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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Was ist Stress?

In einer leistungsorientierten Gesellschaft mit einer stetig wachsenden Zahl an
stressbedingten Krankheitsbildern pragen inzwischen Schlagworte wie ,,Stressmanagement*
oder ,,Work-Life-Balance* unser allgemeines Vokabular. In Seminaren und Schulungen wird
erklart, wie man den taglichen Anforderungen von Beruf und Privatleben gerecht werden
kdnne, und welche Verhaltensstrategien sich fir die Stressbewéltigung bewahrt haben. Bis
heute jedoch ist der Begriff Stress nicht klar definiert. Hans Selye nannte es ¢in ,,Syndrom,
verursacht durch diverse schidliche Einfliisse* (Selye, 1936), auch bekannt als ,,allgemeines
Adaptionssyndrom®. Heute gibt es verschiedene Stresstheorien, die beschreiben, aus welchem
Grund bestimmte Stressoren bestimmte korperliche Reaktionen ausldsen. Gemeinhin kann
Stress als Stoérung der Organismus-eigenen Homoostase bezeichnet werden, die als Folge
veranderter Umweltbedingungen auftritt. Aus evolutiondrer Sicht ist Stress und die damit
verbundene Stressantwort eine wichtige Uberlebensstrategie. So reagieren die meisten Tiere,
nachdem eine Situation als gefdhrlich erkannt wurde, mit Flucht. Anfangs galten
hauptsachlich physische Stressoren als ausschlaggebend fir Stress, doch in der Zwischenzeit
weill man, dass vor allem psychologische Stressoren wesentlich wirksamer sein kénnen
(Heuser & Lammers, 2003). Durch Adaption auf zellularer Ebene und im Verhalten versucht
der Organismus sich an die verdnderte Situation anzupassen. Um dies zu gewahrleisten,
entwickelte sich in Saugetieren ein fein abgestimmtes, hormonell gesteuertes
Regulationssystem, das den Hypothalamus, die Hypophyse und die Nebennierenrinde
umfasst. Dieses endokrine System wird auch als hypothalamo-hypophysére-adrenocorticale
(hypothalamic-pituitary-adrenal = HPA) Achse bezeichnet (Abb. 1).

1.2 Die HPA-Achse

Die Reize verschiedener Stressoren gelangen Uber afferente Neuronen an das zentrale
Nervensystem (ZNS). Wird ein Signal als ,,Stress interpretiert, sekretieren Neuronen des
hypothalamischen Nucleus paraventricularis die Peptide Corticotropin Releasing Hormon
(CRH) und Arginin-Vasopressin (AVP). CRH stimuliert daraufhin die Synthese von
Proopiomelanocortin (POMC) in der Hypophyse. Durch enzymatische Spaltung von POMC
entsteht das adrenocorticotrope Hormon (ACTH), welches anschlieBend von der Hypophyse
in den peripheren Blutkreislauf ausgeschiittet wird. Nach Erreichen der Nebennierenrinde
fihrt ACTH zur Produktion und Sekretion von Glukokortikoiden, den Stresshormonen
Kortisol (Mensch) bzw. Kortikosteron (Ratte, Maus). Die Kortisol-Ausschiuttung induziert
unter anderem den Glykogenabbau und die Lipolyse, um die nétige Energie fur die
physiologische Adaption bereit zu stellen (Riad et al., 2002). Kontrolliert wird die Aktivitat
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der HPA-Achse durch einen negativen Rickkopplungsmechanismus (negative feedback loop)
an zwei Orten. Kortisol selbst inhibiert in der Hypophyse sowohl die Synthese von POMC als
auch die ACTH-Freisetzung. Aulerdem hemmt Kortisol die CRH-Synthese im
Hypothalamus.

Hypothalamus o .’ y

CRH, AVP

/

//'
/ POMC |

Hypophyse -

o 0
0.0
’0 "o

adrenaler Cortex

Glukokortikoide ———/

Abbildung 1. Schematische Darstellung der HPA-Achse. Die Schlisselregionen der Stress-
antwort sind der Hypothalamus, die Hypophyse und die Nebennierenrinde. Ausgehend von einem
Stresssignal werden CRH (Corticotropin Releasing Hormone) und AVP (Arginin-Vasopressin)
ausgeschittet. AnschlieBend stimuliert CRH in der Hypophyse die Synthese von POMC (Pro-
opiomelanocortin), welches zu ACTH (adrenocorticotropes Hormon) prozessiert und in den
Blutkreislauf sekretiert wird. In der Nebennierenrinde regt ACTH die Synthese und Freisetzung von
Glukokortikoiden an. Das Stresshormon Kortisol reguliert die HPA-Achse und somit seine eigene
Synthese und Ausschittung tber einen negativen Ruckkopplungsmechanismus, sowohl auf Ebene
der Hypophyse, als auch der des Hypothalamus (modifiziert, nach (Lupien et al., 2009). Die Wirkung
von Kortisol wird durch die beiden Steroidhormonrezeptoren GR und MR vermittelt.

Vermittelt werden die Signale von Kortisol durch den Glukokortikoid- und den
Mineralokortikoidrezeptor (GR und MR) (Abb. 1). Zur Aufrechterhaltung der Homdoostase
und zur Wiederherstellung des Gleichgewichts nach der Stressantwort durch adaptive
Prozesse unterliegt die HPA-Achse einer komplexen Regulation, die sich Uber verschiedene
Ebenen erstreckt (Levine, 2000). Eine Dysfunktion der HPA-Achse kann zu erhoéhten
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Kortisolspiegeln fuhren, einem als Hyperkortisolismus bezeichneten Phanomen, und ernste
psychopathologische Folgen haben. Eine mdgliche Konsequenz kann die Entwicklung einer
depressiven Stdrung sein.

1.3 Veranderungen der HPA-Achsen Aktivitat bei depressiver Stérung

Bereits in der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts wurde der in depressiven Patienten
beobachtete Hyperkortisolismus als Zeichen einer Hyperaktivitdt der HPA-Achse gewertet
(Board et al., 1957; GIBBONS & McHUGH, 1962). Wenige Jahre spater zeigte sich, dass
Patienten, die unter schweren Depressionen litten, resistent gegentiber einer Cortisol-
Suppression durch Dexamethason (Dex), einem synthetischen Glukokortikoid, waren (Carroll
et al., 1968). Einhergehend mit der Genesung, normalisierte sich jedoch die Responsivitat auf
Dexamethason wieder (Carroll et al., 1968). Im selben Jahr wurde beschrieben, dass eine
erfolgreiche Medikation zur Normalisierung der Kortisolspiegel in depressiven Patienten
flhrt (Butler & Besser, 1968).

Die unterschiedlichen HPA-Achsen-Parameter von Patienten und gesunden Kontroll-
Gruppen werden im Dexamethason-Suppressionstest offensichtlich (Abb. 2).

' 3 :l
|:I—: Patienten .g
Q Kontrollen =
< o)
(@]
i x O ¥
-] -]
< <
075 1,50 3,00 075 1,50 3,00
Dexamethason (mg) Dexamethason (mg)

Abbildung 2: Dex-Suppressionstest (DST) in depressiven Patienten und gesunden Probanden.
Beide Gruppen reagieren mit reduzierter Ausschittung von ACTH und Kortisol in Abhangigkeit der
Dexamethason-Dosis. Allerdings weisen Patienten, die an einer depressiven Stdrung leiden, bereits
erhohte Initialwerte auf, die auch nach Dex-Gabe deutlich Uber den der Kontrollen liegen (modifiziert,
nach Modell et al., 1997). AUC: Flache unter der Kurve der Zeitreihe (area under the curve)

Auf die Applikation steigender Mengen Dexamethason (Dex) reagieren beide
Gruppen mit einer Reduktion der ACTH- und Kortisol-Ausschuttung. Im Gegensatz zu
gesunden Probanden zeigen depressive Patienten anfangs und auch am Ende hohere
Serumspiegel fir ACTH und Kortisol (Modell et al., 1997). Um die Veranderungen der HPA-
Achsen-Aktivitdt bei depressiven Erkrankungen detaillierter zu erforschen, wurde ein
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kombinierter Dex-CRH-Test eingefuihrt (Holsboer et al., 1987; Bardeleben & Holsboer, 1989)
und als Labortest fir psychiatrische Erkrankungen eingesetzt (Heuser et al., 1994).

Die nachfolgende Verabreichung von CRH gibt Aufschluss Uber eine mdgliche
zentrale Stérung der HPA-Achsen-Regulation. Mit diesem kombinierten Test kdnnen HPA-
Achsen-Dysregulationen mit einer Rate von 100% (bei unter 35-jahrigen) und 84% (bei Uber
70-jahrigen) festgestellt werden (Heuser et al., 1994). Patienten, die nach der Behandlung ein
Abklingen oder eine Verbesserung der psychopathologischen Symptome, aber keine
verbesserte HPA-Achsen-Aktivitadt im Dex-CRH-Test zeigen, haben ein statistisch erhohtes
Risiko, einen Ruckfall zu erleiden (Zobel et al., 1999).

Diese Beobachtungen fiihrten zu der Annahme, dass die Verschlechterung der
negativen Ruckkopplung der HPA-Achse auf einer verminderten Funktion der
Kortikosteroidrezeptoren beruht (Modell et al., 1997), und schlieRlich weiter zur
,,Kortikosteroidrezeptor-Hypothese der Depression* (Holsboer, 2000).

1.4 Die Hypothese des MR/GR-Gleichgewichts

Die Wirkung von Kortisol wird von zwei homologen Steroidhormonrezeptoren (SR)
vermittelt, dem Glukokortikoid- und dem Mineralokortikoidrezeptor (GR und MR) (siehe
Abb. 1) (de Kloet et al., 1986). Beide Rezeptoren gehéren zur Familie der nukledren
Rezeptoren und sind ligandenabhédngige Transkriptionsfaktoren (Mangelsdorf et al., 1995).

Aulierhalb des Gehirns spielt der GR auch in der Lunge, der Leber, dem Knochenmark
und im Immunsystem eine wichtige Rolle (Evans-Storms & Cidlowski, 1995; Schmid et al.,
1995). Im Gehirn wird er nahezu ubiquitér exprimiert, wéhrend sich der MR auf bestimmte
Regionen beschrankt (De Nicola et al., 1998). Der GR ist in hoher Dichte im zerebralen
Cortex, dem Riechkolben, im Hippocampus (CA1-, CA2-Region, Gyrus dentatus) und in den
Purkinje und granularen Zellen des Zerebellums lokalisiert. Der MR wird im Gegensatz zum
GR, im limbischen System und Hypothalamus exprimiert. In pyramidalen Zellen der CA1-
und CA2-Regionen colokalisieren beide Rezeptoren (Ahima et al., 1991). In Niere und
Dickdarm bindet der MR bevorzugt Aldosteron, ein Mineralokortikoid, das fir die Regulation
des Salz- und Wasser-Haushalts sowie des Séure-Base Gleichgewichts zustandig ist
(Stephenson et al., 1984). Die Bedeutung des MR-Aldosteron-Systems fiir verschiedene
humane Pathologien, wie z.B. der Aldosteron-Resistenz (Zennaro & Lombes, 2004),
Bluthochdruck (Lifton et al., 2001) oder Herzinsuffizienz, die mittels Anti-
Mineralokortikoiden behoben werden (Pitt, 2004) ist gut belegt. Die Untersuchung von
Méusen, in denen der MR inaktiviert (Berger et al., 1998; Beggah et al., 2002) oder
uberexprimiert wird (Le Menuet et al., 2001), unterstiitzt die wichtige Rolle des MR fur die
Nieren- und Herzfunktion.

Im Gehirn wird der MR primar durch das Stresshormon Kortisol aktiviert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktion von GR und MR. (A) Fir die Bearbeitung
von Stressfaktoren werden Prozesse im limbischen System (Hippocampus, préfrontaler Cortex,
Amygdala) bendétigt, die transsynaptisch mit dem PVN kommunizieren. Die neuroendokrine
Stressantwort fuhrt zu verstarkter Kortisol- bzw. Kortikosteron- (Ratte, Maus) Ausschuttung aus der
Nebennierenrinde. Durch einen negativen Rickkopplungsmechanismus wird die Stressantwort MR-
und GR- vermittelt reguliert und kontrolliert. (B) Bei akutem Stress erfolgt zunachst eine schnelle
sympathisch vermittelte Stressantwort. Da zu diesem Zeitpunkt noch basale Kortikosteroid-
Konzentrationen herrschen, ist der MR aktiv. (C) Mit steigenden Kortikosteroid-Konzentrationen wird
stufenweise der GR aktiviert. In dieser Phase findet die langsame Stressantwort statt. Der
Organismus wird durch adaptive Prozesse und die Speicherung von Erinnerungen auf zukinftige
Stress-Situationen vorbereitet. Es wird angenommen, dass CRH-R2-vermittelte Effekte und das
parasympathische Nervensystem zusammen mit dem GR die Wiederherstellung der Homdostase
fordern. Ein Ungleichgewicht in der GR- und MR-Funktion gilt als Ursache einer erhdhten Anfalligkeit
fur Stress-bedingte psychiatrische Erkrankungen (modifiziert, nach de Kloet et al.,, 2007). CRH-R1,
CRH-R2: CRH-Rezeptoren Typ 1 und Typ2.

Reguliert werden die Funktionen des GR und MR im Gehirn hauptsachlich durch eine
unterschiedliche Bindungsaffinitat fir Kortisol bzw. Kortikosteron (Maus, Ratte) (Rupprecht
et al., 1993). Diese hat zur Folge, dass unter basalen Bedingungen der MR aktiv ist und erst
mit steigenden Kortisolkonzentrationen, wie sie unter Stress erreicht werden, der GR aktiviert
wird (de Kloet et al., 1993). Beide Rezeptoren induzieren als Homodimer die Transkription
teilweise Uberlappender, aber auch unterschiedlicher Gene (Datson et al., 2001). Eine weitere
Maoglichkeit die Kortisol-Antwort zu modulieren, besteht in der Eigenschaft des GR und MR
zur Heterodimer-Bildung (Trapp et al., 1994; Trapp & Holsboer, 1996).

Walter Cannon (1871-1945) prigte den Begriff ,,Fight or Flight. Er bezeichnete
damit die schnelle Stressantwort, die Uber das sympathische Nervensystem vermittelt wird.
Bei akutem Stress erfolgt zunéchst eine schnelle Reaktion, in der durch CRH die
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Ausschittung von Adrenalin  und Noradrenalin veranlasst wird. Dies fihrt zur
Energiebereitstellung, die flr das Flucht- oder Kampfverhalten bendétigt wird (fight or flight).
Zu diesem Zeitpunkt befindet sich die Kortikoid-Konzentration noch auf basalem Niveau und
nur der MR ist aktiv (Abb. 3, links). Nach einigen Sekunden bis Minuten erfolgt der zweite,
langsame Teil der Stressantwort. Die Kortikoid-Spiegel steigen und der GR wird stufenweise
aktiviert. Jetzt werden adaptive Prozesse und die Speicherung im Geddchtnis aktiviert. Es
wird angenommen, dass die Aktivierung von Typ2 CRH-Rezeptoren (CRH-R2) und das
parasympathische Nervensystem synergistisch mit dem GR die Erholung bzw. die
Wiederherstellung des Gleichgewichts fordern. In dieser Phase wird der Organismus wieder
auf klinftige Stress-Situationen vorbereitet (Abb. 3, rechts).

Daher besitzt Kortisol generell protektive Eigenschaften, indem es die basale Aktivitét
der HPA-Achse reguliert und nach akutem Stress zur Wiederherstellung des Gleichgewichts
fihrt. Eine kurzzeitige, kontrollierte Erhohung der Kortisolspiegel durch Stress kann
uberlebenswichtig sein, und dient der psychischen und physischen Gesundheit. In dauerhaft
uberhohten oder unzureichenden Konzentrationen jedoch wirkt Kortisol gesundheitsschadlich
fir den Organismus. Nach chronischem Stress, nach einer Behandlung mit Glukokortikoiden
oder auch bei einer hyperaktiven HPA-Achse wie in manchen depressiven Erkrankungen wurden
neurologische Verdnderungen beobachtet (Woolley et al., 1990; Bowley et al., 2002). Durch
eine Behandlung mit Antidepressiva oder Glukokortikoid-Antagonisten konnte dies teilweise
korrigiert werden (Malberg & Schechter, 2005; Oomen et al., 2007).

Aus diesem Grund gilt die Balance zwischen der Funktion des GR und MR als
essentiell fur einen gesunden Organismus (de Kloet et al., 1998; de Kloet et al., 2007; de
Kloet & DeRijk, 2004).

1.5 Aufbau und strukturelle Doméanen von Steroidhormonrezeptoren der
Klasse |

Die Familie der nukledren Rezeptoren umfasst eine Vielfalt ligandenabhangiger
Transkriptionsfaktoren. SR wie der GR und MR, aber auch der Androgenrezeptor (AR), die
beiden Ostrogenrezeptoren (ERo und ERB) und der Progesteronrezeptor (PR), gehdren zur
Subfamilie 3 der nukledren Rezeptoren (Nuclear Receptors Nomenclature Committee, 1999)
und innerhalb der Streoidrezeptoren zur Klasse I. Somit ist die fachliche Bezeichnung z.B. fiir
den GR NR3C1 (Germain et al., 2006).

SR bestehen hauptséchlich aus drei funktionellen Doménen. Im N-Terminus, dem
variabelsten Bereich zwischen den Rezeptorspezies, befindet sich die Aktivierungsdoméne 1
(AF-1 oder t1). Das Zentrum bildet die Zink-Finger-DNA-Bindungsdoméne und C-terminal
befinden sich Ligandenbindungsdomane (LBD) und eine zweite Aktivierungsdoméne (AF-2).
Die DBD und LBD sind durch die sogenannte Hinge-Region miteinander verbunden (Abb. 4).
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Die N-terminale AF1/ t1-Doméne des GR ist flr die Transaktivierung und die
Interaktionen mit bestimmten transkriptionellen Komponenten von Bedeutung (Almlof et al.,
1998; Giguere et al., 1986; Hollenberg et al., 1987; Hittelman et al., 1999; Wallberg et al.,
2000; Hsiao et al., 2003). AF-1 moduliert die Transkription hormonunabhéngig, anders als
die C-terminale AF-2, die in ihrer Funktion ligandenabhangig ist (Hollenberg & Evans,
1988). AF-2 vermittelt die Bindung nukledrer Coaktivatoren (Ma et al., 1999; Kucera et al.,
2002). Uber ein Zink-Finger-Motiv der zentralen DNA-Bindungsdoméane (DBD) bindet der
Rezeptor an Hormon-responsive-Elemente (HRE) und induziert die Transkription seiner
Zielgene. Im Falle von GR und MR werden diese DNA-Sequenzen GRE (Glukokortikoid-
responsive-Elemente) genannt. Die DBD vermittelt zudem die Dimerisierung des Rezeptors
an der DNA (Luisi et al., 1991; Reichardt et al., 1998). Uber GRE kann die Tanskription
durch den GR nicht nur aktiviert, sondern auch reprimiert werden.

