfiihrt werden.

3.3.16.4. Gelelution

Das isolierte Gelpartikel wurde zerkleinert in 400 pl Elutionspuffer aufgenommen und iiber Nacht
bei 37° C inkubiert. Das Gel-DNA-Gemisch wurde dann fiir 10 min bei 14000 Upm zentrifugiert und
der Uberstand in 2,5 Volumina Ethanol (-20° C) gefillt. Das Prizipitat wurde zweimal mit 70 % Etha-
nol gewaschen. Die markierte DNA wurde in einer Aktivitdt von 50000 cpm/pl (ca. 1 ng) in TE-
Puffer aufgenommen.

3.3.16.5. Maxam & Gilbert Reaktion

Um die spateren DNA-Protein-Interaktionen genau lokalisieren zu kdnnen, wurde von dem einseitig
markierten DNA-Fragment eine Sequenzierung nach Maxam und Gilbert (1980) durchgefiihrt.

20 wl (108 cpm) der markierten Probe wurden mit 1 pg I/C und 25 wl 88 % HCOOH versetzt und bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 7 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 wl auf 4°C
temperierter Stop-Losung terminiert, die DNA Fragmente mit 500 pl Ethanol (-20° C) bei -70°C
gefallt und anschlieRend 30 min bei 15000 Upm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 wl 0,3 M
Natriumacetat aufgenommen und mit 3 Volumina Ethanol versetzt abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen. Das Pellet wurde vakuumgetrocknet (Speed Vac Concentrator SVC 100 H,
Savant, Farmingdale, NY, USA), in 100 wl 1 M frisch verdiinntem Piperidin aufgenommen, 30 min
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lang auf 90° C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und 2 h vakuumgetrocknet. Nach Resuspension in 100 pl H,0
und erneutem Vakuumtrocknen wurden die DNA-Fragmente in 20 pl Ladepuffer aufgenommen.

3.3.16.6. DNase I Titration

Um das geeignete Verhadltnis von DNA zu DNase I zu ermitteln ist eine Titration der DNase I erfor-
derlich. In einer Stammldsung wurden pro Reaktion 1 ng Probe und 2,5 g I/Cin 50 wl HNB mit
5 mM MgCl, und 2,5 mM CaCl, aufgenommen und im Wasserbad auf 20°C temperiert. Die Stamm-
l6sung wurde mit dem DNase I Mix in HNB mit 5 mM MgCl, und 2,5 mM CaCl, in den Verhdltnissen
1:10, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1000 in 1 wl Gesamtvolumen angesetzt. Der DNase I-Verdau
wurde 60 sec lang bei 20° C durchgefiihrt und mit 50 pl Stop-Lésung beendet. Die DNA-Fragmente
wurden durch Phenol-Chloroform Extraktion (1:1[v/v]) und anschlieRende Féllung (1 Volumen 4 M
Ammoniumacetat und 2,5 Volumina Ethanol) fiir 15 min bei -70° C und 30 min Zentrifugation bei
15000 Upm bei 4° C isoliert und in 3 pl Sequenziergelladepuffer aufgenommen. Nach gelelektro-
phoretischer Auftrennung wurde ausgehend von den entstandenen Fragmentldangen das geeignete
DNA-DNase I Verhaltnis ausgewahlt.

3.3.16.7. DNase I Footprinting

Pro Probe wurden 4 .l 20 mM MgCL,/20 mM Spermidin, 1 pg I/C, 5 wl Puffer D (3.3.14.) und 10 ug
Kernextrakt (3.3.14.) angesetzt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ng des markierten
DNA-Fragments (ca. 5-10 x 10* cpm) wurde das Gemisch erneut 10 min inkubiert. Die Proben wur-
den dann mit der jeweiligen Menge DNase I (2mg/ml) 60 sec lang bei 20° C inkubiert. Nach den
60 sec wurden 30 pl Stop-Losung mit 200 wg/ml Proteinase K zugegeben und das Gemisch wurde
30 bis 45 min lang auf 42° C erhitzt. Nach Zugabe von 48 .l TE-Puffer wurden die DNA-Fragmente
durch Phenol-Chloroform Extraktion (1:1[v/v]), anschlieBender Fallung (1 Volumen 4 M Ammonium-
acetat und 2,5 Volumina Ethanol) fiir 15 min bei -70° C und 30 min Zentrifugation bei 15000 Upm
bei 4° C isoliert und in 3 wl Sequenziergelladepuffer aufgenommen.

Auf das Polyacrylamidgel wurden jeweils 1 pl aufgetragen. Als Kontrollen dienten:
1. Probe - Kernextrakt + DNase I

2. Probe + Kernextrakt  ohne DNase I
3. Probe + BSA + DNase I
Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente im Polyacrylamid-Gel wurde das Gel

getrocknet (Unigeldryer 3040 und Unijet Refrigerated Aspirator II) und mit Kodak X-OMAT AR Filmen
(Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) autoradiographiert.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Analyse der 5' flankierenden Region des Ratten HGF-Gens

Die 5' flankierende Region des Ratten HGF-Gens wurde aus einer Scal-restringierten, genomischen,
adulten Rattenleber-DNA iiber die Polymerase-Kettenreaktion mit Hilfe der spezifischen HGF-Pro-
motor-DNA-Primer P24 und P19 bzw. P18 und P19 vermehrt. Dabei erfolgte die Amplifikation eines
1370 bp (-1340 bis +30) bzw. eines 651 bp (-621 bis +30) langen DNA-Fragmentes. Die amplifi-
zierten DNA-Fragmente wurden in den Vektor pBluescript SK(-) sowie in den pCAT-Basic-Vektor
einkloniert. Die entstandenen Plasmide pBrHGF-Promotor und pCATrHGF-Promotor wurden sequen-
ziert.

Es folgte eine computergestiitzte Analyse der klonierten, 1370 bp langen Sequenz beziiglich poten-
tieller Proteinbindungssequenzen. Die folgenden Bereiche der 5' flankierenden Region des HGF-Gens
konnten als homologe Sequenzen zu bereits publizierten Proteinbindestellen, sogenannten Konsen-
sussequenzen (FAISST UND MEYER, 1992), identifiziert werden:

Bei -182, -213 sowie -413 konnten drei IL-6 responsive Elemente vom Typ II (IL-6-RE Typ II), bei
-710 und -1092 zwei IL-6 responsive Elemente vom Typ I (IL-6-RE Typ I) identifiziert werden.
Verschiedene Transkriptionsfaktoren, aktiviert durch IL-6, IL-1 sowie LPS binden die IL-6-RE's.
Potentielle Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor PEA 3, der u.a. durch Mitogene induziert wird,
wurden ebenfalls zahlreich, d.h. an den Positionen -385, -553, -708, -976 in der 5' terminalen
Region gefunden. An der Position -371 fand sich eine mogliche Konsensussequenz fiir den
Transkriptionsfaktor SP-1. Ein TPA responsives Element (TRE), eine Konsensussequenz fiir den Trans-
kriptionsfaktor AP-1, wurde an der Position -326 gefunden. Bei -366 sowie -1058 konnten TGFB
inhibitorische Elemente (TIE) gefunden werden. Ein Interferon stimulierendes responsives Element
(ISRE) fand sich bei -1186. Der typischerweise daran bindende Transkriptionsfaktor ist der Inter-
feron stimulierte Wachstumsfaktor 2 (ISGF2), der durch IFNa sowie IFN+y aktiviert wird.

4.2, Zelltypspezifische Suppression der HGF-Genexpression

Fiir eine detaillierte Untersuchung der Promotoraktivitdt wurde das in den Vektor pCATbasic
klonierte, 1370 bp lange DNA-Fragment zundchst mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen BglII bzw.
Sacl verkiirzt. Die nun vorliegenden 4 Plasmide wurden als pCATr70, pCATr270, pCATr620 bzw.
pCATr1340 bezeichnet (Abb. 4 A). KNRK Zellen wurden mit diesen Plasmiden sowie einem Neomycin-
Resistenzplasmid stabil kotransfiziert und die gewachsenen Zellklone wurden im CAT-ELISA auf ihre
CAT-Enzym Produktion getestet.

Eine Uberpriifung der Integration der pCATrHGF-Plasmide in das Genom der KNRK Zellklone erfolgte mit-
tels 'Southern Blot'-Analyse (Abb. 5). Dafiir wurde die DNA aus KNRK Zellen sowie aus den 4 Zell-
klonen isoliert und mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI bzw. HindIII und BamHI restringiert.
Die DNA aus den normalen KNRK Zellen diente dabei als Negativkontrolle. Als Sonde wurde [32P]
markierter CATbasic Vektor eingesetzt. Abb. 5A zeigt den Southern Blot mit EcoRI hydrolysierter
genomischer DNA. Im CATbasic Vektor befinden sich zwei Schnittstellen fiir £coRI, so daR bei Inte-
gration des CAT Plasmids 2 Banden auf der Autoradiographie zu erwarten sind. Ein 1392 bp langes
Fragment ist beim Verdau jedes Plasmids zu erwarten, die zweite Bande ist je nach PlasmidgroRe
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ein 3072 bp, 3272 bp, 3618 bp bzw. 4337 bp langes Fragment. Fiir alle 4 untersuchten Zellklone ist
die 1392 bp Bande deutlich nachweisbar, die obere Bande ist nur bei den beiden kiirzeren CAT Plas-
miden, pCATr70 sowie pCATr270 deutlich nachweisbar. Vermutlich sind die langeren Fragmente der
groReren zwei Plasmide bei der Restriktion nicht exakt geschnitten worden. Abb. 5B zeigt den Sou-
thern Blot mit HindIII/BamHI hydrolysierter genomischer DNA. Im CATbasic Vektor sind zwei
Schnittstellen fiir BamHI sowie eine Schnittstelle fiir HindIII, im langsten Promotorfragment ist
ebenfalls eine BamHI Schnittstelle. Die zwei Banden der 1654 bp und 2576 bp langen Fragmente
sind deutlich nachweisbar. Die kleineren Fragmente, zwischen 100 bp und 600 bp lang, sind auf-
grund ihrer geringen GrofRe in der Autoradiographie nicht zu detektieren. Der Southern Blot liefert
somit den Nachweis, daB alle 4 Zellklone CAT Plasmide in ihr Genom integriert haben.

Abb. 4B zeigt die relative CAT-Enzym Produktion der 4 Zellklone, die nach der Lange der trans-
fizierten Promotorfragmente mit KNRK70, KNRK270, KNRK620 bzw. KNRK1340 bezeichnet wurden.
Dabei wurde die geringste, im CAT ELISA ermittelte Enzymmenge im Zellysat des KNRK620 Zellklons
detektiert. Diese Menge wurde gleich 1 gesetzt und die ermittelten Enzymmengen der anderen Zell-
klone im Verhdltnis dazu mit den entsprechenden Zahlen belegt. Fiir den Zellklon KNRK70 wurde
eine 20fache, fiir den Klon KNRK270 eine 7fache und fiir den Klon KNRK 1340 eine 2fache Enzym-
menge in Bezug auf den KNRK620 Klon nachgewiesen.

Fiir eine weitergehende Charakterisierung der 5' flankierenden Region des HGF-Gens erfolgten im
Verlauf der vorliegenden Arbeit Stimulierungsversuche mit den 4 stabilen Zellklonen. Verwendet
wurden mogliche stimulierende bzw. supprimierende Zytokine und anderen Substanzen, die nach der
computergestiitzten Sequenzanalyse der 5' flankierenden Region des HGF-Gens ausgewdhlt wurden.
Folgende Stimulanzien wurden eingesetzt: IFN«, IFNy, Dexamethason, IL-1B, IL-6, LPS, TPA,
TGFB1, TNFa, EGF und PDGF. Eine Inkubation der 4 KNRK Zellklone mit den genannten Substanzen
zeigte unter den gewahlten Bedingungen keinen signifikanten Effekt auf deren CAT-Expression
(ohne Abb.).
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Abb. 4: CAT-Produktion der verschiedenen Zellklone

A. Darstellung der 4 pCATrHGF Plasmide. pCATr70 bzw. pCATr270 wurden mittels Restriktion aus dem pCATr1340
hergestellt.

B. Darstellung der relativen CAT-Enzym Produktion. Die geringste, im CAT-ELISA ermittelte Enzymmenge wurde mit
1 bezeichnet.
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Abb. 5: Nachweis der Integration der CAT-Plasmide in das Genom der transfizierten Zellen
Southern-Blot-Analyse von jeweils 20ug EcoRI (A) bzw. HindIIl und BamHI (B) hydrolysierter DNA von KNRK Zel-
len (0, Negativkonrolle) sowie von den stabil transfizierten KNRK Zellklonen KNRK70 (1), KNRK270 (2), KNRK620
(3) und KNRK1340 (4) mit einer [*?P]-markierten pCATbasic-Sonde.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Fragmente, die in den 'Mobility Shift'-Analysen eingesetzt wurden
[32P]-endmarkierte Fragmente A., 52 bp lang und B., 105 bp lang.
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4.3. Nachweis von Protein-DNA-Komplexen in der 'basalen Promotorregion' des HGF-Gens

Fiir die Charakterisierung der Proteinbindung an die unter 4.2. ermittelte 'basale Promotorregion'
des HGF-Gens erfolgten 'Elektrophoretic Mobility Shift'-Analysen. Eingesetzt wurden zwei [32P]-end-
markierte Fragmente aus der 5' flankierenden Region des HGF-Gens, 52 bzw. 105 bp lang, die mit
Hilfe der Restriktionsendonukleasen Ital bzw. Sau3a und BglII hergestellt wurden (Abb. 6). Das
52 bp lange Fragment beinhaltete die Sequenz von -22 bis +30, d. h. es enthielt keine TATA-Box-
dhnliche Region sowie keine homologen Bereiche zu bekannten Proteinbindesequenzen. Das 105 bp
lange Fragment beinhaltete die Sequenz von -72 bis -176. Fiir diese Region konnte mit Hilfe der
computergestiitzten Sequenzanalyse ebenfalls kein homologer Bereich zu bereits publizierten
Bindesequenzen ermittelt werden.

Fiir die Inkubation mit der markierten DNA wurden je 5wg Kernextrakt aus KNRK Zellen bzw. aus KG-
1 Zellen verwendet. Die KNRK Zellen exprimieren kein HGF, wohingegen die KG-1 Zellen stark HGF
produzieren. Die Inkubation mit dem 52 bp bzw. 105 bp langen Fragment fiihrte sowohl mit den
KNRK- als auch mit den KG-1-Kernextrakten zur Bildung von Protein-DNA-Komplexen (Abb. 7). Fiir
das 52 bp lange DNA-Fragment konnten sehr schwache DNA-Protein-Interaktionen mit den Kern-
extrakten der beiden Zellinien detektiert werden. Das Bandenmuster deutet auf einen niedermole-
kularen DNA-Protein-Komplex mit den KNRK-Kernproteinen hin, wohingegen der Komplex mit den
KG-1-Kernproteinen ein im Vergleich hoheres Molekulargewicht aufweist (Abb. 7A). Fiir das 105 bp
lange DNA-Fragment konnten intensivere DNA-Protein-Wechselwirkungen in der Autoradiographe
sichtbar gemacht werden. Die KNRK-Kernproteine sowie die KG-1-Kernproteine bilden einen DNA-
Proteinkomplex. Die Autoradiographie zeigt eine zusitzliche, niedermolekulare Bande mit
KG-1-Kernprotein, die jedoch mit steigender Menge Kernprotein schwdcher wird (Abb. 7B). Vermut-
lich ist das Laufverhalten dieser Komplexe durch die Anzahl der hohermolekularen DNA-Protein-
Verbindungen im Gel behindert worden, d. h. fiir eine exaktere Analyse mii3te das 105 bp lange DNA-
Fragment in kiirzere Abschnitte zerlegt werden.



Ergebnisse 35

(A ] A O B."

5 5 | 10 B 5 5
KN | KG | KG

10
KN | KG | KG

Abb. 7: Proteinbindung an die basale Promotorregion des HGF-Gens

Electrophoretic Mobility Shift-Analyse mit den DNA-Fragmenten A. und B. (Abb. 6), sowie KNRK (KN) bzw. KG-1 (KG)
Kernextrakt, 5 bzw. 10 ug (5;10) bzw. BSA (B). Die Autoradiographie wurde iiber einen Zeitraum von 72 h (A) und
24 h (B) durchgefiihrt.



Ergebnisse 36

4.4. Analyse des TRE-dhnlichen Elements aus der 5' flankierenden Region des HGF-Gens

Zundchst erfolgte die Inkubation der NIH3T3 Kernextrakte mit einem markierten AP-1-Element. Ver-
wendet wurden Extrakte aus Zellen, die mit bzw. ohne Serum kultiviert wurden, letztere zusatzlich
stimuliert mit Serum, TPA bzw. TGFB. Die Autoradiographie zeigt Proteinbindungen in allen Ansat-
zen, die jedoch quantitativ variieren. So induzierte die Inkubation mit TPA bzw. TGFB eine verstarkte
Proteinbindung; die Inkubation in serumfreiem Medium bewirkte eine Abnahme der Protein-DNA-
Wechselwirkungen. Serumzusatz, unabhdngig von der Kultivierungsdauer, zeigte eine positive
Wirkung auf die Bildung von Proteinkomplexen. Eine langfristige Kultivierung in normalem serum-
haltigem Medium, die, wie unter 4.6. gezeigt, eine vollstdndige Suppression der HGF-Expression
bewirkte, fiihrte zu einer quantitativ gleich starken Bindung an das AP-1-Element wie ein kurzer,
einstiindiger Serumstimulus nach serumfreier Kultivierung, der eine starke HGF-Expression auslost
(Abb. 8).

Im Anschluld an dieses Experiment erfolgte nun die Inkubation der verschiedenen NIH3T3 Kern-
extrakte mit [32P]-endmarkiertem TRE bzw. AP-1 (Abb. 9). Die Proteinbindung an das AP-1-Element
erfolgte spezifisch, wie die Verdrdngung durch die nicht markierte AP-1-Sequenz zeigt. Dagegen
verdrangte das E,SM-Oligonukleotid, eine nicht homologe Sequenz, die Bindung nicht. Das nicht
markierte TRE-dhnliche Element bewirkte eine schwache Verdrangung des markierten AP-1-Elemen-
tes, obwohl die Inkubation der Kernextrakte mit der markierten TRE-Sequenz in der rechten Spalte
der Abb. 9 keine spezifische Bindung hervorbrachte.
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Abb. 8: Proteinbindung an ein AP-1-Element nach Stimulierung mit Serum, TPA und TGF(3

Elektrophoretic Mobility Shift-Assay mit je 5 ug Kernextrakt aus NIH3T3 Zellen. Die Zellen wurden 36 h in 10%
Serum (G) bzw. serumfrei kultiviert (0). Die serumfrei kultivierten Zellen wurden anschliefSend 1 h mit 10 % Serum
(S) bzw. 12 h mit 10 ng TPA/ml (TPA) bzw. 5 ng TGFB1/ml (TGFB) Kulturmedium inkubiert. 5 fmol an [*’P]-end-
markierten AP-1-Oligonukleotiden (AP-1*) wurden pro Ansatz verwendet.
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Abb. 9: Vergleichende Analyse der Proteinbindung an ein AP-1-Element bzw. das TRE-dhnliche Element in Abhdn-
gigkeit von Serum bzw. TPA
Elektrophoretic Mobility Shift-Assay mit je 5 ug Kernextrakt aus NIH3T3 Zellen. Die Zellen wurden 36 h in 10%
Serum (G) bzw. serumfrei kultiviert (0). Die serumfrei kultivierten Zellen wurden anschliefSfend 1 h mit 10 % Serum
(Abb. 9A) bzw. 12 h mit 10 ng TPA/ml Kulturmedium (Abb. 9B) inkubiert. 5 fmol an [??P]-endmarkierten
AP-1- (AP-1*) bzw. TRE-Oligonukleotiden (TRE*) wurden pro Ansatz verwendet. Die Verdrdngungsexperimente wur-
den mit einem 300fachen Uberschuf an nicht markierten Oligonukleotiden durchgefiihrt.
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4.5. Analyse der HGF-Genexpression in Abhangigkeit von IL-6 und TPA