GR DBD LBD
N1 - 795 |-C
A/B 'c I'pl E |F
Sequenz-
homologie ~ ~ ~ <0% 94% ¢ 60%
MR
N1 - 984 |-C
A/B | c Dbl E |F

Abbildung 4: Domé&nenstruktur von Steroidhormonrezeptoren am Beispiel von GR und MR. Die
N-terminale Domane beider Rezeptoren enthélt die Aktivierungsdoméane 1 (AF-1) (A/B). Dieser
Bereich besitzt die groRte Variabilitdit zwischen GR und MR. Die groRte Sequenzhomologie auf
Proteinebene zwischen beiden Rezeptoren besteht in der DNA-Bindungsdoméne (DBD) (C). Die
Hinge-Region (D) und die Ligandenbindungsdomaéne (LBD) (E/F), die eine zweite Aktivierungsfunktion
(AF-2) enthélt, befinden sich am C-Terminus beider Rezeptoren. Die Sequenzhomologie zwischen
diesen Doménen liegt bei 60% (modifiziert, nach van der & Meijer, 2008).

Bisher sind drei verschiedene Mechanismen der GR-abhangigen Transrepression
bekannt: 1) die Bindung an negative GRE (nGRE) (Sakai et al., 1988; Cairns et al., 1993;
Morrison & Eisman, 1993), 2) die Bindung an zusammengesetzte GRE, hier kann der GR
sowohl aktivierend als auch reprimierend wirken (Diamond et al.,, 1990; Pearce &
Yamamoto, 1993; Harrison et al., 1995) und 3) die Transrepression ohne Bindung an die
DNA durch Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1 oder NF-xB (Yang-Yen
et al., 1990; Ray & Prefontaine, 1994; Scheinman et al., 1995; McKay & Cidlowski, 1998).
Im zuletzt genannten Fall erwies sich allerdings die DBD notwendig fur die transrepressive
Funktion (Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990; Schule et al., 1990; Caldenhoven et al.,
1995;Scheinman et al., 1995; McKay & Cidlowski, 1998;Tao et al., 2001).
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Um ihre Funktion als Transkriptionsfaktoren ausiiben zu kénnen, missen die SR in
den Zellkern gelangen. Die nukledre Lokalisation des GR wird durch zwei nukledre
Lokalisationssequenzen (NLS) vermittelt. NLS1 schliet an die DBD an. Dies spiegelt
vermutlich einen coevolutiondren Selektionsdruck wieder, um dafiir zu sorgen, dass DNA-
bindende Proteine auch in den Nukleus gelangen (LaCasse & Lefebvre, 1995). NLS2
uberlappt mit der LBD-Sequenz. NLS1 ist fur den schnellen Transport von Agonist- und
Antagonist-gebundenem GR sowie die Lokalisation des ligandenfreien, Hsp-assoziierten GR
im Nukleus in Go verantwortlich (Savory et al., 1999). NLS2 ist Agonist-spezifisch und
vermittelt den nukleédren Import des GR auf einem alternativen Weg (Savory et al., 1999). In
Abwesenheit des Liganden maskiert die NLS2 die NLS1. Durch eine ligandeninduzierte
Konformationsédnderung wird NLS1 zuganglich, und der Kernimport kann erfolgen
(Cadepond et al., 1992). Anders als beim GR wird der Kerntransport des MR zusatzlich Gber
eine dritte NLS im N-Terminus vermittelt (Walther et al., 2005).

Die C-terminale Ligandenbindungsdoméane (LBD) bestimmt das Ligandenspektrum
der SR. Unterschiede in der LBD sind hauptséchlich fur die Bidungsaffinitat fir verschiedene
Liganden verantwortlich. So weist der MR eine 10-fach héhere Affinitat fir Kortisol auf als
der GR (Rupprecht et al., 1993). Die LBD besteht aus 12 a-Helices, die einen zentralen
hydrophoben Kern umgeben. Durch eine ligandenabhédngige Strukturdnderung wird Helix 12
(H12) repositioniert und bildet mit Helix 3 (H3) und Helix 5 (H5) eine Bindungstasche fir
transkriptionelle Coaktivatoren (Moras & Gronemeyer, 1998). Durch Veranderungen der
Reste, die an einer H3-H5-Interaktion beteiligt sind, konnen Steroid-rezeptoren zusatzliche
Funktionen erhalten (Zhang et al., 2005). So flhrt eine naturlich vorkommende Mutation in
der H5 des MR (S810L) (entspricht H3 im GR, siehe Anhang) zur konstitutiven Aktivitat und
veranderten Rezeptorspezifitat, so dass Antagonisten zu potenten Agonisten werden (Geller et
al., 2000). Da diese H3-H5-Interaktion zwischen verschiedenen nukleédren Hormonrezeptoren
stark konserviert ist, ist sie vermutlich generell fur die Rezeptor-Aktivierung von Bedeutung
(Geller et al., 2000). Aus diesem Grund ist die LBD verschiedener SR auch Forschungsobjekt
der pharmazeutischen Industrie. Basierend auf der dreidimensionalen Struktur der LBDs
werden neue synthetische Liganden entwickelt, die als Agonisten oder Antagonisten die
Signaltransduktion verdndern konnen. Als Grundlage dienen bereits existierende Mutationen,
die die Rezeptorspezifitat verandern.

Neben der Ligandenbindung befindet sich in der LBD eine dritte Aktivierungsdoméne
(t2) (Milhon et al., 1997) und die Bindungsstelle fur Hsp90 (heat shock 90 kDa protein) (Xu
et al., 1998; Carsonjurica et al., 1989; Schowalter et al., 1991; Chambraud et al., 1990).

Neben der DBD wird auch der Hinge-Region eine Rolle bei der Rezeptor-
Dimerisierung zugeschrieben (Savory et al., 2001; Bledsoe et al., 2002).

Durch ihre evolutiondre Entwicklung aus einem gemeinsamen Vorlaufer (Thornton,
2001) sind die DBD und die LBD die am hdchsten konservierten Bereiche der nukledren
Rezeptoren aus der Subfamilie 3 (Abb. 4).
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1.6 Signaltransduktion durch Steroidhormonrezeptoren

SR sind hormonabhéngige Transkriptionsfaktoren, die ligandeninduziert in den
Zellkern wandern und die Transkription bestimmter Zielgene aktivieren (Abb. 5).
Abwesenheit des Liganden werden die Rezeptoren durch Chaperone, priméar Hsp90, im
Zytosol zurlickgehalten. Im Hsp90-Rezeptor-Heterokomplex liegt der Rezeptor in seiner
nativen und hormonbindungsfahigen Konformation vor. Nach der klassischen Lehrmeinung
diffundieren lipophile Steroidhormone nach ihrer Sekretion in den Blutkreislauf passiv durch
die Zellmembran und binden anschlielend an die entsprechenden Rezeptoren. Mittlerweile
gewinnen Transportproteine, wie z.B. das Kortikosteroid-bindende Globulin (corticosteroid-
binding globulin, CBG), die durch Bindung der zirkulierenden Steroidhormone deren
Verfligbarkeit regulieren, in der Literatur zunehmend an Bedeutung, fir die
steroidhormonabhéngige Signaltransduktion (Petersen et al., 2006).

Hormon a
e 0 extrazellular

Zytosol '
Chaperone

Abbildung 5: Modell fir die hormonabhéngige Genaktivierung durch einen nukledren Rezeptor
am Beispiel des GR. Nach der Bindung des Liganden (Kortisol) dissoziiert der GR teilweise vom
Chaperon-Komplex ab und wird in den Zellkern transportiert. Dort angekommen dimerisiert er an
spezifische Glukokortikoid-responsive-Elemente (GRE) auf der DNA und aktiviert die Transkription
seiner Zielgene (modifiziert, nach Lodish et al. 2004).

Durch die Ligandenbindung wird eine Konformationsanderung des Rezeptors
verursacht, und gleichzeitig dissoziiert der Rezeptor-Hormonkomplex teilweise vom
Chaperonkomplex ab. Bisher ist nicht bekannt, welche Chaperone genau den Rezeptor-
Komplex verlassen.

Der GR wird in Abhéngigkeit von Hsp90 und einer FKBP-vermittelten Assoziation
mit dem Mikrotubuli-Motorprotein Dynein in den Zellkern transportiert (Galigniana et al.,
1998; Galigniana et al., 2001; Harrell et al., 2004). FKBPs und andere Hsp90-Cofaktoren
enthalten eine sogenannte TPR-Domane (Tetratricopeptide Repeats), die fir die Interaktion
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mit dem C-Terminus von Hsp90 und teilweise auch mit Hsc70/Hsp70 (heat shock cognate 70
kDa protein/heat shock 70 kDa protein) notwendig ist.

Nach dem nuklearen Import dimerisiert der Rezeptor an positiven HRE auf der DNA
und aktiviert die Transkription spezifischer Zielgene. Handelt es sich um negative HRE, wirkt
er als Transrepressor. Im Falle des GR wurde mit der Repression der POMC-Transkription
ein Sonderfall beschrieben. Anstelle des GR-Dimers bindet ein GR-Trimer an das nGRE im
POMC-Promotor (Drouin et al., 1993).

Auf ihrem Weg vom Zytosol bis hin zur Aktivierung der Transkription kann die
Signaltransduktion von SR auf verschiedenen Ebenen reguliert werden. Durch eine
Verénderung ihres Expressionsniveaus, durch Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung und
durch andere transkriptionelle oder nukledare Komponenten kann die Signaltransduktion
moduliert werden. Eine essentielle VVoraussetzung jedoch fur die meisten dieser potentiellen
Einflussfaktoren ist die addquate Faltung der SR. Damit SR die korrekte dreidimensionale
Struktur erhalten und ihre Fahigkeit zur Ligandenbindung, sind sie auf die Faltungshilfe von
Chaperonen angewiesen.

1.7 Faltungszyklus der Steroidhormonrezeptoren

Neben den Hauptakteuren Hsc70/Hsp70 und Hsp90 spielen noch eine Reihe anderer
Proteine wie Hsp40, das Adapterprotein Hop, Hip und p23 fiir die Faltung von Steroid-
rezeptoren eine wichtige Rolle (Abb. 6).

Bereits wahrend der Translation werden die naszierenden Polypetidketten von Hsp40
(heat shock 40 kDa protein) tbernommen und somit dem Faltungszyklus zugefihrt (Abb. 6a)
(Laufen et al., 1999; Hernandez et al., 2002). Wihrend der Ubergabe an Hsc70/Hsp70
bewirkt die Hsp40-abhé&ngige Hydrolyse von ATP eine starke Bindung von Hsc70/Hsp70 an
den Rezeptor (Russell et al, 1999), da ADP-gebundenes Hsc70/Hsp70 eine hdohere
Substrataffinitat besitzt. Das Hsp70-interagierende Protein Hip (hsp70-interacting protein)
verhindert die Dissoziation von ADP und stabilisiert dadurch den Hsc70/Hsp70-Rezeptor-
Komplex (Abb. 6b) (Hohfeld et al., 1995). Hop (hsp-organizing protein) besitzt drei TPR-
Doménen und ist daher in der Lage, gleichzeitig mit Hsc70/Hsp70 und Hsp90 zu interagieren.
Hop bindet bevorzugt an ADP-gebundenes Hsp90 (Johnson et al., 1998). Da Hsp90-ADP
eine hohere Affinitat fiir Substratpeptide besitzt, wird vermutet, dass Hsp90 durch Hop in den
Faltungszyklus eintritt (Abb. 6¢). Durch die duale Interaktion von Hop mit Hsc70 und Hsp90
kann der Rezeptor auf Hsp90 transferiert werden (Chen & Smith, 1998).

10
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Abbildung 6: Faltungszyklus von Steroidhormonrezeptoren am Beispiel des GR. Durch einen
Hsc70-Hsp90-abhéngigen Faltungszyklus erhalt die LBD der SR ihre Bindungskompetenz fiir die
Liganden. Die Bindung und Freisetzung der Substratpeptide wird durch ATP angetrieben. Die
Hormonbindungsaffinitat kann durch verschiedene ,Target-Modulatoren® (TM) beeinflusst werden.
Bisher ist nicht bekannt, ob Hsc70 mit Hop den Zyklus verlasst und zu welchem Zeitpunkt Hip austritt.
Hsc70 reprasentiert hier Hsc70 und Hsp70. Beispiele fur TM: FKBP51/FKBP52 (FK506 binding
protein 51/52), Cyp40 (Cyclophillin 40), XAP2 (Hepatitis virus B X-associated protein 2), TPR2 (J-
domain containing cochaperone), CHIP (C-terminus of Hsc70 interactin protein), PP5 (protein
phosphatase 5) (adaptiert, nach Prescott & Coetzee, 2006).

Das 23 kDa kleine Protein p23 erwies sich, in vitro, als Stabilisator fir den Hsp90-
Hop-Hsc70/Hsp70-Heterokomplex (Dittmar et al., 1997). Es stabilisiert ATP-gebundenes
Hsp90 und ist wahrscheinlich fiir die Substrat-Freisetzung von Hsp90 notwendig (Abb. 6d)
(Young & Hartl, 2000). Im néchsten Schritt kann Hop vermutlich durch sogenannte ,, Target-
Modulatoren® ersetzt werden (Abb. 6e). Hierbei handelt es sich um Proteine, die mindestens
eine TPR-Domaéne besitzen, das Interaktionsmotiv fir die EEVD-Sequenz am C-Terminus

11
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von Hsp90 und Hsc70/Hsp70 (Scheufler et al., 2000). Aufgrund dieser Interaktionsdoméne
kdnnen verschiedene TPR-Proteine mit Hop um die Bindung an Hsc70/Hsp70 und Hsp90
konkurrieren. Abhé&ngig von der endogenen Menge und der zelltypabh&ngigen Komposition
der verschiedenen ,,Target-Modulatoren”, kann die Signaltransduktion von SR moduliert
werden. Zu welchem Zeitpunkt Hip genau den Komplex verlésst, ist nicht bekannt, ebenso
wenig, ob Hsc70/Hsp70 zusammen mit Hop aus dem Komplex austritt (Abb. 6e). Da die
Proteinfaltung ein energieabhéngiger Prozess ist, sind Nukleotid-Austauschfaktoren
(nucleotid exchange factor, NEF) nétig, um das hydrolysierte ADP wieder gegen ATP
auszutauschen. Fur Hsp90 wurden bisher keine NEF entdeckt. Mit BAG-1 und HspBP1 sind
bereits seit langerer Zeit zwei NEF fir zytosolisches Hsc70/Hsp70 bekannt (Hohfeld &
Jentsch, 1997; Kabani et al., 2002). Erst kirzlich wurde Hsp110 (heat shock 105kDa/110 kDa
protein 1) als dritter Nukleotid-Austauschfaktor fir Hsc70/Hsp70 identifiziert (Dragovic et
al., 2006a). Anders als Gber BAG-1 existiert bisher wenig Literatur tber HspBP1 und noch
weniger Uber Hsp110 und deren Beteiligung an physiologischen Prozessen

1.8 BAG-1M und HspBP1: alternative Hsc70/Hsp70-NEF
1.8.1 Bcl2-assoziiertes Athanogen 1: BAG-1

BAG-1 wurde urspriinglich als Bcl2 assoziiertes Athanogen, ein antiapoptotisches
Protein, identifiziert (Takayama et al., 1995). Im murinen System werden zwei (Packham et
al., 1997), im humanen System vier verschiedene Isoformen (Yang et al., 1998) exprimiert.
Das humane BAG-1 Gen liegt auf Chromosom 9.12 und besteht aus sechs Introns und sieben
Exons (Abb. 7A). Bei den verschiedenen BAG-1-lsoformen handelt es sich nicht um
Spleifvarianten, sondern um die Produkte alternativer Translation (Packham et al., 1997;
Yang et al., 1998) (Abb. 7B). Sie werden durch interne ribosomale Bindungsstellen der BAG-
1 mRNA erzeugt und auf diese Weise auch reguliert (Coldwell et al., 2001; Pickering et al.,
2003; Pickering et al., 2004, Dobbyn et al., 2008). In der humanen Spezies finden sich BAG-
1L (ca. 50kDa), BAG-1M (ca. 46kDa), BAG-1S (ca. 36kDa) (Abb. 7C) und eine kleine, p29
(29kDa) genannte Isoform. Alle BAG-1 Varianten verfuigen tber dieselbe C-terminale BAG-
Doméne, die fiur die Interaktion mit Hsc70 verantwortlich ist, und unterscheiden sich in der
Lange ihres N-Terminus. Interessanterweise startet die Translation von BAG-1L von dem
alternativen CTG-Codon. Alle vier Isoformen besitzen eine zentrale Ubiquitin-dhnliche
Domane (ubigitin-like domain, ULD) und sind daher in der Lage, mit dem 26S-Proteasom zu
interagieren (Lders et al., 2000a; Alberti et al., 2003a).
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A: BAG-1 Gen, Chromosom 9.12, ~10kb

1kb, g

Exons; 1 ﬁ ﬁ ﬁ g 6 7
I | l —
1-512 1904-2032  3565-3647 5702-5816 7822- 8804- 9423-
\\ \\ \ \ 7929 8866 9704
BAG-1 mRNA Spleifistelle
Inrton 1 (513-1903) CACCACAgtgagtgt...tccccagGCAATGA
Intron 2 (2033-3564) TTAAAGGgtaagcat...tttttagGRARATC
Intron 3 (3648-5701) GRARAAGgtaaattg...attttagAACAGTC
Intron 4 (5817-7821) CCAGCAGgtaactct...cccgcagGGTTTTC
Intron 5 (7930-8803) CACACTGgtaagtaa...tccatagATCCTGC
Infron 6 (8867-0422) GGTTCAGgtgagttyg. ..tttctagGCATTCC
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des BAG-1 Gens und der alternativ translatierten
Genprodukte. (A) Das BAG-1 Gen ist auf Chromosom 9.12 lokalisiert und setzt sich aus sechs
Introns und sieben Exons zusammen. (B) Die Translation (TL) der BAG-1-Varianten wird durch
alternative ribosomale Erkennungssequenzen (IRES, Internal ribosomal entry site) gesteuert. Der
Translationsstart von BAG-1L ist mit dem alternativen Start-Codon CTG vorgegeben. (C) Im humanen
System werden vier verschiedene BAG-1-Isoformen exprimiert, BAG-1L, BAG-1M und BAG-1S, die
kurzeste Isoform, p29, ist hier nicht dargestellt. Einzig BAG-1L enthalt ein nukleéres
Lokalisationssignal (NLS) und wurde fast ausschliel3lich im Zellkern lokalisiert gefunden. Alle vier
Isoformen besitzen eine ULD (ubiquitin-like domain) und eine unterschiedliche Anzahl des E2X4-
Motivs. Alternativ sind BAG-1L und BAG-1M auch unter den Namen Hap50 (Hsc70/Hsp70-associating
protein) und Hap46/RAP46 (receptor-associating protein of 46-kDa) in der Literatur zu finden. BAG-1S
wird haufig nur als BAG-1 bezeichnet (modifiziert, nach Townsend et al., 2005).