Fiir die Charakterisierung moglicher positiv regulierender Sequenzen im 5' flankierenden Bereich des
HGF-Gens erfolgten zundchst Stimulierungsversuche mit IL-6 und TPA in verschiedenen Ansdtzen.
Zundchst wurden NIH3T3 Zellen mit den Zytokinen IL-6 und TGFB1 sowie dem Phorbolester TPA fiir
12 h inkubiert und die HGF-Expression im 'Northern Blot' detektiert (Abb. 10). Die Stimulierung der
serumfrei kultivierten NIH3T3 mit TPA sowie mit IL-6 zeigte gegeniiber der Kontrolle eindeutig kei-
nen Effekt auf die HGF-Expression. TGFR1 bewirkte, wie unter 4.7. gezeigt, eine deutliche Suppres-
sion der HGF-Genexpression. Im AnschluR an diesen Versuchsansatz erfolgte die Stimulierung mit
TPA fiir 1 h bzw. fiir 4 h, da die Induktion von c-fos, einem 'early response gene', sehr rasch erfol-
gen kann. Die Inkubation mit IL-6 erfolgte fiir 24 h und parallel erfolgte ein Ansatz mit IL-6 sowie
dem Gslichen IL-6-Rezeptor, dem gp80, um so die Mdglichkeit fehlender IL-6-Rezeptoren als Grund
fiir die aushleibende Responsivitat auf IL-6 auszuschlieRen. Die Stimulierung der serumhaltig sowie
serumfrei kultivierten NIH3T3 mit TPA fiir 1 bzw. 4 h, mit IL-6 sowie mit IL-6 + gp80 fiir 24 h zeig-
te ebenfalls gegeniiber der Kontrolle keinen Effekt auf die HGF-Expression (ohne Abbildung).
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Abb. 10: HGF-Expression in NIH3T3 nach Inkubation mit IL-6, TPA und TGF3
'Northern Blot-Hybridisierung von 20 ug Gesamt-RNA aus NIH3T3 (1-4) bzw. FH109 (5) Zellen: Die Zellen wurden
36 h serumfrei (0,5%) kultiviert (1 und 5) und anschlieflend wurden die NIH3T3 fiir 12 h mit 500 U IL-6/ml (2),
10 ng TPA/ml (3) bzw. 5 ng TGFB1/ml (4) Kulturmedium stimuliert. Die FH109 dienten als Positivkontrolle (5).
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4.6. Suppression der HGF-Genexpression durch Serum

Die HGF-Expression wurde in verschiedenen Zellen in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Serum
untersucht. Dafiir erfolgte eine 36stiindige Inkubation der Zellen in ihrem normalen, serumhaltigen
Kulturmedium (5-10 %) bzw. in serumfreiem Medium, das nur 0,5 % Serum enthielt. Die HGF-Expres-
sion wurde durch 'Northern Blot'-Hybridisierungen analysiert. Die Kultivierung verschiedener Sau-
gerzellen, die Rattenzellinien KNRK und Rat2, sowie eine 18 Tage alte Primdrkultur von hepatischen
Sternzellen aus der Ratte in serumhaltigem bzw. serumfreiem Kulturmedium iiber einen Zeitraum
von 36 h zeigte in den 'Northern Blot'-Analysen keinerlei Auswirkung auf die HGF-Expression dieser
Zellen (ohne Abb.).

Eine Analyse der HGF-Expression in NIH3T3 Zellen in Abhdngigkeit von Serum zeigte deutlich, daR
die langfristige Kultivierung dieser Zellen in serumhaltigem Kulturmedium die HGF-Expression voll-
standig supprimiert (Abb. 11). Die Kultivierung ohne Serum fiihrte zu einer starken Induktion der
HGF-Genexpression. Eine darauffolgende Serumstimulation von 1 Stunde fiihrte sogar zu einer wei-
teren Aktivierung der HGF-Expression. Dieser Effekt war bei einer 4stiindigen Serumstimulation
schon nicht mehr nachweisbar.

Die humanen embryonalen Lungenfibroblasten FH109 exprimieren in 10 % serumhaltigem Kultur-
medium HGF. Eine Serumdepletion iiber den Zeitraum von 36 h fiihrte zu keiner Anderung in Bezug
auf die HGF-Expression, wohingegen ein 4stiindiger Serumstimulus nach der serumfreien Kultivie-
rung zu einer verstarkten HGF-Genexpression fiihrte. Die Analyse der c-fos-Expression zeigte eine
Induktion von c-fos nach 1h Serumstimulation, die nach 4 h Serumstimulus noch verstarkt wurde.
Nach langfristiger Kultivierung in Serum konnten jedoch keine c-fos-Transkripte nachgewiesen wer-
den (Abb. 12).
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Abb. 11: HGF-Expression in NIH3T3 in Abhdngigkeit von Serum
‘Northern Blot-Hybridisierung von 20 ug Gesamt-RNA aus NIH3T3 Zellen: Die Zellen wurden 36 h in 10 % Serum
(G) bzw. serumfrei (0,5%) kultiviert (0) und anschliefSfend 1 h (1), 2h (2) bzw. 4 h (4) mit 10% Serum inku-
biert.

Abb. 12: HGF- und c-fos-Expression in FH109 in Abhdingigkeit von Serum
‘Northern Blot-Hybridisierung von 20 ug Gesamt-RNA aus FH109 Zellen: Die Zellen wurden 36 h in 10 % Serum
(G) bzw. serumfrei (0,5 %) kultiviert (0) und anschliefSend 1 h (1) bzw. 4 h (4) mit 10 % Serum inkubiert.
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4.7. TGFB vermittelte Suppression der HGF-Genexpression

Zundchst wurden Stimulierungen mit TGFB an FH109 Zellen, humanen embryonalen Lungenfibro-
blasten, und an der Zellinie NIH3T3, embryonalen Mausfibroblasten, durchgefiihrt. Die HGF-Expres-
sion wurde durch 'Northern Blot'-Hybridisierungen analysiert (Abb. 13 und 14).

TGFB zeigte einen deutlich supprimierenden Effekt auf die HGF-Expression sowohl in den NIH3T3
Zellen als auch in den FH109 Zellen. Die Suppression war in beiden Versuchsansdtzen nach 4 h TGFB
Inkubation am stdrksten ausgeprdgt, nach 12 h deutlich schwécher. In den FH109 Zellen wurde
aulRerdem die c-fos-Expression in Abhdngigkeit von TGFB untersucht. Die Autoradiographie zeigt
eine c-fos-Induktion durch TGFR-Stimulus der Zellen, die nach 1 h am stdrksten, nach 4 bzw. 12
Stunden TGFB Stimulus schwacher, jedoch immer noch nachweishar war, wahrend in der Kontrolle
keine c-fos-Transkripte nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 13: HGF-Expression in NIH3T3 nach TGFp-Stimulierung
‘Northern Blot-Hybridisierung von 20 ug Gesamt-RNA aus NIH3T3 Zellen: Die Zellen wurden 36 h serumfrei kul-
tiviert (0) und anschlieffend 1 h (1), 4h (4) bzw. 12 h (12) mit 5 ng TGFB1/ml Kulturmedium inkubiert.

Abb. 14: HGF- und c-fos-Expression in FH109 nach TGFB-Stimulierung
‘Northern Blot-Hybridisierung von 20 ug Gesamt-RNA aus FH109 Zellen: Die Zellen wurden 36 h in 10 % Serum
(G) kultiviert und anschliefSend 12 h mit 5 ng TGF1/ml Kulturmedium inkubiert (12+) bzw. serumfrei kultiviert
(0) und anschlieflend 1 h (1), 4 h (4) bzw. 12 h (12) mit 5 ng TGFB1/ml Kulturmedium inkubiert.
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4.8. Proteinbindungen an das TIE-1- sowie das TIE-2-Element in Abhangigkeit von TGF3

Fiir die Untersuchung von Proteinbindungen im 5' flankierenden Bereich des HGF-Gens in Abhan-
gigkeit von TGFB wurden Elektrophoretic Mobility Shift-Assay's mit TIE-Oligonukleotiden (3.3.6.)
und Kernextrakten aus unstimulierten Zellen als auch aus TGFB-stimulierten Zellen durchgefiihrt.

Eine Bindung von Kernproteinen an das TIE-1 konnte fiir die TGFB-stimulierten Zellen und auch fiir
den Kontrollansatz gezeigt werden (Abb. 15). Jeweils zwei Proteinkomplexe wurden nach TGFB-Sti-
mulation detektiert, wobei die Proteinbindungen sich mit steigender TGFB-Inkubationsdauer ver-
starkten. Der Kontrollansatz zeigte eine breite Bande, so daR keine einzelnen Komplexe detektiert
werden konnten. Die spezifische Verdrangung mit nicht markiertem TIE-1-Oligonukleotid in
100fachem molaren UberschuR erfolgte deutlich. Das TIE-1-Oligonukleotid TIE-1a, das unmittelbar
vor der TIE-1-Sequenz eine potentielle SP-1-Bindestelle enthalt, fiihrte zu keiner spezifischen Ver-
drangung. Ebenso bewirkten die nicht homologen HLH- bzw. E,SM-Oligonukleotide keine Verdran-

gung.

Die 'Mobility-Shift'-Analysen mit dem TIE-2-Element (Abb. 16) zeigten ebenfalls spezifische Protein-
bindungen mit Kernextrakten unstimulierter als auch TGFB-stimulierter Zellen an das TIE-2 Oligo-
nukleotid. Dabei war das spezifische Signal in der Autoradiographie mit den Kernextrakten aus den
TGFB-stimulierten Zellen stédrker ausgeprdgt als das im Kontrollansatz. Die Verdrangung mit nicht
markiertem TIE-2-Oligonukleotid erfolgte deutlich.