AuBerdem besitzt BAG-1 die Eigenschaft, an DNA zu binden und transkriptionelle
Prozesse zu modulieren (Tab. 1). Im N-terminalen Bereich befindet sich eine E;Xs-Doméne,
die abhé&ngig von der entsprechenden Isoform aus unterschiedlichen Wiederholungen von
zwei Glutamat- und vier variablen Serin- und Threonin-reichen Aminoséure-Resten besteht
(Abb. 7C). Die DNA-Bindung von BAG-1M erfordert drei N-terminale Lysin-Reste (siehe
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Tab. 1, (Schmidt et al., 2003). BAG-1L besitzt am N-Terminus eine nukleére
Lokalisationssequenz (NLS) und ist als einzige BAG-1-lIsoform fast ausschlie3lich im
Zellkern zu finden (Packham et al., 1997; Takayama et al., 1998; Knee et al., 2001;Lee et al.,
2007; Schmidt et al., in Vorbereitung).

BAG-1M wird laut Literatur mit dem GR in den Zellkern transportiert (Schneikert et
al., 1999). Hauptséchlich befindet sich BAG-1M in unterschiedlichen Mengen sowohl im
Zytosol als auch im Zellkern (Takayama et al., 1998; Knee et al., 2001;Lee et al., 2007,
Schmidt et al., in Vorbereitung). BAG-1S wurde zytosolisch und auch nukleér detektiert
(Takayama et al., 1998; Knee et al., 2001; Lee et al., 2007; Schmidt et al., in VVorbereitung).
Diese Studien lassen vermuten, dass die intrazellulare Verteilung der BAG-1-lsoformen
zelltypabhéngig ist.

Kurz nach seiner Entdeckung wurde die Eigenschaft eines Modulators der
Hsc70/Hsp70-Chaperon-Aktivitdt an BAG-1 entdeckt (Takayama et al., 1997; Zeiner et al.,
1997). Mit der Identifikation als Hsc70/Hsp70-NEF (Hohfeld & Jentsch, 1997) gelang es, die
Funktion von BAG-1 detaillierter zu analysieren. Ungefédhr im selben Zeitraum fand man
heraus, dass BAG-1 die Chaperon-Aktivitat von Hsc70/Hsp70 auch negativ regulieren kann
(Bimston et al., 1998; Nollen et al., 2001). Im Zusammenhang mit faltungsrelevanten
Cofaktoren verhindert BAG-1M die Bindung von Hop an Hsc70/Hsp70 (Gebauer et al., 1998)
und ist ein dominanter Gegenspieler zu Hip (Kanelakis et al., 2000; Nollen et al., 2001).
BAG-1 und Hip konkurrieren um die Bindung an die ATPase-Doméne von Hsc70/Hsp70
(Gebauer et al., 1997). Darlber hinaus ist BAG-1 in der Lage, konzentrationsabhéngig die
Faltung des GR auf unterschiedliche Weise zu beeinflussen (Kanelakis et al., 1999).

Im Laufe der Zeit wurden viele zelluldre Funktionen fiir BAG-1 aufgeklart, manche
davon Isoformen-spezifisch (Tab. 1). So wurde z.B. die Wirkung von BAG-1 auf
verschiedene SR haufig untersucht (Froesch et al., 1998;Shatkina et al., 2003; Cutress et al.,
2003; Guzey et al., 2000; Kullmann et al., 1998; Schneikert et al., 1999; Schmidt et al.,
2003). Uberraschenderweise konnte weder fir BAG-1L noch BAG-1M, die beide die
transkriptionelle  Aktivitit des GR inhibieren (Tab. 1), ein Einfluss auf die
Transaktivierungsfunktion des Mineralokortikoidrezeptors (MR) beobachtet werden
(Schneikert et al., 1999). BAG-1M gilt bis heute als Diskriminationsfaktor fir GR und MR
(Crocoll et al., 2000).
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Tabelle 1: Auswahl einiger bekannter zellularer Funktionen von BAG-1 (adaptiert, Llders et
al., 2000b)

Funktion

Isoform von BAG-1

Zitation

Bindung an Bcl-2, antiapoptotisch

BAG-1

(Takayama et al., 1995;
Clevenger et al., 1997)

Bindung und Aktivierung der Raf-1
Kinase

BAG-1

(Wang et al., 1996)

Bindung und erhéhter Apoptose-Schutz
durch  HGF-Rezeptor  (hepatocyte
growth factor) und PDGF-Rezeptor
(platelet-derived growth factor)

BAG-1

(Bardelli et al., 1996)

Unterdriickung der Siah-vermittelten
Inhibition des Zellwachstums

BAG-1

(Matsuzawa et al., 1998)

Inhibition der DNA-Bindung und der
Transaktivierung des GR; Schutz vor
Hormon-induzierter Apoptose

BAG-1L, BAG-1M,
BAG-1S kein Effekt

(Kullmann et al., 1998;
Schneikert et al., 1999;
Schmidt et al., 2003)

Stimulierung der Transaktivierungs-
aktivitat des AR

BAG-1L,
BAG-1M kein Effekt
BAG-1S kein Effekt

(Froesch et al., 1998)

Stimulierung  der
aktivitét des ER

Transaktivierungs-

BAG-1L

(Cutress et al., 2003)

Stimulierung der Transaktivierungs- | BAG-1L (Guzey et al., 2000)
funktion des Vitamin D-Rezeptors

(VDR)

Bindung und Inhibition der Trans- | BAG-1 (Liu et al., 1998)
aktivierungsaktivitdit des RAR; In-

hibition der  Retinsdure-induzierten

Apoptose

Zunehmende Zell-Motilitat von | BAG-1 (Naishiro et al., 1999)

Magenkrebszellen

Bindung an DNA und Stimulierung der
Transkription

BAG-1M, BAG-1L
BAG-1S kein Effekt

(Niyaz et al., 2001,

Zeiner et al., 1999)

Proteasomaler Abbau des GR in
Kooperation mit der E3-Ligase CHIP

BAG-1

(Demand et al., 2001)
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Bisher finden sich keine Studien zur Wirkungsweise von BAG-1 auf den
Progesteronrezeptor (PR). Da dieser Verwandte des GR auch in Hirnregionen exprimiert
wird, die relevant flr die Stressregulation sind (Kato, 1994; Guerra-Araiza et al., 2002;
Guerra-Araiza et al., 2003), ist er ein interessanter Kandidat fir genauere Untersuchungen.
Seit kurzem wird auch tber die Beteiligung des PR an der Regulation der Neurogenese und
Kognition diskutiert (Brinton et al., 2008).

In den letzten Jahren haufen sich die Hinweise, dass BAG-1 auch flr die neuronale
Architektur und psychiatrische Erkrankungen eine Rolle spielt. BAG-1 gilt als Marker und
Regulator fur neuronale Differenzierung (Kermer et al., 2002), als neuroprotektiver Faktor
(Gotz et al., 2005; Liman et al., 2005) und fordert das Neuritenwachstum (Planchamp et al.,
2008). Im Zusammenhang mit Alzheimer scheint BAG-1 den proteasomalen Abbaus des tau-
Proteins zu regulieren (Elliott et al.,, 2007). Unlédngst wurden im Hippocampus von
Alzheimer-Patienten eine erhohte Menge BAG-1M sowie eine Assoziation mit tau und APP
festgestellt (Elliott et al., 2009). Seit wenigen Jahren gilt BAG-1 als Ziel fur
Stimmungsstabilisatoren nach langerer Behandlung (Zhou et al., 2005). In einem Tiermodell
wurde es bereits als wichtiger Faktor fir die Revertierung von Verhaltensbeeintrachtigungen,
ahnlich wie sie bei Depression oder Manie vorkommen (Maeng et al., 2008), diskutiert.
Bisher galten alle Effekte von BAG-1 Hsc70/Hsp70-abhangig (Townsend et al., 2005).

1.8.2 Hsp70-bindendes Protein 1: HspBP1

Uber HspBP1 (hsp70 binding protein) ist im Gegensatz zu BAG-1 weniger bekannt.
1998 wurde HspBP1 als Protein identifiziert, welches die ATPase-Aktivitdt von Hsp70
inhibiert und die Hsp40-abhéngige Ruckfaltung denaturierter Hsc70/Hsp70-Substratproteine
inhibiert (Raynes & Guerriero, Jr., 1998). HspBP1 wird von sieben Exons codiert und besteht
zu 35% aus o-helikalen Bereichen (McLellan et al., 2003). Es weist eine signifikante
Homologie zum humanen Sill Protein, einem NEF des ER-Chaperones BiP (immunoglobulin
heavy chain binding protein) (Tyson & Stirling, 2000) und Sequenzéhnlichkeiten zu BAP
(BiP-associated protein) auf (Chung et al., 2002). HspBP1 kann in zwei Doménen unterteilt
werden, Doméne | (AS 1-83) und Domane Il (AS 84-359) (McLellan et al., 2003). 2005
wurde die Kiristallstruktur von HspBP1 gel6st und es wurden vier zentrale, sich
wiederholende Einheiten entdeckt, die aus drei Helices bestehen und strukturell die groRte
Ahnlichkeit mit dem Armadillo-Motiv aufweisen (Shomura et al., 2005). Fiir die Bindung an
Hsp70, die Veradnderung der ATPase-Domane und auch fir die Inhibition der Rickfaltung
von Substratproteinen ist die Doméne Il notwendig (McLellan et al., 2003). Des Weiteren
besitzt HspBP1 eine hohere Bindungsaffinitat fir Hsp70, als Hsp40 (Oh & Song, 2003).
Einhergehend mit der strukturellen Analyse wurde HspBP1 als alternativer Hsp70-NEF zu
BAG-1 beschrieben, und der mechanistische Unterschied zwischen BAG-1 und HspBP1 in
ihrer Wirkung auf die ATPase-Domane von Hsp70 wurde aufgekléart (Shomura et al., 2005).
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Anders als BAG-1 inhibiert HspBP1 den CHIP-induzierten Proteinabbau (Alberti et al.,
2004). In Tumorzellen scheint HspBP1 mit hoherer Affinitdt an Hsp70 als an Hsc70 zu
binden und die essentielle Funktion von Hsp70 zu antagonisieren (Tanimura et al., 2007).

1.9 Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von Cochaperonen auf die Funktion des GR und
verwandter SR vergleichend untersucht werden.

Ein Ziel war es, den Einfluss von BAG-1M auf einen weiteren SR der Klasse I, den
Progesteronrezeptor (PR), zu testen. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob
sich ein allgemeines Wirk-Prinzip von BAG-1 durch die Interaktion mit bestimmten
Rezeptor-Doménen ableiten lasst.

Im zweiten Abschnitt werden die beiden Hsc70/Hsp70-Nukleotid-Austauschfaktoren
BAG-1M und HspBP1 in ihrer Wirkung auf die SR-Funktion verglichen. Ziel war es, mit
Hilfe unterschiedlicher Strategien herauszufinden, ob es mechanistische Unterschiede
zwischen BAG-1M und HspBP1 gibt. Am Anfang sollte die Suche nach neuen und
Hsc70/Hsp70-unabhéangigen  Interaktionspartner  stehen, um durch  mdoglicherweise
unterschiedliche Interaktionsspektren neue Informationen (ber den intrazelluléren
Wirkungsbereich von BAG-1M und HspBP1 als Hsc70/Hsp70-NEF zu erhalten. In einer
weiteren Versuchsreihe sollte der Einfluss von HspBP1 auf die Aktivitat verschiedener SR
mit dem von BAG-1M verglichen werden. Im Anschluss daran sollte geklart werden, ob sich
die resultierenden Unterschiede durch einen differentiellen Einfluss auf das konstitutiv
exprimierte Hsc70 erklaren lassen. Mit Hilfe von Interaktionsanalysen sollte festgestellt
werden, ob BAG-1M und HspBPl die Zusammensetzung des Hsc70-Rezeptor-
Heterokomplexes unterschiedlich beeinflussen. Mit Hormonbindungsanalysen sollte
schlielich Uberpruft werden, ob sich der beobachtete Unterschied auch in Hsc70/Hsp70-
abhangigen Faltungsprozessen bemerkbar macht.

Im dritten Kapitel werden Struktur-Affinitatsbeziehungen des MR als Vorarbeiten fir
ein transgenes Tiermodell vorgestellt. In diesem Tiermodell soll in naher Zukunft die
Relevanz der MR/GR-Balance fir die Stressbewéltigung tberprift werden. Es sollen Tiere
generiert werden, deren HPA-Achsenaktivitdt unter basalen Bedingungen der von Wildtyp-
Tieren entspricht. Unter Stress jedoch sollte das Kortisol-Signal nicht nur auf den endogenen
GR, sondern zusétzlich auf einen mutierten MR umgeleitet werden (Abb. 8). Dies kdnnte eine
Wiederherstellung des MR/GR-Gleichgewichts herbeifuhren.
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GR GR
WT Kort < Kort (
S MR MR
GR GR
MR MR, MR_mut
basal Stress

Abbildung 8: Stressmodel zur Uberpriifung der Bedeutung der MR/GR-Balance fiir die
Stressbewadltigung. Unter stressfreien Bedingungen sollten sich die transgenen Tiere (Mut) wie
Wildtypen verhalten (WT). Unter Stress werden die Effekte von Kortikosteron (Kort) im Wildtyp (WT)
Uber den GR vermittelt. In den genetisch veranderten Mausen (Mut) sollte das Stresssignal zusatzlich
auf einen mutierten MR umgeleitet werden. Auf diese Weise wirde das MR/GR-Gleichgewicht unter
Stress wieder hergestellt werden.

Durch zwei strategisch unterschiedliche Ansétze sollten mMR-Mutanten generiert
werden, die eine GR-dhnliche Kortikosteron-Affinitat besitzen. Dies hatte zur Folge, dass
beide MR-Mutanten erst in Anwesenheit hoherer Kortikosteronkonzentrationen
transkriptionell aktiv sind. Die Hormonabhédngigkeit dieser mMR-Mutanten wurde
anschlieBend funktionell validiert.
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2 Material

2.1 Chemikalien und gebrauchsfertige L6ésungen

Acrylamid-Bisacrylamid 30% (37,5:1)
AG 1-X8 Resin

Agar-Agar

Agarose

Aktivkohle

Albumin Standard

Aldosteron

Amidoschwarz

Ampicillin
Antibiotikum/Antimycotikum 10x
APS (Ammonium-peroxo-disulfat)
ATP

Bisbenzimid

-Mercapthoethanol

Borsaure

Bovine Albumin Serum Fraktion V
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

CaCl,

Coelenterazin

Coomassie Brillant Blue G
Dexamethason

Dextran T70

Dihydrotestosteron (5a-Arostan-173-o0l-3-on)

Di-Kalium-Hydrogenphosphat
D-Luciferin

DMEM-Medium

DMSO

dNTPs

DTT

Serva Electrophoresis, Heidelberg
BioRad, Minchen

Roth, Karlsruhe

PEQLAB, Erlangen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo scientific, Pierce
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
USB Corporation, Cleveland, USA)
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
VWR, Ismaning
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
BioRad, Miinchen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

P.J.K GmbH, Kleinblittersdorf
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

P.J.K GmbH, Kleinblittersdorf
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PEQLAB, Erlangen

Invitrogen, Karlsruhe
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Dulbecco’s modified eagle Medium (DMEM)
EDTA

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid

ExGen 500

FBS

Fludrocortisonacetat

Glyzerin

Glycin

HBSS 10x mit Phenolrot

HCI 1N

HCI 2N

HCI 37%

19G

Immobilon Western
(chemiluminescent HRP substrate)

Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kanamycinsulfat

KCI

Kodak GBX Developer
Kodak GBX Fixer
Kortikosteron

[1, 2, 6, 7-*H]-Kortikosteron
Kortisol (17-Hydroxycorticosteron)
LB broth Base

Luminol

Manganchlorid

Methanol

MgCl,

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Roth
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BioRad, Miinchen

Millipore, Eschborn

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Perkin Elmer, Rotgau Jigesheim
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fluka, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt
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MgSO,
Milchpulver

Na,MoO, (Natriummolybdat-Dihydrat)

NaCl

NaMops

NaOH 1N

NaOH 2N

Natriumhydroxid

Natriumpyruvat 10x
ortho-Phosphorséure

PBS 10x

Coumarinsaure (p-coumaric acid)
PCR-Primer

PMSF (Penylmethylsulfonyl-Fluorid)
Ponceau S Ldsung

Progesteron
Proteaseinhibitor-Cocktail
Pyruvat 10x

RNAse A

Rubidiumchlorid
Szintillationslésung
(Luma safe-advanced safety LSC)

SDS

SDS 20% (1)
SOC-Medium
TEMED

Tris-Base

Triton X-100
Trypsin-EDTA 10x
Tween 20

Xylencyanol

Merck, Darmstadt

Coop, Schweiz

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
MWG, Ebersberg

Calbiochem, Frankfurt

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Perkin Elmer, Rotgau Jugesheim
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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2.2 Verbrauchsmaterial

Eppendorfreaktionsgefalie 1,5 ml, 2 ml
Eppendorfreaktionsgefalie 1,5ml low binding

Fujifilm X-Ray 18x24 100NF

Kryoréhrchen 2 mi

Peske, Aindlingen-Arnhofen
Eppendorf, Hamburg
Rdntgen Bender, Baden Baden

Peske, Aindlingen-Arnhofen

Mikrotiterplatte 384-Wel, schwarz, "low binding" Corning, New York, USA

Mikrotiterplatte 96-Well

Nitrozellulose Transfer Membran Protran

Petrischalen unsteril

Szintillationsrohrchen

Serologische Pipetten 2, 5, 10, 25 ml

Whatman Papier 3mm
Zellkulturflaschen 150 cm?, 75 cm?
Zellkulturschalen 60 cm?
Zellschaber steril

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

2.3 Enzyme

2.3.1 Restriktionsendonucleasen

BamHl|
Dpnl
EcoRl
Hind HI
Notl
Xhol

Alle Enzyme wurden mit den entsprechenden Puffern und, wenn bendétigt, 100xBSA geliefert

22

Peske, Aindlingen-Arnhofen
Schleicher & Schuell, Dassel
Peske, Aindlingen-Arnhofen
Perkin Elmer, Rotgau Jugesheim
Peske, Aindlingen-Arnhofen
Roth, Karlsruhe

Peske, Aindlingen-Arnhofen
Peske, Aindlingen-Arnhofen
Peske, Aindlingen-Arnhofen
Peske, Aindlingen-Arnhofen

New England Biolab, Frankfurt am Main
Stratagene, Amsterdam

New England Biolab, Frankfurt am Main
New England Biolab, Frankfurt am Main
New England Biolab, Frankfurt am Main

New England Biolab, Frankfurt am Main
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2.3.2 DNA-Polymerasen

Herculase fusion Il

incl. 5x Reaktionspuffer und DMSO
Pico-Maxx

incl. 10x Reaktionspuffer
Pfu-Turbo

incl. 10x Reaktionspuffer

Pwo

incl. 10x Reaktionspuffer komplett
Taq

incl. 10x Reaktionspuffer

2.3.3 Sonstige Enzyme

T4-DNA Ligase
RNAse A

MutL-Reverse Transkriptase

2.4 Marker

Benchmark TM Protein Ladder
Peg-Gold Proteinmarker IV
Peg-Gold Proteinmarker V

PeqGold DNA Leiter-Mix

Stratagene, Amsterdam

Stratagene, Amsterdam

Stratagene, Amsterdam

PEQLAB, Erlangen

Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolab, Frankfurt am Main
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

New England Biolab, Frankfurt am Main

Invitrogen, Karlsruhe
PEQLAB Biotechnilogie, Erlangen
PEQLAB Biotechnilogie, Erlangen

PEQLAB Biotechnilogie, Erlangen

23



Material

2.5. Antikorper

VSN ‘USTUIOJI[EY ‘ZNID) BlURS | [9SH LSEL XT Ul YOI %T “000S: 1 D3] Jeos-nue
VSN ‘SINOT IS ‘YOLP[Y-BWSIS | 93317 LSE.L X1 UL YOIl %S ‘000011 D3] J1qqeI-nue
VSN ‘SO0 1§ ‘YOUP[Y-eWSIS | 23017 LSEL XT Ul Yo[IAl %S “00001:1 D3] esnow-nue

Jepunyag

Sinquey ‘HquiD [owolg | Sne LSE.L XT Ul YO[IA %S “000€: 1 91dy-nue

VSN ‘Udp[oD ‘sjuddeay oig ANulyy ydv |  Snep LSE.L XI Ul YOI %S “000€: 1 ggd-nue
VSN ‘USIWIOJI[eY] ‘sqejolg BI[3(] | Udyoulue] LSELXTUI YIIIN %S ©0001:1 | (¥T14) 1dgdsH- nue

VSN ‘USIUIOJI[EY ‘ZNID) BIUES | USYOUTUE] LSE.L XT Ul YO[IA %S “000S:1 06dsH-nue

VSN ‘USIUIONIEY ZNI) BIUBS | SNRIN - LSEL XT UL YOI %S 000S:T|  (LTM) 0LdSH-Due

dinquey ‘Hquip jowolg | SN + LSEL XT Ul YOI % “000S:1|  (1[pH) ovdsH-nue

VSN ‘USIWIOfI[RY ‘ZNi) BUuRg | SNRN + LSE.L XI UL YOI %S “000S: 1 (9-9) 0LoSH-Due

smquiey ‘HquiH joworg | Sney + LSEL XI Ul YO[IA %S “000S:1 (09d) dog-nue
dinquiey ‘HquiD [OWOlg | UaydUIUE LSEL XT Ul YOI %S “000S:1 (8%d) dig-nue
(01d¢€) Anuyyy

WIOYUUEJA] ‘SONSOuSel(q oyooy | ey + LSEL X Ul YO[IA %S “000°01:1 | YSIH ‘d¥H-VH-DUe
VSN S0 1§ ‘YOUP[Y-BWSIS | SN + LSEL XTI Ul YOI %S “000°01:1 d¥H-3e[]-nue
VSN ‘SINOT IS ‘YOUp[y- WIS | SNEN + LSEL XT UL YOTIA %S “000S:1 TN Se[-nue

VSN ‘0891 U ‘WoY00Iq[e) | USYouTUey] LSEL XT UL YOTHA %S * 000€: 1 digd-nue

VSN ‘UdIUIOJI[EY] ‘ZNI)) BlULS | USYOUIUEY LSEL XT Ul YOI %S “000€:1 [-Dvg-nue

VSN ‘USIUIOJI[EY ZNI) BjueS | 93917 LSEL XI 000€:1 uny-nue

aj|anbsbnzag HIM Jeuopjouow Bunuunpaap Jewid
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Antikorpergekoppelte Agarose- und Elutionspeptide

anti-Flag M2 Affinity + Maus | Sigma-Aldrich,
Gel St. Louis, USA
anti-HA High Affinity + Maus | Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
1x Flag-Peptid 100 ng/ul in TBS Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
1x Ha-Peptid 100 ng/pl in PBS Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA
2.6 Zelllinien und Bakterienstamme
2.6.1 Zelllinien
Cos-7 Niere, african green monkey MPI Neurobiologie (AG Klein,
Martinsried)
HEK 293 Niere, embryonal, human ATCC, CCL 1573
SK-N-MC Neuroblastom, human ATCC, HTB10
HelLa Cervixkarzinom, human ATCC, CCL2
Neuro-2A Neuroblastom, murin DSMZ, ACC 148
HT22 hippocampal, Maus Dr. Schubert (The Salk Institut;

2.6.2 Bakterienstamme

DH5a

San Diego, USA)

Invitrogen, Karlsruhe

F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk’, mk™) phoA supE44 thi-1

gyrA96 relAl X
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2.7 Allgemeine Plasmide

(8861 ‘sueAq 2 S10qUA[[OH)
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2.8 Klonierte Plasmide
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2.9. Primer
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2.10 Kits, Gerate, Apparaturen und Software

2.10.1Kits

Bezeichnung:

Verwendung:

Hersteller:

BCA-Kit

Proteinbestimmung

Thermo Fischer
Scientific, Waltham,
USA

EZ-PCR Mycoplasma
Test Kit

Mycoplasmen-Test

Biological Industries,
Beit Haemek, Israel

Glucocorticoid
Receptor Competitor
Assay Kit, Far Red

der Hormonbindung des GR)

E.N.Z.A. Plasmid DNA-Isolierung PEQLAB
Minipreparation Biotechnilogie,
Erlangen
Nucleobond AX 2000 DNA-Isolierung Macherey-Nagel
PolarScreen™ Polarisationsexperiment (Messung | Invitrogen, USA

QuikChange Site- Mutagenese von Plasmid-DNA Stratagene,

Directed mutagenesis Amsterdam
QuikChange Multi Site- | Mutagenese von Plasmid-DNA Stratagene,

Directed mutagenesis Amsterdam
QIAquick Gel DNA-Extraktion aus dem Qiagen, Hilden
Extraction Agarosegel

QIAquick PCR Reinigung von DNA-Fragmenten | Qiagen, Hilden
Purification

TRIZOL RNA-Isolierung Invitrogen, Karlsruhe
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2.10.2 Gerate und Apparaturen

32

Gerat: Bezeichnung/Typ: Hersteller:

Agarosegel- BioRad, Miinchen

Elektrophorese-

kammern:

Bioruptor Diagenode, Liege, Belgien

Brutschranke: Binder, Tuttlingen;
Heraeus, Mannheim

Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg

Dounce-Homogenisator Sartorius, Gottingen

2ml (Glas)

Elektroporator: Gene Pulser 11 BioRad, Miinchen

Capacitance extender Plus

Heizblock:

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Imaging-System:

Image Station 440 CF

Kodak, USA

Luminometer/
Fluorometer:

Tristar LB 941
Victor2
GENios Pro (incl. Software)

Berthold; Bad Wildbach
Wallac, Finnland
Tecan, Crailsheim

Mikrotiterplatten- MR 7000 Dynatech, Denkendorf
Lesesegerat:
PCR-Maschinen: T Gradient; Biometra, Gottingen;

Primus 25 advanced;
DNA-Engine PTC-200

PegLab, Erlangen;
Biozym, Oldendorf

Power Pac 300 / 200:

BioRad, Miinchen

Rotamix Uberkopf-
Schittler:

ELMI, Lativa

Scanner/Densitometer:

GS-800 calibrated
Densitometer

BioRad, Miinchen

Scintillation Counter

LS 6500

Beckman Coulter, Krefeld

Schiittler:

DuoMax 1030;
Polymax 1040

Heidolph, Schwabach

SDS-Gelelektro-
phoresekammern:

Mini-Protean 3

BioRad, Miinchen

Spektrophotometer:

DU 640

Beckman Coulter, Krefeld

UV-Transilluminator

Stratagene, Amsterdam

Vortex Genie 2;

Scientific Industries
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Vertrieb: Roth, Karlsruhe

Waage

Voyager 50187

Ohaus, Giessen

Wasserbéader:

Gesellschaft fur
Labortechnik (GFL),
Burgwedel

Western Transfer-
Apparatur:

Mini Trans Blot Cell

BioRad, Minchen

Zentrifugen:

Heraeus Biofuge pico;
Eppendorf 5417R
(Kihlzentrifuge);

Beckman Allegra X22R
(Rotor: SX4250);

Beckman J2-MC (Rotor: JA-
14); Beckman Allegra 21 ;
Ultrazentrifuge (Rotor: SW60)

Haereus, Mannheim;
Eppendorf, Hamburg;

Beckman Coulter, Krefeld

2.10.3 Software

¢ 1D Image Analysis
Software 3.6:

Quantifizierung der Western Blots

Kodak, USA

e PDQuest :

Scannen der Coomassie-Gele

BioRad, Miinchen

e SigmaPlot

Anpassung der Bindungskurven,
Lso-Berechnung

Systac Software Inc
(www.sigmaplot.com)

e Vector NTI 10:

Sequenzanalyse von Oligos, DNA
und Proteinen; Archivierung

Invitrogen, Karlsruhe
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3 Methoden
3.1 Zellkultur
3.1.1 Kultivierung von Saugetierzellen

Bei allen hier verwendeten Zelllinien (vergleiche Kapitel 1.6.1) handelte es sich um
adhérente Zellen, die in sterilen 75 cm? bzw. 150 cm? Zellkulturflaschen kultiviert wurden.
Als Nahrmedium diente DMEM mit 10% FBS, 1% Antibiotikum und 1% Pyruvat. Alle
Zellen wurden in einem 37°C-CO,-Brutschrank (Heraeus) mit 5% CO; kultiviert. Sobald ein
dichter Zellrasen (Konfluenz) erreicht wurde, erfolgte die Passage der Zellen. Je nach Zelltyp
variierte diese vom Verhaltnis 1:4 und 1:6 (SK-N-MC; HEK 293) bis zu 1:7 und 1:9 (Cos-7,
Neuro-2A). Nach der Entfernung des verbrauchten Mediums wurden die Zellen mit 5 ml
1xPBS gewaschen. AnschlieRend wurden sie mit 2 ml Trypsin pro 75 cm? Flasche bzw. 3 ml
pro 150 cm? Flasche fir 2 min. im Brutschrank inkubiert, um den Zellrasen vom
Flaschenboden abzulésen. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ml bzw. 5
ml Kulturmedium gestoppt, die Zellen in ein steriles Falcon Uberfuhrt und bei
Raumtemperatur mit 180 x g flr 4 min. zentrifugiert. Die prazipitierten Zellen wurden je nach
Verdinnungsfaktor in frischem Medium resuspendiert und auf Flachen mit vorgelegtem
Medium verteilt.

3.1.2 Dauerhafte Lagerung und Inkulturnahme

Lésungen: Einfriermedium: 54,5% DMEM-Medium, 36,4% FBS, 9,1% DMSO
Das Einfriermedium wurde immer frisch hergestellt.

Die dauerhafte Lagerung der Zellen erfolgte im Stickstofftank. Die Zellen einer
konfluenten Flasche wurden prézipitiert, anschlieBend in 1 ml Einfriermedium resuspendiert
und in ein Kryoréhrchen Gberfiihrt. Um Schéaden durch spatere Kristallbildung zu vermeiden,
wurden die Zellen erst bei -80°C gelagert und erst zwei bis drei Tage spater in fllissigen
Stickstoff iberfuhrt.

Werden eingefrorene Zellen wieder in Kultur genommen, muss das im
Einfriermedium enthaltene DMSO entfernt werden. Die Zellen wurden schnell und somit
schonend im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Die Entfernung des Einfriermediums
erfolgte durch einen Waschschritt mit vorgewarmtem Kulturmedium. Nach der Zentrifugation
(180 x g/ 4 min) und Entfernung des Uberstandes wurden die Zellen in frischem DMEM
resuspendiert und in eine frische Zellkultur-Flasche Gberfihrt. Falls die Zellen nach zwel
Tagen noch nicht vollstandig dicht waren, wurde ein Medienwechsel vorgenommen. Sobald
die Zellen 100% Konfluenz erreicht hatten, wurden sie fiir ca. drei Tage im 1:2 Rhythmus
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passagiert. Anschlielend erfolgte die regelméaRige Passage zweimal pro Woche. Abhéangig
vom Zelltyp kann es unter Umstanden eine bis zwei Wochen dauern, bis sich die Zellen erholt
haben.

3.1.3 Herstellung von steroidfreiem FBS

a) Herstellung der Aktivkohle Dextran T70 Mischung

50 g Aktivkohle wurden mit 500 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,8 langsam 10 min. verruhrt
bis eine homogene Suspension entstand. Nach dem Dekantieren des Uberstands wurde die
Aktivkohle erneut mit 500 ml 10mM Tris-HCI pH 7,8 versetzt und der eben beschriebene
Prozess wiederholt. Nach erneutem Dekantieren des Uberstands wurden 5 g Dextran T70 und
400 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,8 zugegeben. Das Aktivkohle-Dextran T70 Gemisch wurde
autoklaviert und bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

b) Herstellung des steroidfreien FBS

Es wurden 500 ml aufgetautes FBS mit 25g AG1-X8 ,,Resin* versetzt und tber Nacht
bei 4°C langsam gemischt. Am nédchsten Tag wurde das FBS dekantiert, in ein frisches Gefal
uberfuhrt. Nach Zugabe von 10 ml der Aktivkohle-Dextran T70 Mischung wurde erneut tber
Nacht bei 4°C durch langsames Rihren gemischt. Das FBS-Kohle-Dextran Gemisch wurde
am néchsten Tag bei 4°C und 153 x g zentrifugiert und durch einen Faltfilter vorgereinigt.
AnschlieBend wurde das FBS mittels Vorfilter steril filtriert und 50 ml weise aliquotiert. Bis
zur weiteren Verwendung wurde das steroidfreie FBS bei -20°C gelagert.

3.1.4 Herstellung von Trypsin und PBS

Es wurden 100 ml 10x Trypsin-EDTA mit 100 ml phenolrothaltigem 10x HBSS
gemischt und mit endotoxinfreiem ddH,O auf 1000 ml Endvolumen aufgefullt. Die Ldsung
wurde steril filtriert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Zur Herstellung von 500 ml 1xPBS wurden 50 ml 10x PBS mit ddH,O auf 500 ml
Endvolumen aufgefillt und autoklaviert. Bis zur weiteren Verwendung wurde das 1x PBS bei
Raumtemperatur gelagert.
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3.1.5 Mycoplasmentest

Mycoplasmen sind zellwandlose, extra- oder intrazellulare Bakterien, die eine der
haufigsten Kontaminationen von Zellkulturen darstellen. Mycoplasmen greifen nicht nur in
den Stoffwechsel der Zellen und somit in das Wachstum von eukaryontischen Zellen ein,
sondern fiihren ebenfalls zu morphologischen Veranderungen. Eine Mycoplasmeninfektion
kann zu starken experimentellen Schwankungen fihren, weshalb sich eine regelméaRige
Kontrolle der Zellen empfiehit.

a) Zellbiologischer Nachweis von Mycoplasmen

Lésungen: Bisbenzimid: 1 mg/ml in ddH,0
MetOH
Arbeitslosung: 10 pg/ml Bisbenzimid in MetOH

Der Mycoplasmen-Nachweis erfolgt hier durch Anfarben sowohl pro- als auch
eukaryotischer DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid. Hierfir wurden die Zellen
in 60 cm>Schalen ausgesat und bis zu einer Dichte von 40-60% kultiviert. Nach der
Entfernung des verbrauchten Mediums wurden die Zellen erst mit 5 ml Arbeitslésung pro
Schale gewaschen und anschliefend mit weiteren 5ml Arbeitslésung pro Schale 15 min. bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Nach vollstandiger Entfernung der Bisbenzimidlésung und
Trocknung der Platte konnte die angefarbte DNA mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops und
Olimmersionsobjektives sichtbar gemacht werden. Die maximale Anregung von Bisbenzimid
liegt bei 356 nm, die Emission bei 458 nm. Eine Mycoplasmeninfektion erkennt man daran,
dass neben der klar abgegrenzten Zellkernfluoreszenz auch das Zytoplasma bzw. &ufRere
Bereiche gefarbt sind. Die Mycoplasmen-DNA fluoresziert meistens in einer Art
,,Perlschnur*“-Optik, die die einzelnen Zellkerne miteinander zu verbinden scheint. Der
Nachteil dieser Methode ist, dass eine sehr starke Mycoplasmeninfektion vorliegen muss, um
diese ,,Perlschnur“-Fluoreszenz beobachten zu kdnnen. In diesem Stadium weisen die Zellen
bereits eine deutlich reduzierte Wachstumsrate auf.

b) Molekularbiologischer Nachweis von Mycoplasmen

Die weitaus sensitivere Methode ist ein Nachweis der Mycoplasmen mittels PCR.
Hierfir wurde der ,,EZ-PCR Mycoplasma Test Kit“ verwendet. Als Template wird
Kulturmedium in die Reaktion eingesetzt. Die Primer-Mischung erlaubt die Detektion von 12
verschiedenen Mykoplasmen-Arten sowie die Detektion von Acholeplasma und Spiroplasma.
Die PCR wurde wie im Handbuch des Herstellers empfohlen durchgefiihrt.
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3.1.6 Transfektion von Saugetierzellen

a) Elektroporation

Ldsungen: Elektroporationspuffer pH 7,35: 50 mM K;HPO,4 x 3 H,0;
20 mM Kaliumacetat
Magnesiumsulfat pH 6,7: 1M MgSO, (pH mit NaOH einstellen)

Beide Losungen wurden autoklaviert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Die Elektroporation ist eine ,,Methode zur Erzeugung von Lochern in biologischen
Membranen, um DNA in lebende Zellen einzuschleusen. Durch die Pulse eines sich
entladenden Kondensators wird kurzeitig ein elektrisches Feld erzeugt, das in Zellwanden
Locher hervorruft, die sich sofort wieder schlieRen. Fremd-DNA kann durch diese Offnungen
[...] in Saugetierzellen eingefiihrt werden.*! Je nach Experiment wurden HEK 239 Zellen 1:4
gesplittet und in der entsprechenden Anzahl an 60 cm? oder 150 cm? Schalen in steroidfreiem
Medium ausgesat. Fur die Elektroporation wurden die 95-100% konfluenten Zellen mit 1x
PBS gewaschen, trypsinisiert und zentrifugiert. Die prazipitierten Zellen wurden pro 60 cm?
Schale in 390 ul Elektroporationspuffer mit 10 pul MgSQO, resuspendiert. Bei mehreren
Schalen empfiehlt es sich, einen Mastermix aus Elektroporationspuffer und MgSO4
herzustellen und die gesamten Zellen im entsprechenden Volumen aufzunehmen. Bei
unterschiedlichen Ansatzen eines Experiments wurden jeweils 400 ul der Zellsuspension auf
sterile 1,5 ml Eppendorf ReaktionsgefalRe verteilt und die entsprechende Menge Plasmid-
DNA (max. 10 pg/60 cm? Schale) zugegeben. Die Zellen wurden sanft gevortext und
anschlieBend ansatzweise in die Elektroporationskuvetten (berfuhrt. Die Elektroporation
erfolgte mit 350 V und 700 pF. Wird mit 150 cm? Schalen gearbeitet, so entsprechen zwei
150 cm? Schalen jeweils fiinf 60 cm? Schalen. Nach der Elektroporation wurden die Zellen in
60 cm? Schalen mit frischem und vorgewarmten steroidfreien Medium tberfiihrt und fiir 62-
68 h im Brutschrank inkubiert. Je nach Konstitution der Zellen haben sie nach der ca. drei-
tagigen Ruhephase eine Dichte von 85-95% erreicht.