Die Inkubation der Kernextrakte mit einem AP-1-Oligonukleotid zeigte spezifische Protein-DNA-
Komplexe auf der gleichen Hohe im Gel wie die Komplexe mit dem TIE-2. Auch in diesen Ansétzen
war die Proteinbindung mit den Kernextrakten aus den TGFR-stimulierten Zellen stérker als im Kon-
trollansatz. Eine spezifische Verdrangung der Protein-DNA-Komplexe erfolgte eindeutig mit nicht
markierten AP-1-Oligonukleotiden in 100fachem molarem UberschuR.
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Abb. 15: Proteinbindung an das TIE-1-Element in Abhdngigkeit von TGF[3

Elektrophoretic Mobility Shift-Assay mit je 5 ug Kernextrakt aus NIH3T3 Zellen. Die Zellen wurden 36 h serum-
frei kultiviert (0) und anschlieflend 1h (1), 4h (4) bzw. 12 h (12) mit 5 ng TGFB1/ml Kulturmedium inkubiert.
5 fmol an [*2P]-endmarkierten TIE-1-Oligonukleotiden (TIE-1*) wurden pro Ansatz verwendet. Die Verdrin-

gungsexperimente wurden mit einem 100fachen molaren Uberschuf an nicht markierten Oligonukleotiden durch-
gefiihrt.
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Abb. 16: Proteinbindung an das TIE-2-Element in Abhdngigkeit von TGF(3
Elektrophoretic Mobility Shift-Assay mit je 5 ug Kernextrakt aus NIH3T3 Zellen. Die Zellen wurden 36 h serum-
frei kultiviert (0) und anschliefend 1h (1), 4h (4) bzw. 12 h (12) mit 5ng TGFB1/ml Kulturmedium inkubiert.
5 fmol an [*?P]-endmarkierten TIE-1- (TIE-1*) bzw. AP-1-Oligonukleotiden (AP-1*) wurden pro Ansatz verwen-
det. Die Verdringungsexperimente (+) wurden mit einem 100fachen molaren Uberschuf8 an nicht markierten
TIE-1- bzw. AP-1-Oligonukleotiden durchgefiihrt.
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4.9. Identifizierung einer HLH-Konsensussequenz in der 5' flankierenden Region des HGF-
Gens

Ein weiterer Ansatz fiir die Charakterisierung von proteinbindenden Sequenzen im HGF-Promotor
erfolgte mit der DNase I Footprint-Analyse. Dabei wurden 200-400 bp lange Teilfragmente des
1370 bp langen, klonierten DNA-Abschnitts auf proteinbindende Sequenzen hin untersucht. Die
durchgefiihrten Versuche zeigten im 5' Bereich des HGF-Gens von -331 bis -44, einen Footprint von
ca. —280 bis -200, der sowohl mit Kernextrakten aus HGF-exprimierenden NIH3T3 Zellen gebildet
wurde als auch mit Kernextrakten aus NIH3T3 Zellen, die kein HGF exprimieren (ohne Abbildung).
Die genaue Sequenzanalyse dieser Region (Abb. 17, rechtes Schaubild) ergab das Vorhandensein
zweier tandemartig aufgebauter E-Box-Konsensussequenzen an der Position -256 bis -236.
Daraufhin erfolgte die Synthese von Oligonukleotiden, HLH I, HLH II sowie HLH I/II, die den pro-
tektierten Bereich teilweise iiberspannten; unter EinschluR einer E-Box-Konsensussequenz bzw. im
Oligonukleotid HLH I/II beider E-Box-Konsensussequenzen.

Eine weitere DNase I Footprint-Analyse des HGF-Promotorbereiches von -311 bis -72 und -271 bis
-72 erfolgte mit Kernextrakten aus Rat2 Zellen. Bei diesem Versuchsansatz wurde zusatzlich eine
G/A-Sequenzierungsreaktion des DNA-Fragmentes nach Maxam und Gilbert durchgefiihrt. AuRerdem
erfolgten Verdrangungsexperimente mit den Oligonukleotiden HLH I, HLH II sowie HLH I/II, die
den Bereich der zu erwartenden DNA-Protein-Interaktion, ermittelt anhand der bereits erfolgten
Footprintanalyse, abdecken. Diese Oligonukleotide wurden in 100facher Konzentration der markier-
ten DNA eingesetzt. Die DNase I Footprint-Analyse zeigte ebenfalls eine deutliche DNA-Protein-
Interaktion (Abb.17). Die mitaufgetragene Sequenzierungsreaktion ermdglichte die genaue Loka-
lisation des protektierten Bereiches in der HGF-Promotorsequenz. Die protektierte Sequenz umfalt
38 bp und erstreckt sich von -266 bis -229. Sie beinhaltet zwei E-Box-Konsensussequenzen, die
eine Erkennungssequenz fiir Transkriptionsfaktoren der Helix-Loop-Helix-Leucin-Zipper-Familie dar-
stellen. Die Verdrangungsexperimente zeigten eine vollstandige Aufhebung des Footprints durch die
Oligonukleotide HLH I/II. In dieser Untersuchung konnten die einzelnen Oligonukleotide, HLH I
bzw. HLH II, die DNA-Proteinbindung nicht storen.

In einem Proteinbindungsassay (EMSA) wurden die dimerisierten, radioaktiv markierten HLH I-Oli-
gonukleotide mit Kernextrakten verschiedener Zellen inkubiert. Verdrangungsexperimente erfolgten
mit nicht markierten HLH I-Oligonukleotiden sowie mit den zwei nicht homologen Oligonukleotiden
E,SM (E-Box des 'Glattmuskel-Aktin'-Promotors) und TIE-2 (Abb. 18). Mit den Kernextrakten aller
eingesetzter Zellen konnten Proteinbindungen an die HLH I-Oligonukleotide nachgewiesen werden.
Dabei handelte es sich um jeweils zwei DNA-Protein-Komplexe mit unterschiedlicher GroRRe und
damit Laufgeschwindigkeit im Gel. Die Verdrangung mit den nicht markierten HLH I-Oligonukleoti-
den im 100fachen UberschuR erfolgte eindeutig. Dabei erwies sich der hohermolekulare DNA-Pro-
teinkomplex als spezifisch, der niedermolekulare als unspezifisch, da hier keine Verdrdangung durch
die HLH I-Oligonukleotide erfolgte. Das Verdrangungsexperiment mit Oligonukleotiden, die die
E-Box des 'Glattmuskel-Aktin'-Promotors beinhalteten, zeigte eine schwache Reduktion der DNA-
Protein-Interaktion, mit den TIE-2-Oligonukleotiden konnte keine Verdrangung gezeigt werden. Fiir
die HLH II-Oligonukleotide allein konnten in einem Proteinbindungsassay keine spezifischen Pro-
teinbindungen detektiert werden (ohne Abbildung).
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Abb. 17: Identifizierung einer HLH-Konsensussequenz im HGF-Promotor

DNase I Footprint des HGF 5' flankierenden Bereiches von -271 bis -72 (links) und -311 bis -72 (rechts). Ein-
gesetzt wurden pro Ansatz 5 fmol [3?P]-endmarkiertes DNA-Promotorfragment sowie 5 ug Kernextrakt (NE) aus
Rat2-Zellen. Die Oligonukleotide, die in den Verdrdngungsexperimenten eingesetzt wurden, sind entsprechend
gekennzeichnet (HLH I und/oder II). Anhand der G/A-Sequenzierungsreaktion des DNA-Fragmentes (G/A) ldft
sich der proteinbindende Bereich (reprdsentiert durch die graue Box) genau identifizieren. Zur Fragmentldngen-
bestimmung diente zusdtzlich ein mitaufgetragener Marker (M).



Ergebnisse 50

HLH |
E,SM
TIE2

NIH3T3
FH109
KNRK
FsC 20D

RAT 2
NIH3T3
NIH3T3

M ~Mm
E
M M
£ <
zZ z

Abb. 18: Proteinbindung an das HLH I-Oligonukleotid
Elektrophoretic Mobility Shift-Assay mit je 5 ug Kernextrakt aus Rat2, FH109, KNRK, 20 Tage kultivierten hepa-
tischen Sternzellen und NIH3T3 Zellen. 5 fmol an [*2P]-endmarkierten HLH I-Oligonukleotiden wurden pro Ansatz
verwendet. Die Verdrdngungsexperimente wurden mit einem 100fachen molaren Uberschuf8 an nicht markierten
HLH I-, E,SM- bzw. TIE-2-Oligonukleotiden durchgefiihrt.
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5. DISKUSSION

HGF ist ein pleiotropes Zytokin, das das Wachstum sowie die Regeneration verschiedener Gewebe
unter normalen Bedingungen sowie bei neoplastischem Wachstum reguliert. Seine Genexpression
ist auf Zellen mesenchymalen Ursprungs in einer Reihe von Geweben restringiert; sie wird induziert
als Antwort auf Gewebsverletzung bzw. -verlust zur effektiven Regeneration. Verschiedene Zytokine
und Hormone beeinfluRen die HGF-Genexpression. Wie viele Gene wird es erheblich auf Ebene der
Transkription reguliert, so daR es anzunehmen ist, daR ein Netzwerk aus cis-agierenden Respon-
siven Elementen innerhalb der 5' genregulatorischen Sequenz des HGF-Gens sowie eine Vielzahl
trans-agierender bindender Polypeptide in die Genregulation involviert sind.

Fiir ein besseres Verstandnis dieser regulatorischen Mechanismen beziiglich HGF wurde in der
vorliegenden Arbeit die 5' flankierende Region des Ratten-HGF-Gens kloniert und mit Hilfe ver-
schiedener Versuchsansdtze charakterisiert. Die computergestiitzte Sequenzanalyse der aus Ratten-
leber-DNA klonierten, 1367 bp langen Region ermittelte eine Vielzahl an potentiell funktionellen
Konsensussequenzen: Interleukin-6-Response Elemente I und II, TGFR-inhibitorische Elemente, ein
Interferon-stimuliertes-Response Element, ein TPA-Response Element sowie Bindestellen fiir die
Transkriptionsfaktoren PEA3 und SP-1 (Abb. 3). Diese groRe Anzahl potentieller Proteinbinde-
sequenzen stiitzt weiter die Annahme einer komplexen transkriptionellen Regulation des HGF-Gens.

Stimulierungsversuche mit Il-6 erbrachten keine Hinweise dafiir, daR eine positive Requlation des
HGF-Gens durch Interleukin 6 iiber die Il-6 Response Elemente I bzw. II erfolgt (4.5. und Abb. 10).
Liu eT AL. (1994a) konnte mit Hilfe eines stabilen NIH3T3 Fibroblastenzellklons, der ein 2,8 kb lan-
ges Maus-HGF-Promotorkonstrukt inseriert hatte, eine schwache Stimulation durch Il-6 zeigen, die
vermutlich durch ein Il-6-Response Element II an der Position -2255 in der genregulatorischen
Sequenz des Maus-Enhancers hervorgerufen wird. Im Gegensatz hierzu brachten Transfektions-
studien mit rasNIH3T3 Fibroblasten, die mit verschiedenen Deletionskonstrukten, von 0,1 kb bis 2,8
kb, des Maus-HGF-Promotors transient transfiziert waren, keine Hinweise auf eine signifikante
Stimulation durch Il-6 (PLASCHKE-SCHLUTTER ET AL., 1995).