! (http://www.biosicherheit.de/de/lexikon/123.elektroporation.html)
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b) Kationisches, polymeres Transfektionsreagenz

Losungen: NaCl: 150 mM, autoklaviert
ExGen 500

"ExGen 500" ist ein lineares Polyethylenimin-Derivat von 22kDa und erlaubt das
nicht-virale, nicht-liposomale Einschleusen von Fremd-DNA in eine Vielzahl von Zelllinien.
Das Polymer besitzt eine hohe kationische Ladungsdichte und bildet durch ionische
Wechselwirkungen mit dem Phosphatriickgrad der DNA 50 nm grofle Partikel. Diese
Komplexe lagern sich an der Zelloberflache an und werden durch Endozytose aufgenommen.
Bei jedem dritten Atom des ExGen 500-Riickgrats handelt es sich um einen protonierbaren
Aminostickstoff, somit kann der Komplex den niederen pH-Wert der Endosomen puffern und
erleichtert dadurch deren ,,Aufbrechen”. Die Abgabe des ExGen 500-DNA-Komplexes ins
Zytoplasma findet somit vor einem lysosomalen Abbau der DNA statt. Die Fitness der Zellen
und daher auch die Transfektionseffizienz hdngen von der Zellzahl, der verwendeten DNA-
Menge sowie dem Verhaltnis von ExGen zu DNA ab, d.h. von der Anzahl der sogenannten
Aquivalente ExGen (siehe Handbuch des Herstellers).

Diese Methode der Transfektion wurde fir die Reportergen-Experimente im 96-well
Format verwendet. Es wurde fiir jeden Zelltyp die optimale Anzahl der ExGen-Aquivalente
bestimmt. Empfehlungen fir die zu verwendenden DNA-Mengen und NaCl-Volumina zur
Transfektion verschiedener Zellkulturschalenformate sind dem Handbuch des Herstellers zu
entnehmen.

Fur einen Reaktionsansatz pro 96-Well wurden die Plasmide in 150 mM NaCl
aufgenommen und sanft gemischt, mit der entsprechenden Menge ExGen versetzt und durch
starkes Vortexen 10 sek. gemischt. Das Endvolumen pro Well betrug 10 ul. Anschlielend
erfolgte ein 10-15 mindtiger Inkubationsschritt bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 90 pl
vorgewdrmten steroidfreien DMEM-Mediums und erneutem sanftem Mischen wurden die
Zellen eines Wells mit dem gesamten Transfektionsansatz von 100 pl transfiziert. Da immer
mehr Wells pro 96-Well Platte transfiziert werden, erleichtert dies die Handhabung, da mit
Mastermixen gearbeitet werden kann. Die verwendeten Volumina an DNA, NaCl, ExGen und
Medium konnen nach Angaben des Herstellers, entsprechend an die Anzahl zu
transfizierender Wells angepasst werden. AbschlieBend erfolgte ein Zentrifugationsschritt der
96-Well Platte mit 280 x g bei Raumtemperatur fir 5 min.. Die zu verwendende Menge
ExGen ergibt sich aus folgenden Formeln (s. Handbuch des Herstellers):

Z=3xn/5,47

ul ExGen = ug DNA x Z
n = Aquivalente ExGen
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Im Allgemeinen entspricht das Volumen NaCl inklusive aller Plasmide und der
entsprechenden Menge ExGen pro Well 1/10 Volumen des Transfektionsvolumens.

3.1.7 Reportergen-Experimente

Loésungen: passiv Lysis-Puffer: 100 mM K3POs; pH 7,8, 0,2% Triton X-100
2x Renilla-Puffer: 2,2 M NaCl, 4, 4 mM EDTA, 0, 22 M K3POy4; pH 5, 1,
0, 88 mg/ml BSA
Gaussia-Puffer: 0, 22 M K3POy4; pH 5, 1,

D-Luciferin: 10 mM in K3PQOy, pH 7, 8 und Methanol
Coelenterazin: 1 mg/ml in EtOH + HCI (5 mM)

MgCly: 0,1M

ATP: 0,1M

Fireflylésung: 5 mM MgCl,, 2 MM ATP, 100 uM D-Luciferin

Gaussialosung: (Iml): 500 ul 2x Renilla-Puffer, 500 pl Gaussia-Puffer,
2, 5ul Coelenterazin

Die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren kann mittels Reportergen-Experimente
bestimmt werden. Hierbei wird die Expression oder Aktivitdt sogenannter Reportergene
gemessen. Diese Reportergene werden von Promotoren getrieben, die entweder natirliche
oder artifizielle Bindungstellen fir diese Transkriptionsfaktoren besitzen. Je aktiver der
Transkriptionsfaktor ist, je hoher ist die Transkriptions- und somit die Expressionsrate des
Reportergens.

Als Reporter wurde die Luciferase von Photinus pyralis (Firefly) unter Kontrolle eines
MMTV-Promotors verwendet. Dieses Enzym Katalysiert ATP-abhangig die oxidative
Decarboxylierung von D-Luciferin zu Oxoluciferin unter Emission von Licht. Magnesium
wird als Cofaktor benétigt. Herrscht Substratsattigung, ist die enzymatische Aktivitat
proportional zur gebildeten Menge des Enzyms und somit zur Aktivitdit des
Transkriptionsfaktors.

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde die Luciferase von Gaussia princeps
unter der Kontrolle eines konstitutiv aktiven Promotors cotransfiziert. Das Substrat der
Gaussia-Luciferase ist Coelenterazin, welches mittels Sauerstoff zu CO, und Coelentamid
umgesetzt wird, ebenfalls unter Lichtemission. Beide Enzyme wurden im selben Extrakt,
dual, gemessen.

Die Anzahl der ausgeséten Zellen pro Well ist abhdngig von der Zelllinie, deren Grole
und aktueller Wachstumsrate. Die Anzahl der ExGen-Aquivalente wurde fiir jede Zelllinie
ermittelt. In dieser Arbeit wurden folgende Zellzahlen und Aquivalente ExGen verwendet
(Tab. 2).
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Tabelle 2: Verwendete Zelllinien, Anzahl der Zellen pro 96-Well und Aquivalente ExGen fiir
die Reportergen-Experimente

Zelllinie Zellzahl / Well ExGen-Aquvalente
Cos-7 8000 6
HEK 293 30000 6
SK-N-MC 60000 8
Neuro-2A 10000 8

Die Zellen wurden in steroidfreiem DMEM-Medium in einer 96-Well Mikrotiterplatte
ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen transfiziert. Fir eine optimale
Transfektionseffizienz sollten die Zellen eine Dichte zwischen 50 und 70% aufweisen. Die
Stimulation der Zellen erfolgte 24 h nach der Transfektion. Weitere 23-24 h spater wurden die
Zellen lysiert und die Aktivitaten der beiden Luciferasen gemessen.

Die Lyse der Zellen erfolgte mit 50 ul passiv Lysis-Puffer pro Well. Fir eine
effizientere Lyse wurden die Zellen bei Raumtemperatur fur 30 min. bei 500 rpm geschdittelt.
Fur die Messung der Lumineszenz wurden 10 pl Zellextrakt verwendet. Die Luciferase-
Aktivitdten wurden nacheinander nach Injektion von 50 ul Fireflylosung bzw. Gaussialésung
gemessen. Zuerst wurde die Enzymaktivitat der Firefly-Luciferase anschlieBend die der
Gaussia-Luciferase detektiert. Die Duale-Messung wird durch die verschiedenen pH-Optima
der beiden Enzyme moglich. Die Firefly-Luciferase ist im schwach alkalischen Milieu aktiv,
die Gaussia im sauren. Durch Zugabe der Gaussialosung wird die Firefly-Luciferase
inaktiviert.

Es wurden pro Well standardisiert 5 ng Gaussia-Plasmid verwendet und 60 ng
MMTV-Luciferase-Plasmid fiur die humanen SR. Fur die Aktivitats-Bestimmung der murinen
SR wurden 40 ng MMTV-Luciferase-Plasmid pro Well cotransfiziert.

Die Messungen erfolgten in Triplikaten, die fur die anschliefende Westernblot-
Analyse vereinigt wurden. Aufgrund der unterschiedlichen Expressionsniveaus der
verschiedenen Rezeptoren wurden die Proben wie unter a-c) beschrieben fiur die Westernblot-
Analyse (siehe 2.2.4) der Rezeptoren vorbereitet.

Fur die Auswertung der Messung wurden die Luciferase-Werte auf die Gaussia-Werte
normalisiert. Diese Werte stellen die relative Rezeptor-Aktivitat dar und wurden fir weitere
Berechnungen verwendet. Das Verhéltnis der stimulierten Werte zu den nicht stimulierten
Werten (Hormon/Ethanol) gibt Auskunft (iber die Rezeptor-Dynamik. Wurde der Einfluss
von Cofaktoren auf die Aktivitdt von SR untersucht, wurde der Wert der Kontrolle, der die
maximale Stimulierung représentierte, auf 100% gesetzt. Alle anderen Werte wurden
anschlieBend auf diesen Wert bezogen. Auf diese Weise wurde der Einfluss der Cofaktoren
auf die Rezeptor-Aktivitat ermittelt.
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a) Vorbereitung der Proben fir die GR und PR-Detektion:

Es wurden jeweils 30 pl pro Well der entsprechenden Triplikate vereinigt. Nach der
Zugabe von 25 pl 5x Lammli-Auftragspuffer wurden die Proben fir 5 min. bei 95°C erhitzt.
Fur die Westernblot-Analyse wurden 20 ul Probe geladen.

b) Vorbereitung der Proben fir die MR-Detektion:

Die entsprechenden Triplikate wurden mit 30 ul pro Well vereinigt und im
Concentrator 30 min. bei 30°C einrotiert. Von diesen Proben wurden 30 pl Uberstand
abgenommen und mit 10 pl 5x Lammli-Auftragspuffer fir 5 min. bei 95°C denaturiert. Im
Anschluss wurden je 15 pl Probe fir die immunologische Analyse im Westernblot auf ein
PAA-Gel geladen.

c) Vorbereitung der Proben fir die AR-Detektion:

Die Triplikate wurden in gleicher Weise wie in b) mit 30 pl pro Well vereinigt und
mittels Zentrifugation konzentriert. Ausgehend von einem 50 pl Endvolumen wurden 6,5 pl
20% SDS zugegeben. Im Anschluss daran erfolgte die Sonifizierung der Proben (8x 30 sek.
Stufe 5, Bioruptor), um die Kerne vollstandig aufzuschlieRen und die DNA zu fragmentieren.
Danach wurden die Proben mit 15 pl 5xLammli-Auftragspuffer versetzt und bei 90°C fur 15
min. denaturiert. Fur die Analyse im Westernblot wurden 20 ul Probe auf ein PAA-Gel
geladen.

41



Methoden

3.2 Mikrobiologische Standardmethoden
3.2.1 Herstellung von Nahrmedien und Agar-Platten

Loésungen: Ampicillin-Stocklsg.: 50 mg/ml Endkonz.: 100 pg/ml
Kanamycin- Stocklsg.: 50 mg/mi Endkonz.: 50 pg/ml
Die Stock-Losungen wurden steril filtriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Fur einen Liter LB-Medium wurden 20 g LB Broth Base in einem Liter ddH,O geldst
und autoklaviert. Vor dem Animpfen einer 400 ml Bakterienkultur wurde die entsprechend
Menge der gewinschten Antibiotikum-Stocklsg. beigefligt. Fir die Herstellung von
LB antibioikum-Agar-Platten wurden 16 g Agar in einem Liter LB-Medium autoklaviert.
AnschlieBend wurde der Agar im Wasserbad auf 60°C gekihlt, die gewilinschte Menge
Antibiotikum-Stocklsg. hinzugegeben und in Petrischalen gegossen.

3.2.2 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Abhéngig vom Verwendungszweck wurden die Bakterien unterschiedlich kultiviert.
Fur Klonierungen wurden nach der Transformation (siehe 3.2.3) 200 pl und Rest auf
LB antiiotikum-Agar-Platten ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert.

Zur Herstellung einer Ubernachtkultur (UK) fiir eine Plasmid-Mini-Préparation
wurden 6ml LBantibiotikem -Medium in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen mit einer
Einzelkolonie (EK) inokuliert und ebenfalls Gber Nacht bei 37°C und 200 rpm auf einem
Bakterienschiittler inkubiert.

Die Anzucht einer 400 ml UK im Erlenmeyerkolben fiir die Plasmid-Mega-
Praparation erfolgte entweder mit 150-250 ul der ,,Mini*-UK oder einer Vorkultur (VK) aus
einer Glyzerinkultur. Zur Herstellung der VK wurden 1 ml LB antibiotikum —Medium in einem 2
ml Eppendorf ReaktionsgefalR mit Glyzerinkultur angeimpft und anschlieBend bei 37°C und
700-800 rpm auf dem Heizblock fur 8-10 h geschuttelt. Fir die Inokulation der 400 ml
LB antibiotikum —Medium wurde die gesamte VK verwendet.

Zur Herstellung einer Glyzerinkultur wurden 500 pl LB-Medium mit 50% Glyzerin, in
einem 2 ml Eppendorf ReaktionsgefaR vorgelegt, und anschlieBend mit 1 ml UK gemischt.
Alternativ, abhangig von der Dichte der UK, wurden 5ml UK bei 1734 x g 10 min.
zentrifugiert, in 1 ml LB antibiotikum resuspendiert und ebenfalls in ein 2ml Reaktionsgefal mit
500ul LB-Medium und 50% Glyzerin Gberfuhrt. Die dauerhafte Lagerung erfolgt bei -80°C.
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3.2.3 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Loésungen: TfB I pH 5,8: 30 mM Kaliumacetat 100 mM RbCI, 10 mM CacCl,,
50 mM Manganchlorid, 15% Glyzerin
TfB Il pH 6,5: 10 mM NaMops; 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI,
15% Glyzerin
Beide Losungen wurden steril filtriert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Die Herstellung kann bis zu drei Tagen dauern. DH5a Bakterien wurden auf einer LB-
Agar-Platte ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden 5 ml
LB-Medium mit einer EK des Ausstriches angeimpft. Alternativ kann man auch 10 pl
kompetente Zellen verwenden. Die Bakterien wurden tiber Nacht bei 37°C und 200 rpm fir
12-16 h geschittelt. Am nachsten Tag wurden 400 ml LB-Medium mit der gesamten 5 ml UK
inokuliert und wiederum bei 37°C geschittelt bis eine optische Dichte (ODgg) von 0,48
erreicht war. Die optische Dichte wurde bei 600 nm gemessen. Nachdem die gewiinschte
optische Dichte erreicht war, wurden die Bakterien 5 min. auf Eis inkubiert. Im Anschluss
wurden die Bakterien bei 4°C und 1381 x g fiir 10 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die prazipitierten Bakterien wurde in 80 ml TfBI-Puffer resuspendiert und in
zwei 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt. Nach einem Inkubationsschritt von 5 min. auf Eis,
wurde die Bakteriensuspension erneut bei 4°C und 1734 x g flr weitere 5 min. zentrifugiert.
Der Uberstand wurde wiederum entfernt und die Bakterienzellen jeweils in 8 ml TfB I1-Puffer
aufgenommen. Nach weiteren 15 min. auf Eis wurde die Bakteriensuspension in 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefae & 200 pl aliquotiert. Die einzelnen Aliquots wurden mittels
Trockeneis in einem Ethanol-Bad schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

3.2.4 Hitzeschock Transformation von E. coli

Die chemisch kompetenten DH5a Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. 10-50 ng
Plasmid-DNA bzw. 10 ul eines Ligationsansatzes wurden in einem 1,5 ml Eppendorfgefalie
vorgelegt. Nach Zugabe von 100 pl Bakterien wurde der Transformationsansatz 30 min. auf
Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fir 45 sek bei 42°C im Wasserbad. Nach dem
Hitzeschock wurden die Bakterien sofort auf Eis gestellt. Nach zehn-minitiger Inkubation
wurden 900 pul SOC Medium zugesetzt und der gesamte Ansatz 1 h bei 700-800 rpm auf dem
37°C erwéarmten Heizblock geschittelt. Je nach Bedarf wurden nun 400 ml LB antibiotikum —
Medium mit dem gesamten Transformationsansatz fir eine Plasmid-Mega-Préparation
angeimpft. Im Falle einer Klonierung wurden 200 pl und Rest auf LB antibiotikum-Agar-Platten
ausplattiert. Beide Ansétze wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert. Die 400 ml Kultur wurden
bei 200 rpm geschittelt um die Bakterienkultur mit ausreichend Sauerstoff zu versorgen.
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3.3 DNA-Analytik

3.3.1 Plasmidpraparation

a) Mega-Préparation mittels Nucleo Bond AX-Kit

Loésungen: S1-Puffer, pH 8, 0: 50 mM Tris, 10 mM EDTA pH 8,0,
RNAse A 100 pg/ml
S2-Puffer: 200 mM NaOH, 1% SDS

S3-Puffer pH 5, 1: 2800 mM Kaliumacetat
N2-Puffer, pH 6, 3: 100 mM Tris, 900 mM KCI, 15% EtOH,
0, 15% Triton X-100

N3-Puffer pH 6, 3: 100 mM Tris, 1150 mM KClI, 15% EtOH

N5-Puffer pH 8, 5: 100 mM Tris, 1000 mM KClI, 15% EtOH

Ethanol: 70%

TE-Puffer pH 7,5-8: 10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA pH 8,0
Fur die Isolierung groller DNA-Mengen von hoher Reinheit wurde der Nucleobond AX Kit
verwendet.