Die Analyse des potentiellen TPA-Response Elementes an der Position -326 des Ratten HGF-Promo-
tors zeigte, daB diese Sequenz fiir die Stimulierung des HGF-Gens durch TPA keine Bedeutung hat
(Abb. 9). PLASCHKE-SCHLUTTER (1995) konnte mit Hilfe der bereits oben erwdhnten Transfektions-
studien ebenfalls keine stimulierenden Effekte durch TPA nachweisen. Die von NisHINo (1991)
beschriebene Stimulierung der promyelocytischen Leukdmiezellinie HL60 durch TPA, gezeigt durch
den Anstieg der HGF-mRNA, (4Rt jedoch andere, moglicherweise weiter 5' liegende, TPA-Response
Elemente vermuten.

Im Gegensatz hierzu konnten jedoch in den vorliegenden Untersuchungen mehrere Sequenz-
abschnitte in der 5' flankierenden Region des Ratten-HGF-Gens identifiziert werden, die an der
transkriptionellen Regulation des HGF-Gens maRgeblich beteiligt sind.

Konstitutive Suppression des HGF-Gens

Transfektionsstudien in KNRK-Zellen, die verschiedene Promotordeletionskonstrukte stabil in ihr
Genom inseriert haben, zeigten eine deutlich héhere Promotoraktivitdt des kiirzesten, am weite-
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sten 3' gelegene 100 bp langen Promotorfragmentes. Auch wenn das Ergebnis aufgrund der Ver-
wendung stabil transfizierter Klone mit Einschrankung zu bewerten ist, zeigten die iibrigen Zell-
klone, die jeweils langere Fragmente inseriert haben, eine weitaus geringere Promotoraktivitdt
(Abb. 4b). Dies spricht dafiir, daB das HGF-Gen oberhalb der Region -70 Sequenzen aufweist, die
eine Suppression der Promotoraktivitdat bewirken kdnnen. Dabei sind zum einen negativ regulie-
rende Sequenzen im Bereich -70 bis -270 zu vermuten, sowie im Bereich -270 bis -620, da die
transkriptionelle Aktivitdt mit der Lange der Promotorfragmente abnimmt. Im Bereich -620 bis
-1340 liegen moglicherweise positiv regulierende Sequenzen, da der Klon mit dem ldngsten Frag-
ment eine leicht erhdhte Promotoraktivitat gegeniiber dem Klon KNRK620 aufwies. Jedoch iiber-
wiegt auch hier die reprimierende Aktivitat in Bezug auf das gesamte Fragment, da die Aktivitat
lediglich ein Zehntel der Promotoraktivitat des 100 bp langen Fragments betrug. Diese deutlich
erhdhte Promotoraktivitat konnten andere Arbeitsgruppen ebenfalls fiir die ersten 100 bp des Maus-
HGF-Promotors zeigen (L1u €T AL., 1994A; PLASCHKE-SCHLUTTER ET AL., 1995).

Die Stimulierung der Zellklone mit den Mediatoren TGFB, TNFa, EGF, PDGF, INFa, INFy, TPA, Dexa-
methason, Il-1B8, Il-6 und LPS zeigte in keinem Ansatz eine signifikante Stimulierung oder
Suppression, d. h. die Substanzen hatten keinen signifikanten EinfluR auf die jeweils produzierte
CAT-Enzymmenge. Diese fehlende Responsivitdt ist bei dem Zellklon mit dem kiirzesten inserierten
Fragment mit vermutlich nicht vorhandenen Proteinbindesequenzen fiir die entsprechend aktivier-
ten Transkriptionsfaktoren zu erkldren, bei den Zellklonen mit den ldngeren inserierten Promotor-
fragmenten erscheint diese Erklarung nicht stichhaltig, da eine Reihe entsprechender Konsensusse-
quenzen in den klonierten Sequenzen (s.0.) ermittelt wurde. Diese fehlende Responsivitdt wurde
ebenfalls von anderen Arbeitsgruppen beschrieben. So konnten rasNIH3T3 Fibroblasten, die tran-
sient mit einer Reihe verschiedener Maus-HGF-Promotordeletionskonstrukte transfiziert waren,
weder mit TGFB, TPA noch IL-6 stimuliert bzw. supprimiert werden (PLASCHKE-SCHLUTTER ET AL., 1995).
Ebenso konnten die NIH3T3 Fibroblasten sowie die RL95-2, eine humane Endometriumkarzinomzel-
linie, jeweils transfiziert mit Maus-HGF-Promotorkonstrukten, weder mit IL-1, TPA noch EGF stimu-
liert oder supprimiert werden (Liu ET AL., 19944 ). Allen untersuchten Zellinien mit Ausnahme des
rasNIH3T3 Klons ist gemein, dal} sie kein HGF produzieren. Eine mdgliche Erkldrung fiir die fehlen-
de Responsivitdt der KNRK-Zellen sowie der anderen Fibroblasten bzw. epithelialen Zellen sind sup-
primierende Sequenzen, sogenannte Silencer, die im 5' Bereich des HGF-Gens liegen, und in den
Zellen, die kein HGF produzieren, iiber eine Anlagerung zelltypspezifischer Polypeptide fiir eine
konstitutive Suppression der HGF-Expression verantwortlich sein konnen.

Das Screening der 5' flankierenden Region des Ratten HGF-Gens auf proteinbindende Sequenzen mit-
tels DNase I Footprint-Analyse ergab eine protektierte Region von -266 bis -229, an die spezifisch
Proteine aus Rat 2 Kernextrakten binden (Abb. 17). Die Sequenz dieser Region beinhaltet ein Tan-
dem-E-Box-Element, bestehend aus zwei potentiell HLH-Proteine bindenden Sequenzen. Bei den
HLH-Proteinen handelt es sich um Transkriptionsfaktoren der basischen HLH-Leucinzipper-Familie,
die charakterisiert ist durch aneinander angrenzende 'basische' HLH- und Leucinzipperdomanen.
Mitglieder dieser Familie sind die MYC Onkoproteine, ihr Bindungspartner MAX und die Sduger-Trans-
kriptionsfaktoren USF, TFE3 und TFEB (FisHer ET AL., 1991). Diese Proteine binden die Sequenz
CANNTG, eine sogenannte E-Box, benannt nach einer Enhancersequenz in der schweren Kette des
Immunglobulins E (EPHRUSSI ET AL., 1985).
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Die protektierte Region in der Footprint-Analyse beinhaltet zwei dieser Konsensussequenzen. Die
Verdrangungsexperimente mit spezifischen Oligonukleotiden, die eine (HLH I bzw. HLH II) oder
beide E-Box-Sequenzen (HLH I/II) enthielten, zeigten, dal} fiir eine vollstandige Verdrangung das
Vorhandensein beider E-Box-Sequenzen notwendig ist. Die Proteinbindungsassays zeigten deutlich,
daR dennoch HLH I alleine, d. h. die 3' gelegene E-Box-Sequenz, spezifisch an Proteine binden kann.
Diese Bindung erfolgte sowohl mit HGF-produzierenden Fibroblasten als auch mit Fibroblasten, die
kein HGF produzieren (Abb. 18). Das Oligonukleotid HLH II, d. h. die 5' gelegene E-Box-Sequenz,
kann alleine nicht spezifisch binden, ist jedoch, wie der Footprint zeigt, an der komplexen Pro-
teinbindung beteiligt.

Fortfiihrende Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe haben gezeigt, daR das Oligonukleotid
HLH I essentiell fiir die Bindung ist, das Oligonukleotid HLH II erst nachfolgend bindet, d. h. erst
nach Bindung des Oligonukleotids HLH I. Die gemeinsame Bindung von HLH I und HLH II ergibt
dann eine vollstandige Verdrangung des Footprint, d. h. beide Oligonukleotide sind fiir eine voll-
standige Bindung notwendig. Funktionelle Analysen haben weiterhin gezeigt, dal} die in der Foot-
printanalyse protektierte Sequenz von -266 bis —-229 eine stark transkriptionssupprimierende Wir-
kung im heterologen Promotorkontext aufweist, die durch Kotransfektion mit den Oligonukleotiden
HLH I/IT stark reduziert wurde (D1pLoMARBEIT K. KERRES, PUBLIKATION IN VORBEREITUNG). Ein Sequenzver-
gleich der protektierten Region mit den Konsensussequenzen bisher bekannter Transkriptionsfakto-
ren ergab eine starke Homologie mit der Bindesequenz fiir den Transkriptionsfaktor USF-1, die nur
in einem Nukleotid abweichend ist (GREGOR ET AL., 1990). USF-1 gehdrt zur Familie der basischen
HLH-Leucinzipper-Transkriptionsfaktoren.

Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe haben ebenfalls einen negativ regulatorischen Bereich
von -258 bis -229 im Maus-HGF-Promotor mittels Footprint-Analyse in HGF-produzierenden als auch
in Zellen, die kein HGF produzieren identifiziert. Sie konnten jedoch keinen inhibitorischen Effekt
dieser Region im heterologen Promotorkontext feststellen (PLASCHKE-SCHLUTTER ET AL., 1995).

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse belegen, daR diese Sequenz als Silencer in der 5' genregulato-
rischen Sequenz wirken kann. Méglicherweise ist die transkriptionshemmende Wirkung dieses Silen-
cers bei einigen Zellpopulationen, wie den KNRK, RL95-2 und Rat2 Zellinien ausreichend fiir eine
konstitutive Suppression der HGF-Expression. Viele Anhaltspunkte weisen jedoch darauf hin, daR in
den meisten Zellpopulationen weit komplexere Vorgdange die HGF-Expression steuern. So konnten
auch bei den humanen Lungenfibroblasten FH109, die HGF produzieren, Proteinbindungen an die-
se potentielle Silencerregion nachgewiesen werden. Die Maus Fibroblastenzellinie NIH3T3 wies
ebenfalls Proteinbindungen an die Silencerregion auf, obwohl einige Zellklone unter bestimmten
Umstdnden HGF produzieren kdnnen (s. u.).