Die Plasmidisolierung erfolgte aus einer 400 ml UK nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse. Die Bakterien wurden mit 1381 x g fur 15 min bei 4°C geerntet. AnschlieRend wurden
sie in 45 ml S1-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 45 ml S2-Puffer erfolgte die
alkalische Lyse. Die Neutralisation und Fallung der Proteine wurde mit 45 ml S3-Puffer
erreicht. Nach der Abtrennung von Proteinen und chromosomaler DNA bei 15344 x g und
4°C fir 50 min. wurde der Uberstand tber einen Vorfilter auf AX-2000 Saulen geladen, die
vorher mit 20 ml N2-Puffer equlibriert wurden. Es folgten zwei Waschschritte mit 35 ml N3-
Puffer. Die Elution der DNA fand mit 25 ml N5-Puffer statt. Die Fallung der Plasmid-DNA
durch 18 ml Isopropanol erfolgte mit 3901 x g, bei 4°C fur 1 h. Nach einem zusétzlichen 30
minutigen Waschschritt mit 7 ml 70% Ethanol bei Raumtemperatur und 3901 x g, wurde die
gefallte Plasmid-DNA luftgetrocknet, in TE-Puffer geldst und die Konzentration bestimmt.

b) Plasmid Mini-Praparation mittels E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit

Eine schnelle Methode der Plasmidisolierung im kleinen MaRstab bot der
,,E.N.Z.A.Plasmid Miniprep Kit*“ von PEQLAB. Die DNA-Isolierung erfolgte nach Angaben
des Herstellers.
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c) Plasmid Mini-Préparation manuell

Die manuelle Methode der Plasmidisolierung lieferte eine hohere Ausbeute an
Plasmid-DNA. Es wurden die gleichen Puffer verwendet wie fir die Mega-Plasmid-
Préparation (s. 2.3.1 a)

Es wurden 5 ml LB antiiotikum-Medium mit einer EK inokuliert und tber Nacht bei
37°C und 200 rpm geschttelt. Fur die Plasmidisolierung wurden 1,5 ml bei Raumtemperatur
und 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien in 1 ml S1-
Puffer ohne RNAse A gewaschen. Anschliefend wurden die Bakterien in 200 pl S1-Puffer
mit RNAse A resuspendiert, mit 200 pl S2-Puffer lysiert und durch flinf-minutige Inkubation
auf Eis nach Zugabe von 200 ul S3-Puffer neutralisiert. Die Abtrennung der Proteine erfolgte
durch Zentrifugation bei 13000 rpm (Heraeus, Biofuge pico) fiir 15-30 min. Der Uberstand
wurde in ein frisches, autoklaviertes 1,5 ml ReaktionsgefaR Gberfiihrt.

Die DNA-Féllung erfolgte mit dem 0,8-fachen Volumen Isopropanol fur 10-20 min.
bei 13000 rpm (Heraeus, Biofuge pico) und Raumtemperatur. Nach der vollstdndigen
Entfernung des Uberstandes wurde die DNA nach dem Lufttrocknen in 50-100 pl
autoklaviertem ddH,O gel6st.

3.3.2 DNA-Fallung mit Natriumacetat

Losungen: 3 M Natriumacetat pH 5.2
100% Ethanol
70% Ethanol

Die DNA wurde mit 1/10 Volumen Natriumacetat versetzt und gemischt.
AnschlieBend wurde das 2,5-fache VVolumen Ethanol zugegeben, gemischt und der Ansatz
wurde ca. 30 min bei -80°C gelagert. Nach einem 20-minitigem Zentrifugationsschritt bei
25000 x g und 4°C wurde der Uberstand entfernt, gefolgt von einem Waschschritt mit
70%igem Ethanol ebenfalls bei 25000 x g, bei 4°C fur 10 min. Nach der vollstandigen
Entfernung des Ethanols wurde die DNA luftgetrocknet und im gewinschten Volumen
autoklavierten ddH,O gel6st.

45



Methoden

3.3.3 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Bei einer Wellenlange von 260 nm weisen DNA-L6sungen eine spektralphotometrisch
nachweisbare Extinktion auf, die nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz proportional zur
Konzentration ist.

E=e«c«d  (Lambert-Beer'sches Gesetz)
E = Extinktion
¢ = Extinktionskoeffizient
¢ = Konzentration
d = Schichtdicke

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bei der Wellenldange von
260 nm bestimmt. Eine zuséatzliche Messung bei 280 nm gab Auskunft tber den Grad der
Verunreinigung durch Proteine. Flr die Messungen wurde eine Quarzkiivette verwendet. Die
zu messende Losung wurde so verdiinnt, dass sich die Extinktion oder die ODyg im linearen
Messbereich von 0,1-0,9 befand. Anhand des folgenden Verhaltnisses kann die Konzentration
der Nukleinsdure bestimmt werden.

Eine ODyg von 1 entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger (ds) DNA, 40 pg/ml RNA, 33
pa/ml einzeltréngiger DNA (ss).

Der Quotient OD2g0/OD,go sollte im idealen Fall zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Zur
Kontrolle oder bei sehr geringen DNA-Konzentrationen kann eine bestimmte Menge der
Probe auf ein Agarosegel aufgetragen werden und anhand der Intensitdt mit einer
Referenzbande des Standards bekannter Menge verglichen werden.

3.3.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Séaugetierzellen mit TRIZOL

LOsungen: TRIZOL-Reagenz
Chloroform
Isopropanol
Ethanol 75%
RNAse freies H,O

Die Gesamt-RNA-Isolierung erfolgte aus einer 60 cm?-Schale mit 100% konfluenten
HT22-Zellen. Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und anschliefend durch Zugabe von
1 ml TRIZOL lysiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min. bei Raumtemperatur wurden 200
pl Chloroform zu gegeben und gut gemischt. Nach weiteren 2-3 min. Inkubation bei
Raumtemperatur folgte ein Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g und 4°C fir 15 min. Die
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Zentrifugation bewirkt eine Phasentrennung. Unten im ReaktionsgeféaR befindet sich eine rote
Phenol-Cloroformphase gefolgt von einer triben Interphase. Als letzte Schicht ganz oben
befindet sich die wassrige Phase. Sie ist farblos und beinhaltet die isolierte RNA. Diese Phase
wurde in ein frisches autoklaviertes ReaktionsgefaR Gberflhrt, mit 500 pl Isopropanol versetzt
und gut gemischt. Einer zehn-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur folgte die Fallung
der RNA mit 12.000 x g bei 4°C fir 10 min. Nach Entfernung des Uberstandes folgte ein
Waschschritt mit 75% Ethanol bei 7.500 x g und 4°C fiir weitere 5 min. Der Uberstand wurde
vollstandig entfernt, das RNA-Prazipitat luftgetrocknet und im gewiinschten Volumen RNAse
freiem H,0O gelost.

3.3.5 Reverse Transkription

Vor der cDNA-Synthese wurde die isolierte mMRNA 10 min. bei 60°C denaturiert. Fur
die reverse Transkription wurden 5 ug mRNA, 1/10 Volumen 10x Reaktionspuffer, 200 uM
dNTPs, 100 pmol Oligo-dT-Primer (T1g), 10 U RNAsin und 200 U reverse Transkriptase
eingesetzt. Die Reaktion fand in einem Endvolumen von 20 pl statt.

3.3.6 Amplifizierung von DNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ermdglicht, kleinste Mengen DNA auf
arbeitsrelevante Mal3stabe zu amplifizieren. Es werden zwei Oligonukleotide benétigt, die den
gewiinschten DNA-Abschnitt flankieren und spezifisch daran binden. Die Amplifikation
erfolgte mit thermostabilen 5'— 3"DNA-Polymerasen. Flr Klonierungen die ein hohes Mal
an Genauigkeit verlangen, wurden entweder die Pwo- oder Pfu turbo-Polymerase eingesetzt.
Beide Enzyme besitzen eine sogenannte ,,Proofreading“-Aktivitat, wodurch sie eine
geringere Fehlerrate haben als die herkdmmliche Tag-Polymerase. Fiir beide Enzyme wurde
als Template Plasmid-DNA verwendet. Eine weitere, fir die Amplifikation der HA-PR-
Konstrukte verwendete Polymerase ist die Herculase Il Fusion. Bei diesem Enzym handelt es
sich um eine Pfu turbo-Polymerase die mit einer ds-DNA bindenden Doméne fusioniert
wurde. Diese DNA-Polymerase wurde fiir die Amplifikation besonders GC-reicher DNA-
Sequenzen verwendet.
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Fur Amplifikationen aus der cDNA wurde die PicoMaxx eingesetzt, eine Mischung
aus Tag- und Pfu-Polymerase. Mit dieser Mischung konnte die Volllange des murinen MR
aus HT22-cDNA amplifiziert werden (s. 2.3.6d). Die Tag-Polymerase wurde flr
Kontrollreaktionen benutzt, hierbei war die Fehlerrate irrelevant, da die amplifizierten
Produkte nicht weiter verarbeitet wurden.

a) Standard-PCR

Standard-PCR-Reaktionen wurden in einem 50 pl Endvolumen nach folgendem

Schema durchgefiihrt:
Sul 10x Polymerasepuffer
10 pmol Primer 1
10 pmol Primer 2
200 uM dNTP-Mix
1-50 ng DNA-Template
25U Polymerase
ad 50 pl ddH,0

Die Menge DNA-Template bewegte sich zwischen 10-50 ng, mit Ausnahme der
Reaktionen mit der Pfu-turbo. Fir dieses Enzym erwies sich 1-5 ng DNA-Template als
optimal. Die Anzahl der jeweiligen Zyklen und verschiedenen Temperaturschritte einer
Standard-PCR-Reaktion sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle. 3: Standardisierte PCR-Reaktion zur DNA-Amplifikation von verschiedenen
Templaten

Plasmid-DNA
1. Denaturierung
2. regulare 94°C / 45 sek.
Denaturierung
Annealing max. 63°C / 45 sek.
Elongation abhangig von
FragmentgroRe,
68°C bzw. 72°C
Letzte Elongation 4-7 min. /72°C
Zyklen 30
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Die Annealing-Zeit betrug in der Regel 45 Sekunden, die Temperatur wurde jeweils
an das entsprechende Primer-Paar angepasst. Zur Ermittlung der Annealingtemperatur wurden
die Primersequenzen mit dem Programm VectorNTI analysiert. Fir die PCR-Reaktion wurde
von der errechneten Temperatur noch 3°C abgezogen. Die maximale Annealingtemperatur
betrug 63°C. Beim Anfiigen von Schnittstellen oder ,,Epitopen” wurden die ersten flinf
Zyklen mit einer niedrigeren Annealingtemperatur vollzogen, entsprechend der Temperatur
fur die komplementéaren Bereiche. Fir die weiteren 25 Zyklen wurde die hohere Temperatur,
entsprechend der gesamten Primersequenz, gewéhit.

Die Elongationszeit richtet sich nach der L&nge des zu amplifizierenden Fragmentes.
Das Temperaturoptimum fur die Elongation wurde dem Handbuch des Herstellers
entnommen. Es liegt in der Regel bei 72°C, mit einer Ausnahme, abhédngig von der
FragmentgroRe kann das Temperaturoptimum der Pfu turbo bei 68°Cliegen.

b) PCR fiur die Klonierung der HA-PR-Mutanten

Alle Konstrukte der HA-PR-Mutanten wurden aufgrund ihres hohen GC-Gehalts mit
der Herculase Il Fusion amplifiziert. Die Reaktion wurde in 50 pl Endvolumen wie folgt
durchgefihrt.

10 i 5x Herculase 11 Reaktionspuffer
12, 5 pmol Primerl

12, 5 pmol Primer2

250 pM dNTP-Mix

30 ng DNA-Template

8% DMSO

1l Herculase Il

ad 50pl ddH,0
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Tabelle 4: PCR-Reaktion zur DNA-Amplifikation von GC-reichen Templaten

GC-reiche DNA | Touch-down-PCR:
z.B. HA-PRAH
1. Denaturierung 95°C /3 min. 95°C /3 min.
2. regulére Denaturierung | 95°C/45sek. | 95°C /45 sek.
Annealing max. 63°C /45 | 56 °C-50°C schrittweise mit einer
sek. Differenz von 2°C; bis 52°C: 5
Zyklen mit 50°C: 25 Zyklen
Elongation abhéngig von 72°C /70 sek.
FragmentgroRe,
72°C
Letzte Elongation 4-7 min. 72°C [ 4 min.
Zyklen 30 45

HA-PRAH wurde in zwei Schritten Kkloniert. Im ersten Schritt wurden parallel die
beiden Fragmente N-terminal und C-terminal vor bzw. hinter der Deletion amplifiziert. Das
N-terminale Fragment wurde in einer Touch-down-PCR-Reaktion generiert. Die Ligation der
beiden Produkte erfolgte via PCR (Abb. 9).

c) Ligation via PCR

Diese Methode der PCR wurde angewandt flr die Klonierung aller HA-PR-Deletions-
mutanten, der Flag-BAG-Ubidel-Mutante, sowie der mMMR-GRLBD-Chimare und der Flag-
mMR-Punktmutanten. Die Amplifikation des gewiinschten DNA-Fragmentes wurde in zwei
aufeinander folgenden Reaktionen erreicht. Im ersten Schritt wurde in zwei getrennten
Ansatzen der DNA-Abschnitt vor und nach der Deletion (Mutation) mit Primern amplifiziert,
die komplementare Uberhange besitzen. AnschlieRend wurden beide Fragmente aus einem
Agarosegel isoliert, gereinigt und in gleichen molaren Verhéltnissen in eine zweite PCR-
Reaktion als DNA-Template eingesetzt. Abbildung 9 veranschaulicht diese Ligations-
strategie.
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Deletion/
Mutation
| p—
Start ) NN )
1. PCR-Reaktion
\/‘ Stop

2. PCR-Reaktion

4—
Stop

Abb. 9: Ligation zweier DNA-Fragmente mittels Polymerase-Ketten-Rektion.

Im Falle der mMR-GRLBD-Mutante so wie der meisten Flag-mMR-Mutanten wurde
die erste PCR-Reaktion mit 20 Zyklen und die zweite Reaktion mit 30 Zyklen programmiert.
Die Ligation dieser Fragmente im zweiten Schritt wurde in der Regel bei 68°C mit der Pfu
turbo durchgefihrt.

d) Amplifikation des murinen MR

Die Amplifikation des murinen MR zur Klonierung erfolgte in zwei Schritten. In der
ersten PCR-Reaktion wurde die vollstandige mMR-Sequenz aus HT22-cDNA amplifiziert.
Die Reaktion wurde wie folgt durchgefuhrt:

DNA-Template: 1 pl cDNA

10x Polymerasepuffer: S5ul

Primer (5-mMR for): 30 pmol

Primer (3-mMR rev): 30 pmol

dNTPs (10 mM): 2,5 pl (500 pMm)
BSA (2 mg/ml): 10 pl (0,4 pg/ml)
DMSO: 5 pl (10%)
PicoMaxx: S5U

ddH,0: ad 50 pl

Die Reaktion wurde in 30 Zyklen durchgefiihrt. Die erste Denaturierung erfolgte fir 3
min. bei 95°C. Alle weiteren Denaturierungsschritte wurden fir 45 sek. bei 95°C
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durchgefuhrt. Das Primer-Annealing fand fur weitere 45 sek. bei 57°C statt. Die Elongation
dauerte 8 min. und wurde bei 72°C durchgefuhrt. Ein letzter Elongationsschritt von 10 min.
bei 72°C wurde nach dem letzten Zyklus hinzugefiigt. Das Produkt dieser PCR-Reaktion
wurde aus dem Agarosegel extrahiert und 5 pl des Eluats wurden als Template in die zweite
PCR-Reaktion eingesetzt. In dieser Reaktion wurden die Schnittstellen fur die
Restriktionsenzyme zur Klonierung angefiigt. Mit den Primern 5-Eagl-mMR und 3-mMR-
Xhol wurden am 5°-Ende des PCR-Produkts eine Eagl und am 3"-Ende eine Xhol-
Schnittstelle generiert. Die PCR wurde wie eben beschrieben in einem Endvolumen von 100
pl durchgefuhrt. Das Produkt dieser Reaktion wurde wie in 3.3.11 beschrieben gereinigt,
verdaut, aus dem Agarosegel extrahiert (3.3.10) und in die Ligation mit dem entsprechend
geschnittenen pRK7-Vektorriickgrad eingesetzt. Die Klone enthielten vier Mutationen, die in
einem dritten PCR-Schritt wieder riickmutiert wurden.

e) Mutagenese von DNA-Fragmenten via PCR

Die Einfuhrung von einer oder mehreren Punktmutationen in DNA-Sequenzen wurde
mit dem ,,QuikChange Site-Directed mutagenesis Kit“ bzw. dem ,,QuikChange Multi Site-
Directed mutagenesis Kit“ durchgefuhrt. Beide Kits funktioniert in der Regel nicht mit dem
in unserem Labor verwendeten Standard-Vektor pRK5-SV40-MCS. Vor der Benutzung sollte
man die Firma kontaktieren, da mind. ein kommerzieller Vektor bekannt ist, der mit diesem
System nicht funktioniert. Beim Einflihren einer Mutation amplifizieren zwei komplementare
Primer (25-45mere), die in der Mitte die Mutation tragen, beide Strénge eines Plasmids mit
dem gewiinschten Insert. Beide Strdnge werden vollstdndig tber 12-18 Zyklen amplifiziert.
Da die Template-DNA aus dam’- Bakterien isoliert wurde, kann die Template-DNA im
Anschluss durch das Enzym Dpnl verdaut werden. Die Dpnl-Endonuclease schneidet
spezifisch methylierte oder hemimethylierte DNA und kann somit zwischen der Template-
und Produkt-DNA unterscheiden. AnschlieRend werden 10 pl des Restriktionsansatzes in 100
pl DHS5a transformiert.

Diese Methode der Mutagenese wurde in dieser Arbeit flr die Rickmutation des aus
cDNA amplifizierten mMR eingesetzt.

Fir die Einfuhrung mehrerer Mutationen (max. fiinf) werden Primer mit der gleichen
Orientierung verwendet, was zur Amplifikation eines Einzelstranges flhrt. Durch das
methylierungssensitive Restriktionsenzym Dpnl wird die Template-DNA abgebaut. Die
Amplifikation des zweiten Stranges findet nach der Transformation in den Bakterien statt.
Hierfir wurden die vom Hersteller empfohlenen Bakterien zur Transformation verwendet.
Diese Methode wurde verwendet um einige der pPRK7-mMR_Mutanten zu generieren.