L1y 7 AL.(1994 b) konnten fiir die Region -16 bis +11 im HGF-Promotor der Maus zeigen, dal} sie
eine Suppression der HGF-Expression in epithelialen Zellen bewirkt. Ein 70 kDa Polypeptid, das aus-
schlieRlich in epithelialen Zellen, die kein HGF exprimieren, nachgewiesen werden konnte, bindet
an die Region. Hervorzuheben ist die Beobachtung, daRR dieser Repressor vermutlich notwendig,
jedoch alleine nicht ausreichend fiir eine vollstandige Suppression der HGF-Expression ist. Dies wird
u. a. dadurch belegt, dal} die untersuchte Region nicht konserviert ist, so ist z. B. im 5' genregula-
torischen Bereich der Ratte keine homologe Sequenz nachweisbar. AuRerdem erfolgt die Wirkweise
des Repressorproteins vermutlich {iber eine Verdrangung des RNA-Polymerase II Komplexes, so dal®
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die Menge an verfiigbarem Repressor einen entscheidenen EinfluR auf die Effektivitdat der Sup-
pression haben diirfte.

JIANG UND ZARNEGAR (1997 c) identifizierten fiir den Maus-HGF-Promotor im Bereich von -4 bis +3 eine
Konsensussequenz fiir Proteine der C/EBP-Familie. Diese Proteine werden v. a. durch partielle Hepa-
tektomie sowie durch Gewebsschddigung induziert. Diese C/EBP-Konsensussequenz wird iiberlappt
von einer Proteinbindesequenz, -9 bis -4, an die der Proteinkomplex C1 bindet, welcher durch
direkte Verdrangung die Bindung von Proteinen an die C/EBP-Konsensussequenz verhindert. Auch
hier liegt in der HGF-Promotorsequenz der Ratte eine verandertes Basenpaar vor, so dal® nicht sicher
ist, ob diese Bindesequenzen fiir die Regulation des Ratten-HGF-Gens von Bedeutung sind.

Eine weitere Silencersequenz wurde im Maus-HGF-Promotor an der Position -870 beschrieben (J1anG
ET AL., 1997 ). Es handelt sich dabei um ein unvollstdndiges Glukokortikoid Response Element (GRE),
an das der 'chicken ovalbumin upstream promoter'-Transkriptionsfaktor (COUP-TF) bindet und auf
diese Weise die transkriptionale Aktivitdt des HGF-Promotors effektiv reprimiert. Die untersuchte
Sequenz ist jedoch nicht konserviert, d. h. in der 5' genrequlatorischen Region des Ratten-HGF-Gens
[kt sich diese Sequenz ebenfalls nicht nachweisen.

Proteinbindungsassays haben Proteinbindungen im Bereich des ,basalen' Promotors , -22 bis +30,
nachgewiesen, sowohl mit Kernextrakten aus HGF-exprimierenden Zellen, den KG-1, als auch nicht
exprimierenden Zellen, den KNRK-Zellen (Abb. 7). Diese Ergebnisse weisen auf bisher nicht bekann-
te Proteinbindesequenzen in dieser Region hin. Untersuchungen des weiter 5' gelegenen Bereiches,
-170 bis -70, zeigten fiir die HGF-exprimierenden Zellen KG-1 eine zusdtzliche Proteinbande gegen-
tiber den KNRK Zellen (Abb. 7). In den KNRK Zellen bewirken moglicherweise die bereits oben
erwdhnten Silencersequenzen im weiter 5' gelegenen Bereich des HGF-Promotors, -266 bis -229,
eine Suppression der Bindung von Transkriptionsfaktoren im 5' Bereich, wodurch die konstitutive
Suppression der HGF-Expression in diesen Zellen erfolgt.

Erste in vivo Untersuchungen des Maus-HGF-Gens zeigten, dal® die basale Promotorregion von
100 bp fiir eine Expression des HGF-Gens nicht ausreichend ist. Erst ein 2,7 kb HGF-CAT-Konstrukt
zeigt ein Expressionsmuster, das dem des endogenen HGF-Gens entspricht (BELL ET AL., 1998). Diese
funktionalen Unterschiede zu den Transfektionsstudien in vitro entstehen mdglicherweise durch
eine veranderte Chromatinstruktur der transfizierten Genabschnitte. Distale Enhancerregionen
benétigen in der Regel eine hoher geordnete Chromatinstruktur, da die rdumliche Nahe dieser strom-
aufwdrts liegenden Sequenzen zu den entsprechenden basalen Promotorabschnitten eine maximale
Genaktivierung bewirkt (WORKMAN AND BUCHMAN, 1993).

Induzierte Suppression durch Serumfaktoren

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflull von fetalem Kalberserum (FCS), das zu 5-10% dem
Kulturmedium der Zellen fiir ein optimales Wachstum beigegeben wird, auf die HGF-Expression der
Zellen untersucht. Die Mausfibroblastenzellinie NIH3T3 produziert unter normalen Kulturbedingun-
gen kein HGF. Eine serumfreie Kultivierung dieser Zellen fiihrte zu einer starken Induktion der HGF-
Expression, die durch einen einstiindigen Serumstimulus nochmals verstarkt wurde. Ein Serum-
stimulus von 4 h zeigte bereits keinen stimulierenden Effekt mehr auf die HGF-Expression (Abb. 11).
Diese Ergebnisse zeigen, dal® die NIH3T3 Zellen potentiell HGF exprimieren konnen; unter norma-
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len Wachstumsbedingungen erfolgt jedoch eine vollstindige Suppression der HGF-Expression in
diesen Zellen. Die Fahigkeit, HGF unter serumfreien Bedingungen zu produzieren, ist aullerdem
abhédngig vom jeweiligen Zellklon der NIH3T3 Fibroblasten. Je nach Art des NIH3T3 Zellklons ist die
HGF-Expression in diesen Zellen reversibel bzw. irreversibel supprimiert.

Die permanente Anwesenheit von serogenen Faktoren scheint eine vollstandige HGF-Suppression in
den untersuchten NIH3T3 Zellen zu bewirken. Die im FCS enthaltenen Wachstumsregulatoren wir-
ken mitogen, so dal’ die Zellen bei entsprechender Verdiinnung standig proliferieren. Die serumfreie
Kultivierung der Zellen fiihrt dagegen zu einer Proliferationshemmung, so dal} die Zellen einen
ruhenden Status einnehmen. In diesem ,Ruhezustand' sind einige Zellklone der NIH3T3 zur HGF-Syn-
these fahig. Dieser in vitro Effekt, hervorgerufen durch die mitogene Stimulation der Zellen durch
serogene Faktoren, ist moglicherweise auch bei den kultivierten hepatischen Sternzellen (HSC) fiir
die Proliferation verantwortlich. Die normale, serumhaltige Kultivierung der HSC sowie der NIH3T3
verursacht eine Aktivierung der Zellen, die mit dem Verlust der HGF-Expression einhergeht (Abb. 19).

In vitro O FCS 1hFCS >24h FCS
NIH3T3 + . >
HSC, 16d in Kultur %) n.d. %)
In vivo Normale Leber Akut geschddigte Leber Ch.ro'nisch
geschadigte Leber
HSC (+) (++) ()

+ bis ++: semiquantitativer Nachweis von Transkripten

o kein Nachweis von Transkripten
n.d.: nicht durchgefiihrter Versuchsansatz
(): Nachweise, bzw. Hypothesen erfolgten nicht im Rahmen dieser Arbeit (SCHIRMACHER ET AL., 1993)

Abb.19: Einfluf3 von Wachstumsregulatoren auf die HGF-Expression

Die Vorgange, die in vivo die Aktivierung der HSC bewirken, sind kaum verstanden. Diskutiert werden
infiltrierende Thrombozyten sowie aktivierte Kupffer Zellen, die bei einer Gewebsverletzung der
Leber TGFRB, TGFa, TNFw, IL-1 sowie diverse Wachstumsfaktoren wie IGF1, EGF, bFGF und PDGF sezer-
nieren (BACHEM ET AL., 1993A uND B). Diese parakrine Stimulation fiihrt zur Aktivierung der HSC. Im
weiteren Verlauf der fibrogenen Kaskade exprimieren die aktivierten HSC Rezeptoren fiir TGFB, TGFa
und EGF auf ihrer Oberflache und sezernieren TGFB und TGFa, so daR die Grundlage fiir eine auto-
krine Stimulation der Zellen besteht, die vermutlich fiir die Transformation der aktivierten HSC in
Myofibroblasten von groRer Bedeutung ist (BACHEM ET AL., 1992). In vitro fiihrt vermutlich die auto-
krine Stimulation der proliferierenden HSC durch TGFB zu einer irreversiblen Suppression der HGF-
Synthese.
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Bei einer akuten Schadigung der Leber finden die beschriebenen initialen Vorgange vermutlich
ebenso statt, jedoch erfolgt die Aktivierung der HSC moglicherweise in einem zeitlich enger
begrenzten Rahmen, bzw. die Zusammensetzung und Menge der sezernierten Entziindungsmediato-
ren differiert gegeniiber einer chronischen Schadigung, so daf} die Umwandlung in Myofibroblasten
nicht erfolgt. Diskutiert wird eine gesteigerte Produktion von HGF durch hepatische Sternzellen in
der akut geschddigten Leber (SCHIRMACHER ET AL., 1993). Die durchgefiihrten Untersuchungen mit
NIH3T3 Zellen zeigen ebenfalls eine gesteigerte HGF-Expression durch kurzzeitige Einwirkung von
Wachstumsregulatoren. Die myofibroblastartige Transdifferenzierung der HSC ist in Kultur ein irre-
versibler Vorgang der in vergleichbarer Form auch im Verlauf der fibrogenen Reaktion der Leber eine
Schliisselposition einnimmt. Weitergehende Untersuchungen an NIH3T3 Fibroblasten kdnnen még-
licherweise die biochemischen Grundlagen fiir den Verlust der HGF-Expression in diesen Zellen
klaren, und auf diese Weise Anhaltspunkte liefern fiir die genauen Abldufe, die an der myofibrob-
lastartigen Transdifferenzierung der hepatischen Sternzellen beteiligt sind. Diesbeziigliche Studien
mit kultivierten HSC sind in ihrer Aussagekraft stark eingeschrankt,da frisch isolierte HSC ohne
Serumzusatz nicht kultivierbar sind und damit Versuche im serumfreien Medium nicht mdglich
waren.

Die humane embryonale Lungenfibroblastenzellinie FH109 produziert bei Kultivierung mit 10 %
fetalem Kilberserum HGF. Eine Serumdepletion fiihrte zu keiner Anderung der HGF-Expression in den
Zellen. Eine Stimulierung der HGF-Expression erfolgte durch eine nachfolgende vierstiindige Inku-
bation der Zellen in Serum. Einhergehend damit erfolgte durch Serumzugabe eine Induktion der
c-fos-Expression, die nach 4h am starksten ausgepragt war. Nach langerer Seruminkubation waren
keine c-fos Transkripte mehr nachweisbar (Abb. 12). Diese Ergebnisse zeigen, daR ein Serumschock
eine Stimulierung der HGF-Expression in den FH109 Fibroblasten bewirkt und im Rahmen dieser Sti-
mulierung eine c-fos-Induktion erfolgt. Serum wirkt mitogen und induziert u. a. die Expression des
nukledren Phosphoproteins FOS. Die Transkription des c-fos-Gens wird iiber den 'serum response fac-
tor' (SRF), der an das 'serum response element' (SRE) im c-fos-Promotor bindet, vermittelt (GReeN-
BERG UND ZIFF, 1984). Mdglicherweise ist noch ein weiterer Faktor in die Stimulation der HGF-Expres-
sion involviert. PEA3/Ets1, ein Transkriptionsfaktor der Ets-Familie, wird u.a. durch Serumfaktoren
aktiviert (WAsvLyk ET AL., 1989; MIRALLES ET AL., 1998). Die Mitglieder der Ets-Familie besitzen eine
hoch konservierte DNA-bindende Domane, die Ets-Domane, die spezifisch mit der Kern-Sequenz GGA
interagiert. Uber 30 Ets verwandte Proteine wurden bisher in vielen Spezies gefunden. Die meisten
dieser Proteine haben eine transkriptionsaktivierende Wirkung. Sie binden als Monomere an die
DNA, jedoch konnte gezeigt werden, dald die DNA-Bindungsaktivitat in Gegenwart von anderen Fak-
toren verstarkt werden kann. Die Kooperation von Ets mit AP-1 konnte fiir die Promotoren der Gene
fiir die Kollagenase, den Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA) sowie fiir das Gen des Makro-
phagen 'Scavenger Rezeptors' (SR) gezeigt werden (KRAMER ET AL., 1995; Wu ET AL., 1994). In der 5'
flankierenden Region des Ratten-HGF-Gens befinden sich potentielle Bindestellen fiir den
Transkriptionsfaktor PEA3 an den Positionen -385, -553, =707 und -976 (Abb. 3). Diese Konsen-
sussequenzen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht weiter charakterisiert, sie stellen jedoch
mogliche Bindestellen fiir trans-agierende Faktoren nach Serumstimulation dar.

Fiir die Zellinien KNRK und Rat2 konnte keine Induktion der HGF-Expression durch Serumdepletion
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der bereits beschriebenen Hypothese,
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daR Silencersequenzen im 5' Bereich des HGF-Gens gemeinsam mit zelltypspezifischen Repressor-
proteinen fiir diese konstitutive Suppression des HGF-Gens verantwortlich sind.

In einer Kultur von aktivierten hepatischen Sternzellen konnte ebenfalls keine HGF-Expression durch
Serumdepletion induziert werden. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der beschriebenen auto-
krinen Stimulation dieser Zellen durch TGFB, wodurch in den HSC offenbar eine dauerhafte Suppres-
sion der HGF-Expression aufrechterhalten werden kann.

Induzierte Suppression durch TGF(3

Es wurde der Einflu® von TGFB auf die HGF-Expression in Fibroblastenzellpopulationen untersucht.
Eine starke Suppression der Expression erfolgte nach 4 h TGF@ Inkubation, wohingegen eine ein-
stiindige Inkubation mit TGFB fiir einen deutlichen Effekt nicht ausreichend war. Nach 12 h Inku-
bation waren deutlich weniger Transkripte nachweisbar als im Kontrollansatz, jedoch erfolgte die
Suppression schwacher als nach der vierstiindigen Inkubation. Diese Ergebnisse stimmen in zwei
verschiedenen Fibroblastenzellpopulationen, den NIH3T3 sowie den FH109, gut {iberein (Abb. 13
und 14). In Abhdngigkeit von der TGFB-Stimulierung zeigte sich eine starke Induktion von c-fos
nach 1h TGFB Inkubation, die nach 4 bzw. 12 h Inkubation mit TGFB jeweils weniger stark aus-
gepragt war (Abb. 14). Eine positive Genregulation durch TGFB wurde bereits fiir mehrere Gene
beschrieben, wie z. B. den murinen TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase gene) und das a2(I)
Kollagen-Gen (CAMPBELL ET AL., 1991; INAGAKI ET AL., 1994). Die dabei involvierten und identifizierten
Transkriptionsfaktoren sind AP-1 sowie SP-1. Die transkriptionale Suppression durch TGFB ist wenig
verstanden. KRR ET AL. (1990) haben ein TGFP inhibitorisches Element (TIE) beschrieben, das in die
negative Regulation des Transin-Gens, das fiir eine matrixabbauende Metalloprotease codiert, invol-
viert ist. An dieses TIE-Element bindet ein Komplex aus verschiedenen Faktoren. Bekannt ist ledig-
lich, daR FOS fiir die Bildung des Komplexes notwendig ist. Die durchgefiihrten Versuche, die eine
deutliche Transkriptionssuppression durch TGFP zeigen, weisen auf eine Beteiligung von FOS an der
TGFB vermittelten negativen Genregulation hin. Zum einen durch den direkten Nachweis von c-fos-
Transkripten in TGFB stimulierten Zellen, zum anderen durch den zeitlichen Verlauf der TGFB
vermittelten Suppression. c-fos gehort zur Gruppe der ,early response genes', so dall eine FOS-
vermittelte Transkriptionsregulation der HGF-Expression bereits nach wenigen Stunden zu erwarten
ist.

Ausgehend von den beschriebenen Ergebnissen wurden die zwei potentiellen TIE-Elemente, die in
der 5' flankierenden Region des Ratten HGF-Gens in sense-Richtung (TIE-1: -422 bis -413) und anti-
sense-Richtung (TIE-2: -1116 bis -1107) vorhanden sind, untersucht. Fiir beide TIE-Elemente konn-
te eine spezifische Bindung von Proteinen nachgewiesen werden (Abb. 15 und 16). Die Protein-
bindung an das TIE-1 wurde durch TGFP verstarkt, wobei der Effekt erst nach langerer TGFB-Inku-
bation deutlich wurde. Eine Stimulierung mit TGFB fiihrte bereits nach einer Stunde zu einer deut-
lich verstdrkten Proteinbindung an das TIE-2 gegeniiber der Kontrolle. Ein paralleler Ansatz mit einer
AP-1 Konsensussequenz zeigte den gleichen Effekt. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dal} FOS an
der Proteinbindung an das TIE-2 beteiligt ist. c-fos gehort zur FOS-Familie der Protoonkogene. In
unstimulierten Zellen besteht nur eine sehr geringe Expression; bei Stimulation kommt es zu einer
schnellen, aber nur kurzzeitigen Expression. FOS heterodimerisiert mit bereits vorliegendem JUN
zum AP-1 (activator protein 1), einem Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle als terminal akti-
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vierter Transkriptionsfaktor der Signaltransduktion, Zellproliferation und Zelldifferenzierung spielt.
Die Transkription des c-fos-Gens wird iiber das SRE (serum response element) im c-fos-Promotor ini-
tiiert. Der c-fos-Promotor besitzt auRerdem zwei AP-1 Bindestellen, die eine negative Autoregula-
tion durch AP-1 vermitteln. Das FOS-Protein wird sehr schnell umgesetzt, so daR AP-1 nach Akti-
vierung rasch wieder auf Normalkonzentrationen zuriickfallt (CURRAN UND FRANZA, 1988; KARIN UND
SMmeaL, 1992).

TGFB ist ein Wachstumsfaktor mit vielen biologischen Wirkungen, die in die Zellproliferation und
Differenzierung vieler Zellpopulationen eingreifen. TGFR stimuliert die Proliferation einer Reihe
mesenchymaler Zelltypen, aber es wirkt gleichzeitig auch als Wachstumsinhibitor vieler anderer Zel-
len, einschlielRlich Epithelzellen. Ferner induziert TGFB die Synthese von extrazelluldrer Matrix, es
moduliert die Expression von Matrixproteasen und Proteaseinhibitoren und erhdht die Integrinex-
pression wodurch die Zelladhdsion verstarkt wird. TGF@B hat EinfluR auf die mesenchymale Differen-
zierung und ist ein sehr potentes chemotaktisches Agens fiir viele Zellpopulationen, besonders
Monozyten und Fibroblasten (RoBerTs unp Sporn, 1990). Wahrend der Leberregeneration wirkt TGFR
als Effektor eines parakrinen inhibitorischen Mechanismus, indem es die Proliferation der Hepato-
zyten hemmt. In vitro inhibiert TGFB die Hepatozytenproliferation, indem es die EGF induzierte DNA-
Synthese inhibiert (Braun ET AL., 1988). TGFB inhibiert die EGF induzierte Expression des Transin-
Gens auf der Ebene der Transkription, wobei das TGFB inhibitorische Element und ein daran
bindender Proteinkomplex, der u. a. das FOS-Protein enthdlt, die Suppression vermittelt. Sowohl
die EGF induzierte Stimulation der Transin-Genexpression als auch die TGFB vermittelte Suppres-
sion der Transin-Genexpression korreliert mit einer Induktion des c-fos-Gens (KErrR ET AL.,1990;
MATRISIAN ET AL., 1992). Der mitogene Effekt von TGFP auf das Zellwachstum von Osteoblasten wird
ebenfalls durch Induktion des c-fos-Gens vermittelt (MACHWATE ET AL., 1995). Die TGFB-Stimulation
initiiert somit eine Kaskade von Vorgangen, die zu einem spezifischen Genexpressionsmuster fiihrt:
die direkte Stimulation von early-response Genen kann zu nachfolgender Induktion oder Repression
anderer Gene fiihren (MATRISIAN ET AL., 1992). Ubereinstimmend mit den beschriebenen Untersu-
chungen konnte die Beteiligung von FOS an der TGFR vermittelten transkriptionellen Suppression
des HGF-Gens gezeigt werden.