Die genauen Angaben zur PCR-Reaktion und Transformation sind dem Handbuch des
Herstellers zu entnehmen.
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3.3.7 Enzymatische Spaltung von DNA

Mit dieser Methode werden Phosphodiesterbindungen beider DNA-Strange mittels
Restriktionsendonucleasen hydrolytisch gespalten. Die Puffer und Temperatur-Bedingungen
richten sich nach dem jeweiligen Restriktionsenzym. Die Puffer wurden nach Angaben des
Herstellers verwendet. Da es sich bei den Restriktionspuffern um 10-fach konzentrierte
Stockldsungen handelt, wurde jeweils ein 1/10 des Volumens des Restriktionsansatzes
verwendet. BSA (100x) wurde vorher 1:10 in autoklaviertem H,O verdinnt und ebenfalls mit
1/10 Volumen des Reaktionsansatzes eingesetzt.

Der Restriktionsverdau von PCR-Produkten erfolgte in 100 pul Endvolumen mit 20 U
Restriktionsenzym. Der Reaktionsansatz wurde, bis auf wenige Ausnahmen, ber Nacht bei
37°C inkubiert. Anschlielend erfolgte die Reinigung der DNA-Fragmente wie in 2.3.10
beschrieben.

Die Vektor-DNA wurde in einem Endvolumen von 80 ul enzymatisch gespalten.
Hierfur wurden 10 pg Vektor-DNA und 20 U Restriktionsenzym verwendet. Auch hier wurde
der Reaktionsansatz bis auf wenige Ausnahmen tber Nacht bei 37°C inkubiert. Ausnahmen
bildeten Restriktionsenzyme mit einem héheren Temperaturoptimum und diejenigen, die nach
Angaben des Herstellers ,,Star-Aktivitdt® entwickeln konnen. Die Vektor-DNA wurde
ausschlieBlich mittels praparativer Agarosegel-Elektrophorese gereinigt.

Die Kontrollspaltung klonierter Plasmide erfolgte in einem Endvolumen von 20-50 pl
mit 1-2g Plasmid-DNA und 4 U Restriktionsenzym.

3.3.8 Enzymatische Ligation

Wahrend der Ligationsreaktion der Vektor- und Insert-DNA werden 3 -OH mit 5'-
Phosphatgruppen durch die T4-DNA-Ligase unter ATP-Verbrauch kovalent durch die
Ausbildung von Phosphodiesterbindungen verkniipft.

Fur die Klonierung der Konstrukte dieser Arbeit hat es sich haufig empfohlen, die
Ligation in einem molaren Massen-Verhéltnis (Vektor:Insert) von 1:3 bzw. 1:5 anzusetzen.
Da alle Klonierungen mit zwei Restriktionsenzymen die (berhdngende Enden produzieren
erfolgte, wurde auf eine Dephosphorylierung des Vektrorlickgrates verzichtet. Die molaren
Massenverhaltnisse von Vektor und Insert wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese
bestimmt. Hierzu wurden gleiche Volumen beider DNA-L&sungen auf ein Agarosegel
aufgetragen und die Intensitdten verglichen. Anhand eines mitgefiihrten DNA-Standards,
dessen DNA-Mengen pro Bande bekannt war, konnte zusatzlich die Menge beider DNA-
Fragmente bestimmt werden. Flr die Ligationsansatze wurden zwischen 30 ng und 60 ng
Vektor-DNA eingesetzt und die, den oben genannten Verhaltnissen entsprechende Menge
Insert-DNA. Das Reaktionsvolumen betrug 20 pl und beinhaltete 100 U T4-Ligase. Die
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Ligation erfolgte fur 16 h bei 16°C, 10 h bei 10°C und wurde anschlieBend auf 4°C gekiihit.
In die Transformation wurden 10 pl eines Ligationsansatzes eingesetzt (vgl. 2.2.3).

3.3.9 DNA-Agarosegel-Elektrophorese

Loésungen: 10x TBE-Puffer pH 8,3: 90 mM Tris, 90 mM Borsaure,
2,5mM EDTA
5x DNA-Auftragspuffer pH 7,6:  60% Glyzerin, 50 mM Tris,
50 mM EDTA,
0,025% Bromphenolblau,
0,0025% Xylencyanol

Bei der Agarosegel-Elektrophorese konnen DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grole
aufgetrennt und analysiert werden. Fir DNA-Fragmente unter 500 bp wurden 1,5-2% (w/v)
Agarosegele gegossen, flr groBere Fragmente 1% (w/v) Agarosegele. Die entsprechende
Menge Agarose wurde in 1x TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst. Nach
der Zugabe von Ethidiumbromid (1:50000) in die etwas abgekihlte Losung wurde das Gel in
horizontalen Geltragern inklusive Kamm gegossen und solange gelagert, bis es erstarrt war.
Sobald das Gel fest war, wurde es zusammen mit dem Geltrdger in die Elektrophoresekammer
gelegt, mit 1x TBE-Puffer und Ethidiumbromid Gberschichtet. Nachdem der Kamm entfernt
wurde, wurden der DNA-Standard und die DNA-Proben geladen. Letztere wurden mit 1/5
Auftragsvolumen mit 5x DNA-Auftragspuffer versetzt. Die Elelektrophorese erfolgte,
abhangig von der Grolie der Kammer, bei 60-150 V.

3.3.10 DNA-Extraktion aus dem Agarosegel

Die Reinigung von DNA-Fragmenten nach enzymatischen Reaktionen erfolgte durch
Isolierung aus dem Agarosegel mit dem ,,QlAquick Gel Extraction Kit“ nach Angabe des
Herstellers.

Die DNA wurde unter UV-Licht mit einem Skalpell aus einem préparativen
Agarosegel ausgeschnitten, in sterile Eppendorf-Reaktionsgefalie tberfiihrt, abgewogen und
mit dem 3-fachen Volumen QG-Puffer versetzt. Das DNA-Agarosestiick wurde auf dem
Heizblock bei 50°C 10 min. geschmolzen und anschliefend in die mitgelieferten S&ulen
uberfuhrt. Nach der Entfernung des Agarose-Puffergemisches erfolgten zwei Waschschritte
mit 500 pl QG-Puffer und 750 ul PE-Ethanol-Puffer. Nach der vollstandigen Entfernung des
Ethanols wurde die DNA mit 30 pl (PCR-Produkte) bzw. 50 pl (Vektor-DNA) autoklaviertem
ddH,0 eluiert. Alle Angaben zu Zentrifugationsschritten sind dem Handbuch des Herstellers
zu entnehmen.
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3.3.11 Reinigung von DNA-Fragmenten mittels PCR-Reinigungs-Kit

Die Reinigung enzymatisch gespaltener PCR-Produkte erfolgte mit dem Qiagen
,»QIAquick PCR Purification Kit“ nach Angaben des Herstellers.

Der Restriktionsverdau wurde mit dem 5-fachen Volumen PB-Puffer versetzt und
anschlieBend in die mitgelieferten Sadulchen (Gberfihrt. Die Pufferlosung wurde durch
Zentrifugation abgetrennt und verworfen. Die auf die Sdulenmatrix prazipitierte DNA wurde
mit 750 pl PE-Ethanol-Puffer gewaschen. Nach der vollstandigen Entfernung des Ethanols
wurde die DNA mit 30 pl autoklaviertem ddH,O eluiert. Alle Angaben zu Zenrifugations-
schritten sind dem Handbuch des Herstellers zu entnehmen.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration
a) BCA-Kit

Standardmé&Rig wurde die Proteinkonzentration mittels BCA-Kit bestimmt. Die
Reaktion lauft in zwei Schritten ab. Im ersten Schritt, der Biuret-Reaktion, werden einwertige
Kupferionen gebildet (Protein + Cu®* in alkalischer Lésung > Cu®). Im zweiten Schritt
erfolgt der spezifische Nachweis der einwertigen Kupferionen durch das wasserldsliche
Natriumsalz der Bicinchoninsaure (BCA). Die Interaktion von einem Cu*-lon mit zwei BCA-
Molekiilen fihrt zur Bildung eines wasserloslichen, violetten Chelats mit einem
Absorptionsmaximum bei 562 nm. Somit kann die Proteinmenge photometrisch quantifiziert
werden. Die Messung erfolgte in 96-Well Mikrotiterplatten. Als Standardreihe wurde BSA
mitgefuhrt, in den vom Hersteller empfohlenen Konzentrationen.

Es wurden von jeder Standardkonzentration sowie von jeder Probe 10 pl pro Well (in
Triplikaten) vorgelegt. AnschlieRend wurden 80 ul der BCA-Reagenzien, im Verhaltnis 1:50
gemischt (siehe Handbuch), zugegeben und die Platte fir 20 min. bei 37°C inkubiert. Die
Absorption wurde in einem Plattenleser nach Angaben des Herstellers gemessen.
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b) Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford ist ebenfalls eine photometrische
Quantifizierung der Proteinmenge. Diese Methode wurde zur Bestimmung der
Proteinkonzentration in Puffern mit Reduktionsmitteln angewandt. Die ,,aktive® Komponente
im Bradford-Reagenz ist Coomassie Brilliant Blau, welches mit basischen Aminoséuren
reagiert, wodurch sich sein Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Als
Standard wurde 1gG mit einer Konzentration von 1,4 pg/ul mitgefihrt. In Tabelle 5 ist das
Pipettierschema der Standardreihe dargestellt.

Tabelle 5: Pipettierschema der Eichkurve mit 1gG (1,4 pg/ul) als Standard und der
eingesetzten Proteinmenge flr die Eichgerade.

Standardreihe Mg 1gG ul Puffer ul 1gG
A 24,15 34,5 34,5 des Stocks
B 12,075 34,5 34,5 von Probe A
C 6,0375 34,5 34,5 von Probe B
D 3,01875 34,5 34,5 von Probe C
E 0,000 34,5 0-Wert = Blank

Das Bradford-Reagenz wurde vor der Zugabe zu den Proben 1:5 mit ddH,O verdinnt.
AnschlieBend wurde zu 34,5 ul Proteinextrakt (Standard und Probe) 1 ml Bradford-Reagenz
hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 min. bei Raumtemperatur erfolgte die
Proteinbestimmung bei 595 nm. Es ist darauf zu achten, dass sich die ODsgs-Werte der
gemessenen Proben innerhalb der OD-Werte der Eichgerade befinden.
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3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Loésungen: 4x Trenngel-Puffer pH 8,8: 1,5 M Tris-HCI

Sammelgel-Puffer pH 6,8: 1 M Tris-HCI

10x Lammli-Laufpuffer: 250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 0,5% SDS

5x Lammli-Auftragspuffer: 40% Glyzerin, 160 mM Tris-HCI pH 6,8,
5% B-Mercaptoethanol, 5% SDS,
0,025% Bromphenolblau

APS 10% (w/v): 1gin10ml

Acrylamid, TEMED, Isopropanol

Durch eine sogenannte SDS-PAGE konnen Proteine gemél ihrer Molekulargewichte
aufgetrennt werden. Das negativ geladene SDS lagert sich an die Proteine an, wobei die
Anzahl der angelagerten Molekile proportional zur ProteingroRe ist. Somit wird die
Eigenladung der Proteine ,,maskiert und die Auftrennung im elektrischen Feld nur noch von
den angelagerten SDS-Molekiilen bestimmt. Das Polyacrylamid-Gel (PAA-Gel) besteht aus
einem oberen Sammelgel und einem unteren Trenngel. Beide Gele weisen unterschiedliche
pH-Werte auf, was zu unterschiedlichen lonenverhaltnissen der beiden Gele fuhrt. Aufgrund
dieser Anderung der lonenverhaltnisse vom Sammel- zum Trenngel, laufen die Proteine im
Sammelgel schneller. Beim Ubergang in das Trenngel werden die Proteine zu einer scharfen
Lauffront konzentriert. Nach ihrem Eintritt in das hoher prozentige Polyacrylamid-Gel erfolgt
die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer GroRe.

Fur die Herstellung der PAA-Gele wurden Glasplatten mit 1 mm breiten ,,Spacern*
verwendet. Die Trenngele (10-15%, vgl. Tabelle 6) wurden nach dem Giellen sofort mit
Isopropanol (berschichtet, wodurch eine scharfe Trennkannte entstand. Nach der
Polymerisation wurde das Isopropanol grindlich entfernt und die Trenngele mit dem
Sammelgel Uberschichtet. Zur Bildung der Ladetaschen wurden die systemeigenen Kdmme
verwendet.

Die Proteinproben wurden mit 1/5 Volumen Lammli-Auftragspuffer versetzt und fur 5
min bei 94 °C denaturiert. Zur Reduktion von Disulfidbriicken ist im Auftragspuffer B-
Mercaptoethanol enthalten. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in den dazugehtrigen
BioRad SDS-Gelelektrophoresekammern. Bis zum Einlaufen in das Trenngel wurden 80-
100V Spannung angelegt. Sobald die Auftrennung begann, wurde die Spannung auf 140-
160V erhoht. AnschlieBend wurden die Proteine direkt im Gel mit Coomassie Blue G
angefarbt oder auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert und immunologisch
charakterisiert.
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Tabelle 6: Verwendete Losungen und eingesetzte Volumina fur zwei Trenngele und zwei
Sammelgele. Die Volumina sind in ml angegeben.

Trenngele (10ml): Sammelgele
(5ml):

10% 11% 12% 15% 5%

Acrylamid-Bis 30% 3,3 3,7 4,0 5 0,83

H,O 4 3,6 3,3 2,3 34

4x Trenngel-Puffer

1,5M Tris-HCI 2,5 2,5 2,5 2,5 -

(pH 8,8)

Sammelgel-Puffer

1,0M Tris-HCI - - - - 0,63

(pH 6,8)

10% SDS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05

10% APS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05

TEMED 0,004 0,004 0,004 | 0,004 0,005

3.4.3 Kolloidal Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

3x Fixierlésung: 90% EtOH, 6% Phosphorsaure
Féarbeldsung: 17% Ammoniumsulfat, 2% Phosphorsédure, 34% Methanol
Coomassie: Brilliant Blue G, 1 mg/ml

LOsungen:

Coomassie féarbt basische Aminosauren und wurde hier fiir die Farbung der Gele fur
die quantitative Analyse verwendet.

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurde das Gel kurz mit dH,O gespult und
anschlieBend in 50 ml 1x Fixierlésung uber Nacht bei Raumtemperatur auf dem Schiittler
inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Gel dreimal fur 20 min. mit ddH,O gewaschen.
AnschlieRend folgte eine einstiindige Equilibrierung in 50 ml Farbelésung. Fur die Farbung
wurden nach einer Stunde 50 mg Brilliant Blue G Coomassie auf der Oberflache der
Farbeldsung verteilt. Die Endkonzentration der Coomassie-L6sung betrug somit 1 mg/ml. Das
Gel wurde fur drei Tage bei Raumtemperatur auf dem Schittler gefarbt. War der Hintergrund
zu stark war, wurde das Gel nach der Farbung so lange wie gewinscht in ddH,O gewaschen,
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um die Hintergrundfarbung zu minimieren. Die so gefarbten Gele kdnnen mit etwas ddH,0 in
Plastikfolie eingeschweilt, bei 4°C gelagert werden.

3.4.4 Westernblot-Analyse:

Loésungen: Wetblot-Puffer: 125 mM Tris, 190 mM Glycin, 20% MetOH

+/- 0,04% SDS

10x TBS pH 7,6: 100 mM Tris, 1,5 M NaCl

1x TBST: 10 mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM NacCl,
0,1% Tween

Ponceau-L6sung

2-5% Milch in 1x TBST

»otripping”-Puffer pH 2,2: 0,2 M Glycin, 1% Tween,

1% SDS (frisch zugeben)

Luminol: 250 mM 3-Aminophtahhydraizid in DMSO
Coumarinsaure: 90 mM Coumarinsdure in DMSO
ECL-Reagenz: 100 mM Tris-HCI pH 8,5, 50 pl Luminol,

22 pl Coumarinsaure, 3 pl H,O,
Immobilon Western (chemiluminescence HRP-Substrat, Millipore)

Der Protein-Transfer wurde im Wetblot-Verfahren durchgefihrt. Hierbei werden die
Proteine aus dem SDS-Polyacrylamid-Gel durch ein elektrisches Feld auf eine Nitrozellulose-
oder PVDF-Membran Ubertragen, wo sie kovalent an das Membran-Material binden. Der
Transfer wurde mit 250 mA (fir zwei Gele) durchgefihrt.

Der Westernblot ermdglicht die immunologische Charakterisierung der im
denaturierenden Polyacrylamid aufgetrennten Proteine. Durch den Einsatz spezifischer
Antikorper konnen einzelne Proteine auf der Membran detektiert werden. Ein erster
Antikorper bindet an ein bestimmtes Epitop auf der Membran. Mit Hilfe eines zweiten
Antikorpers, der Ober den Fc-Teil der schweren Kette an die Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt ist, kann diese Bindung durch Chemilumeneszenz nachgewiesen werden. Die
Meerrettich-Peroxidase  katalysiert die Oxidation von Luminol (ein zyklisches
Diazylhydrazid) in Gegenwart von H,O,. Elektronen im Luminol werden angeregt. Sinken
diese Elektronen wieder auf ihren Grundzustand ab, wird Licht emittiert. Durch das Auflegen
eines Rontgenfilms, der durch diese Lichtemission geschwarzt wird, konnen die
Antikorpersignale visualisiert werden. Diese Antikorpersignale kdnnen auch direkt mit Hilfe
einer Kamera aufgenommen werden (Imaging-System, Kodak).

Die Polyacrylamid-Gele wurden nach der Elektrophorese in Wetblot-Puffer
equilibriert, ebenso die Nitrozellulose-Membran. Der Blot wurde in den dafiir vorgesehenen
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Blot-Vorrichtungen (,,Sandwiches*, schwarz-wei) von BioRad zusammengebaut. Der
Aufbau in der Blot-Vorrichtung erfolgte von schwarz nach weifd (minus nach plus).

- Blot-Schwamm

- zwei Whatman-Papiere

- Gel

- Nitrocellulose-Membran

- zwei Whatman-Papiere

- Blot-Schwamm

Alle bendtigten Materialien wurden vorher in Blot-Puffer &quilibriert bzw.
eingeweicht. Das Zusammenbauen des Blots erfolgte unter Blot-Puffer, um die Bildung von
Luftblasen zu verhindern. Im Anschluss wurden die Blot-Vorrichtungen in die Blot-Kammern
uberfuhrt, mit Kuhl-Akkus versehen und mit Blot-Puffer aufgefullt. Der Transfer erfolgte mit
250 mA pro Kammer (zwei Blots) flr zwei Stunden bei Raumtemperatur. 15% Gele wurden
mit 0,04% SDS im Wetblot-Puffer geblotet, darum erfolgte der Transfer ohne Kuhl-Akkus bei
4°C unter Rihren.