TGFB ist ein fibrogener Faktor bei chronischen Organschadigungen insbesondere der Leber, indem
er die Synthese der extrazelluldren Matrix stimuliert (WEINER ET AL., 1993). Als physiologischer Gegen-
spieler des TGFB fungiert vermutlich der Hepatocyte Growth Factor, der in der gesunden Leber von
den hepatischen Sternzellen gebildet wird und ein potentes Mitogen fiir Hepatozyten ist und hier-
durch die Leberregeneration stimuliert. Diese Sternzellen werden wéhrend eines fibrogenen Pro-
zesses der Leber aktiviert und zu myofibroblastartigen Zellen umgewandelt, die verstarkt Matrix-
proteine wie verschiedene Kollagene, Laminin, Fibronektin sowie Proteoglykane synthetisieren und
somit eine Schliisselposition bei der Entstehung einer Fibrose einnehmen (GRESSNER UND BACHEM,
1990; CASINI ET AL., 1993; MAHER ET AL., 1988; WEINER ET AL., 1990). Die Myofibroblasten der zirrhoti-
schen Leber sezernieren aulerdem durch autokrine Aktivierung erhéhte Mengen TGF (WEINER ET AL.,
1989). In vitro verhalten sich isolierte HSC dhnlich wie in der fibrotischen Leber. Sie wandeln sich
in myofibroblastartige Zellen um, die kein HGF mehr produzieren (SCHIRMACHER ET AL., 1992). Da HSC
in Kultur TGFB sezernieren und gleichzeitig auch durch TGFB fibro- und mitogen stimuliert werden,
liegt die Hypothese nahe, daR durch TGFB in den Zellen nicht nur ein positiv TGFB-regulatorischer
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autokriner Kreislauf induziert wird, sondern hierdurch auch eine autokrine Suppression der HGF-
Expression erfolgt.

Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgt vermutlich auch in den Myofibroblasten in vivo eine TGFB
vermittelte Suppression der HGF-Expression. Somit kann TGFB nicht nur direkt durch Prolifera-
tionshemmung der Hepatozyten sowie Stimulation der Matrixsynthese zur fibrogenetischen Reakti-
on beitragen, sondern auch indirekt {iber die Suppression der HGF-Produktion, das mitogen auf die
Hepatozyten wirkt. Die Myofibroblasten stellen auRerdem eine dauerhafte Quelle fiir die TGFB-Pro-
duktion sowie die Synthese von Matrixkomponenten dar (Abb. 20).

Matrixabbau \
Matrixsynthese - _ Proliferation
! B + TGER - o Hepatozyten
* A
Umwandlung HSC in
Myofibroblasten
+
+
+
TGFpB
Matrixsynthese HGE-Expression

Abb.20: Direkte und indirekte Wirkungen von TGFp als fibrogener Mediator

Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist involviert in die Vorgange der induzierten Suppression durch
TGFB bzw. Serum

Mobility Shift-Assays haben gezeigt, daR die Bindung von Proteinen aus Kernextrakten der NIH3T3
an eine AP-1 Konsensussequenz in Abhdngigkeit von der Kultivierungsdauer der Zellen in serum-
haltigem Medium erfolgt. So bewirkte die serumfreie Kultivierung eine Abnahme der Protein-
bindungen gegeniiber der langfristigen serumhaltigen Kultivierung sowie einem einstiindigen
Serumstimulus (Abb. 8). Diese Untersuchungen deuten darauf hin, das AP-1 sowohl an der Stimu-
lation als auch an der Suppression der HGF-Expression durch Serumfaktoren in den NIH3T3 Zellen
beteiligt ist. Die Inkubation der NIH3T3 mit TGF@ fiihrte zu einer verstarkten Proteinbindung an die
AP-1 Konsensussequenz (Abb. 8). Dieses Ergebnis zeigt wiederum, daR AP-1 bzw. c-fos auch an der
Suppression der HGF-Expression durch TGFR in diesen Zellen maRgeblich beteiligt sein kann.
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Im Gegensatz dazu fiihrte eine kurze Stimulation der FH109 Zellen mit Serum sowie mit TGFB zu einer
verstédrkten c-fos-Expression, die jedoch langfristig abnahm bzw. vollig verschwand (Abb. 12 und 14).

Diese Ergebnisse weisen auf einen Zusammenhang zwischen einer Suppression der HGF-Expression
und der andauernden Expression des AP-1 Proteins, daR aus FOS und JUN, oder auch als Homodimer
nur aus JUN-Proteinen besteht, hin. Die permanente Expression dieses Transkriptionsfaktors in
NIH3T3-Zellen erfolgt mdéglicherweise durch eine autokrine Stimulation in diesen Zellen. Der
TGFB1-Promotor enthalt zwei AP-1 Bindestellen, so daR eine Induktion des TGFB1-Promotors durch
AP-1 erfolgt (Kim ET AL., 1990). Die autoregulatorische TGFB-Stimulation wurde bereits beschrieben
(LAFYATIS ET AL., 1990). Der permanent hohe AP-1 Level in den NIH3T3 ist somit durch direkte
Stimulation durch TGFB sowie durch indirekte Stimulation durch Serumfaktoren, die iiber die AP-1-
Induktion eine Stimulation des TGFB-Promotors und damit die Expression von TGF@ bewirken, zu
erkldren. DervNck (1994) vertritt die Hypothese, dal} die Aktivierung von Wachstumsfaktoren wie
z.B. PDGF, fiir die wachstumsstimulierende Wirkung von TGF@ auf Fibroblasten und andere mesen-
chymale Zellen eine grofRere Bedeutung hat als die direkte TGFB-Rezeptor-Signaltransduktion. Die
Verkniipfung der Signaltransduktionswege von TGF@ und anderen Wachstumsfaktoren ist moglicher-
weise auch fiir die initialen Vorgange bei der Aktivierung der hepatischen Sternzellen in der
chronisch geschadigten Leber sowie in vitro durch Serumfaktoren verantwortlich.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen deutlich, dall das Ratten-HGF-Gen in signifikantem Ausmal}
negativ reguliert wird. Die zelltypspezifische konstitutive Suppression in epithelialen Zellen sowie
in einer Reihe von Fibroblasten Zellinien ist vermutlich durch eine oder mehrere Silencersequenzen
im 5' Bereich des HGF-Gens zu erkldren. Die induzierte Suppression durch TGFB wird {iber die cis-
agierenden Sequenzen TIE-1 und TIE-2 vermittelt (Abb. 21). Die Suppression durch Serumfaktoren
nach langerer Inkubation ist ein bisher unverstandener Vorgang, der jedoch bei weiterer Charakte-
risierung wertvolle Informationen {iber die in vivo Ablaufe der HGF-Suppression liefern kann.

-1116 bis -1107  -422 bis -413 -266 bis —229 -16 bis +11
B ] L+ +{amt®
|
weitere Silencer? TIE-2 TIE-1 USFI-BS Epith. Rep
C1Komp
(Maus)

Abb. 21: Negativ regulierte Sequenzen im HGF-Promotor/Enhancer
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6. ZUSAMMENFASSUNG

HGF ist ein multifunktionelles Zytokin, das in der normalen Leber ausschlielich von den hepa-
tischen Sternzellen gebildet wird. Seine biologische Funktion in der Leber umfal’t v.a. die
homdostatische Kontrolle der Leberzellproliferation. Die Umwandlung der Sternzellen in proliferie-
rende Myofibroblasten in der chronisch erkrankten Leber geht einher mit dem Verlust der HGF-
Expression, wodurch ein genaueres Verstandnis der HGF-Genregulation von grofRer Bedeutung ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde der HGF-Promotor der Ratte kloniert und nachfolgend charakte-
risiert. Zundchst wurden Transfektionsstudien durchgefiihrt und es erfolgten Stimulierungsversuche
an verschiedenen Zellinien bzw. Primarzellen, die nachfolgend auf ihre HGF- bzw. c-fos-Expression
untersucht wurden. Fiir die Charakterisierung und Identifizierung von Promotorsequenzen, die fiir
die Regulation der HGF-Transkription von Bedeutung sind, wurden schlieRlich Mobility Shift- sowie
Footprint-Analysen durchgefiihrt.

Die Transfektionsanalysen ermittelten eine 'basale' Promotoraktivitdt fiir die ersten 70 bp des HGF-
Promotors. Im weiteren 5' liegenden Bereich, -266 bis -229, konnte eine Sequenz mittels Foot-
print-Analyse identifiziert werden, an die vermutlich zelltypspezifische Repressorproteine binden.

Mobility Shift-Analysen ermittelten fiir die 'basale' Promotorsequenz DNA-Protein-Wechselwirkun-
gen, die auf bisher unbekannte Transkriptionsfaktoren hinweisen.

Die Mobility Shift-Analyse des TRE aus dem HGF-Promotor konnte keine bindenden Proteine an die
Sequenz nachweisen. AP-1 ist jedoch in die Suppression des HGF-Gens involviert.

Serumfaktoren induzierten eine kurzzeitige, vermutlich c-fos vermittelte verstarkte HGF-Expression
in FH109 Zellen.

Ferner bewirkten sie eine reversible Suppression des HGF-Gens in der Fibroblastenzellinie NIH3T3
durch langfristige Kultivierung der Zellen in serumhaltigem Kulturmedium. Ein kurzer Stimulus mit
Serumfaktoren bewirkte eine verstarkte Expression von HGF, die vermutlich ebenfalls mit einer
Induktion von c-fos einhergeht.

TGFB induzierte eine Suppression des HGF-Gens, die zum Teil c-fos vermittelt erfolgte. Fiir das
TIE-2 aus dem HGF-Promotor konnte eine Bindung von FOS nach TGFB-Stimulation nachgewiesen
werden. An das TIE-1 aus dem HGF-Promotor banden spezifische, noch nicht identifizierte Proteine,
die durch TGFB-Inkubation der Zellen verstarkt wurden.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dal’ die Transkription des HGF-Gens in grof3em
Umfang negativ requliert wird. Dabei erfolgt einerseits eine konstitutive Suppression durch zell-
typspezifische Repressorproteine, die an eine oder mehrere Silencerregionen im Promotor/Enhan-
cer des HGF-Gens binden. Andererseits kann eine Suppression der HGF-Expression durch TGFB
induziert werden, die lber die cis-agierenden Sequenzen TIE-1 und TIE-2 vermittelt wird. Ferner
konnen serogene Faktoren eine Suppression induzieren. Das Protein FOS bzw. der Transkriptions-
faktor AP-1 sind vermutlich in die Vorgdnge der induzierten Suppression involviert.
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