Nach zwei Stunden wurden die Membranen zur Kontrolle des Proteintransfers mit
Ponceau angefarbt. Mit 1x TBST wurden die Membranen wieder entfarbt, bevor sie mit 5%-
Milchpulver in 1x TBST fur mindestens 30 min. (Raumtemperatur), meistens aber tiber Nacht
bei 4°C geblockt wurden, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. AnschlieRend
wurden die Blots mit dem primaren Antikorper versehen (siehe 2.5) und (ber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1x TBST wurde fir eine Stunde bei
Raumtemperatur der sekundare Antikorper zugegeben (siehe 2.5). Nach drei weiteren
Waschschritten mit 1x TBST erfolgte die Detektion mittels Immobilon Western HRP
Substrat. Das ECL-Reagenz wurde zur Detektion der Cofaktoren der Westernblots der
Reportergen-Experimentes verwendet. Alle in dieser Arbeit gezeigten Blots wurden mit dem
Imaging-System von Kodak aufgenommen. Es wurde jedoch zusétzlich auch ein Rontgenfilm
entwickelt, um sicher zu stellen, dass die Hohe der detektierten Banden der zu erwartenden
Proteingrofe entspricht.

Da mehrere Proteine auf einer Membran detektiert wurden, war es nétig, die
gebundenen Antikorper wieder zu entfernen. Hierfur wurden die Membranen Uber Nacht bei
Raumtemperatur in ,,Stripping“-Puffer inkubiert. Danach wurden die Membranen zweimal
kurz mit 1x TBST gespult, anschlieRend erneut geblockt, und es wurde weiter verfahren wie
oben beschrieben.
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3.4.5 Farbung von Nitrozellulose-Membranen mit Amidoschwarz

Loésungen: Amidoschwarz-Farbelésung: 0,5% Amidoschwarz, 40% MetOH,
10% Essigsaure
Entfarbelosung: 40% MetOH, 10% Essigsaure

Diese Methode wurde ebenfalls zur Kontrolle des Transfers oder als Ladungskontrolle
verwendet. Die Farbung ist reversibel aber nicht so sensitiv wie die Farbung von Proteinen im
SDS-Gel mit kolloidal Coomassie. Die Membran wurde fur 10 min. bei Raumtemperatur in
Amidoschwarz-Farbelésung inkubiert. Anschlieend wurde solange mit Entfarbelésung
gewaschen, bis die Hintergrundfarbung so minimal wie moglich war. Die so gefarbten
Membranen wurden kurz mit ddH,O gespult und eingeschweif3t und bei 4°C gelagert.

3.4.6 Protein-Protein Co-Immunprazipitation

Lésungen: Lysispuffer A": 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 130 mM NaCl,

20 mM Na;MoO,, ImM EDTA, 10% Glyzerin,
0, 5% TritonX-100,
Proteaseinhibitor-Cocktail (1:100), 2 mM PMSF
(frisch hinzufiigen)

1x TBS pH 7,6: 10 mM Tris, 150 mM NacCl

1x PBS

0,1M Glycin pH 3,5 und pH 2,5

1x Flag-Peptid:  Stocklsg.: 5 mg/mi
Endkonz.: 100 ng/ul in 1x TBS

1x HA-Peptid:  Stocklsg.: 5 mg/ml
Endkonz: 100 ng/ul in 1x PBS

Die Co-Immunprazipitation (ColP) ist eine Madoglichkeit, physikalische
Wechselwirkung  zwischen  Proteinen  nachzuweisen. Das Prinzip einer Co-
Immunprazipitation ist in Abbildung 10 dargestellt.

Alle ColP-Experimente wurden mit Zellextrakt durchgefiihrt. Das Protein von
Interesse wurde Uber spezifische AntikOrper an einer Agarose- oder Sepharose-Matrix
immobilisiert. Interagiert das Protein mit anderen zellularen Proteinen, werden diese tber das
immobilisierte Protein ebenfalls an die Matrix gebunden. Nach mehreren Waschschritten zur
Entfernung unspezifischer Bindungspartner, wurde das prazipitierte Protein eluiert und somit
auch dessen Interaktionspartner. Die Proteine im Eluat kdnnen anschlieBend Uber ein
Polyacrylamid-Gel der Grol3e nach aufgetrennt und im Westernblot immunologisch analysiert
werden.
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Abb. 10: Prinzip der Co-Immunprazipitation (ColP). Der Antikérper immobilisiert Protein A und
gleichzeitig dessen Interaktionspartner B und C.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Antikorper fir die ColP verwendet, anti-
Flag- und anti-HA. Beide Antikorper sind kovalent an eine Agarose-Matrix gekoppelt. Das im
folgenden Abschnitt beschriebene experimentelle VVorgehen ist fiir beide Antikdrper gleich,
mit zwei Ausnahmen, im Falle der HA-Agarose wurde 1x PBS statt 1x TBS fur die
Waschschritte verwendet und 0,1 M Glycin pH 2,5 an Stelle von pH 3,5.

HEK 293 Zellen wurden fur die Elektroporation 1:4 in steroidfreies DMEM-Medium
in der entsprechenden Anzahl 60 cm?-Kulturschalen ausgesat. Pro Ansatz wurde eine Schale
verwendet. Nach zwei Tagen wurden die Zellen mit der Plasmid-DNA der zu untersuchenden
Proteine cotransfiziert. Fur die Flag-ColP wurden 8 pg Flag-Cofaktor Plasmid-DNA und
jeweils 2 pg HA-Rezeptor Plasmid-DNA verwendet. Fir die HA-ColP wurden 8 pg des
Expressionsplasmids fiir den HA-Rezeptor und 2 pg des Flag-Cofaktor kodierenden Plasmids
eingesetzt. Drei Tage nach der Elektroporation wurden die Zellen mit 1 ml kaltem 1x PBS
abgekratzt und bei 371 x g und 4°C flr 4 min. zentrifugiert. Anschlieend wurden die Zellen
in 500 pl Lysispuffer A" pro Ansatz resuspendiert und eine Stunde auf Eis lysiert. Durch
einen weiteren Zentrifugationsschritt mit 25000 x g bei 4°C fir 10 min. wurde der Zellextrakt
(Uberstand) fir die ColP generiert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA-Kit
bestimmt.

Pro Ansatz wurden 50 pl Antikérper-Agarose-Suspension verwendet. Die
Vorbereitung der Agarose erfolgte mit der gesamten, fir das Experiment bendtigten Menge.
Erst kurz vor Zugabe des Zellextraktes wurde die Antikdrper-Agarose zu gleichen Mengen
auf 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt.

Die Agarose wurden dreimal mit 500 pl kaltem 1x TBS/1x PBS bei 10000 g und 4°C
fir 30 sek. gewaschen. AnschlieRend erfolgte ein Waschschritt mit kaltem 0,1 M Glycin pH
3,5/2,5 um ungebundene bzw. nicht vollstandig gebundene Antikorper zu entfernen. In zwei
weiteren Waschschritten wurde der pH-Wert wieder neutralisiert. Fur den dritten
Waschschritt wurde die Agarose in einem hoéheren Volumen resuspendiert und gemaR der
Anzahl an Proben gleichmalRig auf frische 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefale verteilt und ein
letztes Mal mit 10000 x g bei 4°C fir 30 sek. zentrifugiert. Vor der Beladung der Agarose mit
Zellextrakt wurde der Uberstand vollstandig entfernt. Jeder Ansatz wurde mit 1,5 mg
Zellextrakt versehen und mit Lysispuffer A" auf ein Endvolumen von 1 ml auf gefllt. Hier
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empfiehlt es sich, zuerst den Puffer auf die Agarose zu geben, um unspezifische Bindungen
zu reduzieren. Nach Zugabe des Zellextrakts wurden die Proben Uber Nacht auf einem
Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben dreimal mit kaltem
1x TBS/1x PBS gewaschen in dem sie wiederum mit 10000 x g bei 4°C fir 30 sek.
zentrifugiert wurden. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte mit 50ul Flag-Peptid/HA-
Peptid (100 ng/ul) in 1x TBS/1x PBS bei 4°C fiir eine Stunde auf dem Uberkopfschiittler. Im
Anschluss daran wurden die Proben ein letztes Mal mit 10000 x g fur 1 min. bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand (50ul) wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaR
uberfuhrt und mit 15ul Lammli-Auftragspuffer versehen. Die Proteine wurden bei 95°C fir 5
min. denaturiert.

3.4.7 Quantifizierung der Westernblots und Coomassie-Gele

Die Quantifizierung der Co-Immunprézipitationsexperimente wurde mit der 1D Image
Analysis Software 3.6 durchgefiihrt. Fir die Quantifizierung des Rezeptors sowie der
endogenen Proteine wurde der Westernblot verwendet.

Die prézipitierte Menge an Rezeptor wurde zuerst auf die Expressionskontrolle (Lysat)

normalisiert (%zX) und anschlielend auf die Menge prazipitierten Cofaktors

(Fla;—_lp). Die co-prazipitierten endogenen Proteine wurden direkt auf den Antikdrper-

prazipitierten Cofaktor normalisiert. Die Menge an prazipitiertem Cofaktor wurde in kolloidal
Coomassie geféarbten Gelen quantifiziert. Da es sich bei den Cofaktoren um Hsc70/Hsp70
Cochaperone handelt, konnte die Menge an coprézipitiertem Hsc70/Hsp70 ebenfalls tUber
Coomassie gefarbte Gele ermittelt werden. Die Quantifizierung kann auf zwei verschiedene
Arten mit dieser Software erfolgen. Es kénnen die ROI (region of interest) ermittelt werden
oder die Bandendicke mit Hilfe des Histogramms. Wahlt man die Methode der ROI, dann
muss der Blot-Hintergrund mitbestimmt werden, der vor der Normalisierung von allen
Proben-Werten abgezogen wird. Fur die Quantitative Analyse wurden jeweils die Werte der
Netto-Intensitat (Net-Intensity) verwendet.

Fur die Quantifizierung der ColP-Westernblots wurde die Bandendicke mit Hilfe des
Histogramms bestimmt. Das gleiche gilt fur die Quantifizierung der Coomassie-Gele.

Die Quantifizierung der Westernblots der Hormonbindungsanalyse erfolgte mit der
ROI-Methode, da die Banden teilweise schon stark gesattigt zu sein schienen.
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3.4.8 Polarisationsexperiment: Hormonbindungsanalyse

Loésungen: 2X Tris-Puffer pH 7,4: 10 mM Tris, 2 mM EDTA
TGW-Puffer (200 ml): 100 ml 2x Tris-Puffer, 10 ml Glyzerin
ad 200 ml auffullen mit ddH,0
200 mM PMSF: in EtOH
TGW™*-Puffer (25ml): 24, 5 ml TGW-Puffer, 3, 5 ul B-Mercaptoethanol
250 pl Proteaseinhibitor-Cocktail,
250 pl PMSF (200 mM)
Alle Puffer wurden bei 4°C gelagert. PMSF wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.
Der Proteaseinhibitor-Cocktail, PMSF und p-Mercaptoethanol sind vor der Verwendung
frisch hinzuzugeben.

Mit dem ,,PolarScreen™ Glucocorticoid Receptor Competitor Assay Kit, Far Red*
von Invitrogen wurde die Hormonbindungsfahigkeit des GR in Anwesenheit und ohne
Cofaktor gemessen. Diese Methode macht sich eine Eigenschaft von fluoreszierenden
Molekiilen in Losung zu nutze. Werden die Molekile mit polarisiertem Licht angeregt,
emittieren sie wiederum polarisiertes Licht, das mit den entsprechenden Filtern gemessen
werden kann. Bei dieser Messung wird zweimal mit polarisiertem Licht angeregt, einmal
parallel und einmal senkrecht. Die gemessene Polarisation wird mit der Einheit [mP]
angegeben. Mit nachfolgender Formel wurden die mP-Werte berechnen.

parallel — senkrecht
= * 1000

P =
m paralel + senkrecht

In diesem Kit wird ein selektiver GR Agonist verwendet, an den ein Fluorochrom
gekoppelt ist. Die Anregungswellenldnge betragt 610 nm. Die Emission wird bei 670 nm
gemessen. Diese Verbindung, Fluoromon genannt, wird in subsaturierenden Konzentrationen
verwendet. Im Gegensatz zu den herkémmlichen Hormonbindungsstudien, wird hier nicht die
Hormonkonzentration, sondern die Rezeptormenge titriert. Es wird bei einer konstanten
Fluoromon-Konzentration von 4 nM gemessen. Wie in Abbildung 11 dargestellt, emittiert das
freie Fluoromon in LOsung weniger polarisiertes Licht, es besitzt somit eine niedrigere
Polarisation. Nach Zugabe von GR-Molekiilen, die in der Lage sind, das Fluoromon zu
binden, wird eine hdhere Polarisation bei 670 nm gemessen, da das Fluoromon immobilisiert
wurde.
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Abbildung 11: Prinzip des Polarisationsexperiments (nach dem Handbuch des Herstellers,
Invitrogen, Karlsruhe).

HEK 293 Zellen wurden fir diese Experimente zwei Tage vor der Elektroporation in
steroidfreiem  DMEM-Medium 1:4 ausgesit. Pro Ansatz wurden 10x 60 cm?-Schalen
verwendet. Die Zellen wurden mit 3,5 pug HA-GR Expressionsplasmid und 6,5 pg der
Plasmid-DNA der jeweiligen Flag-Cofaktor bzw. 6,5 ug pRK5-SV40 MCS als Kontrolle
cotransfiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen trypsinisiert, zentrifugiert und in kaltem
TGW™*-Puffer nach der Dounce-Methode homogenisiert. AnschlieRend erfolgte der erste
Zentrifugations-schritt mit 25000 x g bei 2°C fiir 20 min. Der Uberstand wurde in der
Ultrazentrtifuge mit 32000 rpm (Beckman Ultrazentrifuge, SW60-Rotor) fur eine Stunde bei
2°C ein weiteres Mal zentrifugiert. In dem Uberstand der Ultrazentrifugation wurde die
Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt (siehe 2.4.1b). Fir die Experimente wurden alle
Proben auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellt. Die Herstellung des Assay-Puffers
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Das mitgelieferte Fluoromon (400 nM) wurde auf 8
nM mit Assay-Puffer eingestellt. Dabei wurden ,,low binding“ ReaktionsgefalRe verwendet.
Gemessen wurden acht verschiedene Messpunkte, die wie in Tabelle 7 angegeben, hergestellt
wurden. Ein Messpunkt entspricht also einer definierten Lysatmenge.

Die Messung der Polarisation erfolgte in 384-Well Mikrotiterplatten (,,low binding*).
Hierfur wurden in jedes Well 20 ul Fluoromon (8nM) vorgelegt und 20 ul Probe zugegeben.
Nach einer kurzen Durchmischung der Platte erfolgte die Messung bei einer
Anregungswellenlange von 610 nm. Die Emission wurde bei 670 nm gemessen. Die
Durchschnittstemperatur betrug 25°C. Die Kinetik wurde in den kirzest moglichen
Abstanden Uber ca. 3 Stunden gemessen.

Alle Arbeitsschritte mit Ausnahme der Proteinbestimmung und der Polarisations-
Messung fanden auf Eis bzw. 4°C statt.
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Tabelle 7: Pipettierschema fiur die Polarisationsexperimente. Bei einer konstanten
Fluoromon-Konzentration (4nM) wurde die Proteinmenge in dreifachen Verdinnungs-
schritten titriert.

Messpunkt Assay-Puffer (AP) in pul Probe
1 - 45ul unverdiinnte Probe
2bisn 30 15 pl von n-1

3.4.9 Bestimmung der Menge an hormonbindungsfahigem Rezeptor mit [*H]-
Kortikosteron

Lésungen: TGW**: 5 mM Tris, 40 mM Natriummolybdat,
1 mM EDTA, 10% (v/v) Glyzerin
Aktivkohle/Dextran-Suspension: 375 mg Aktivkohle, 37,5 mg Dextran
In 10 ml TGW*®* resuspendieren
Beide Losungen wurden bis zu ihrer Verwendung bei 4°C gelagert.

Die Menge an hormonbindungsfahigem GR wurde in Lysaten mit der maximalen
Proteinmenge bestimmt, die auch fir die Polarisationsexperimente eingesetzt wurden. Es
wurden 50 pl Zellextrakt mit der gewiinschten Proteinmenge mit 50 pul TGW*®* gemischt.
AnschlieRend wurden die Proben mit 50 pl [°H]-Kortikosteron mit einer Konzentration von
300 nM versetzt und gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 4°C erfolgte ein
Hitzeschritt im Wasserbad bei 25°C fur 30 min. Durch die Zugabe von 50 ul der
Aktivkohle/Dextran-Suspension wurde freies Hormon von an Rezeptor gebundenem Hormon
abgetrennt. Hierflr wurde die Mischung erst 10 min auf Eis inkubiert. Die Abtrennung
erfolgte durch einen Zentrifugationsschritt bei 12000 x g fiir 1 min.. Vom Uberstand wurden
100 pl abgenommen und in Szintillationsrohrchen Gberfiihrt und mit 2,3 ml Szintillations-
losung versetzt. Nachdem die Proben gut gemischt wurden, damit eine homogene Ldsung
entstent, wurde die gebundene Radioaktivitat im Scintillation-Counter bestimmt. Als
Kontrolle (KH) fir die Abtrennung des ungebundenen Hormons wurde die gleiche Menge
Puffer mit radioaktivem Hormon versetzt. Die zelleigenen Hintergrundbindung wurde in
untransfiziertem Lysat (LE) ermittelt. Fur die Berechnung der Menge an
ligandenbindungsfahigem GR wurde sowohl der Kontrollwert (KH) als auch der Wert der
Hintergrundbindung (LE) von den Proben-Werten (P) subtrahiert ((P — KH) — (LE — KH)).
Die gemessenen Werte der Rezeptor-Kontrolle (nur HA-GR) wurden auf 100% festgelegt und
als Bezugspunkt fiir die Berechnung der gebundenen Hormonmenge in den verschiedenen
Ansatzen verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von BAG-1M auf den Progesteronrezeptor (PR): Funktions- und
Interaktionsanalyse

Die Eigenschaft von BAG-1 (Bcl-2 associated athanogene 1), in seiner Wirkung
zwischen dem Glukokortikoidrezeptor (GR) und dem Mineralokortikoidrezeptor (MR) zu
diskriminieren, macht es zu einem attraktiven Kandidaten fir zukiinftige Studien. Aus diesem
funktionellen Unterschied konnten sich vielversprechende Ansétze fur die Entwicklung von
spezifischen Medikamenten zur Verbesserung der GR-Signaltransduktion ergeben. In diesem
Zusammenhang ist es wichtig, die Wirkung von BAG-1 auf verwandte SR zu kennen. Der
GR, der Androgenrezeptor (AR) sowie der Ostrogenrezeptor (ER) wurden diesbeziiglich
bereits untersucht (Kullmann et al., 1998; Schneikert et al., 1999; Froesch et al., 1998;
Shatkina et al., 2003; Cutress et al., 2003). In der Literatur finden sich bislang keine Angaben
uber den Einfluss von BAG-1 auf den Progesteronrezeptor (PR), der zur Klasse | der SR
gehort. Im folgenden Abschnitt soll untersucht werden, ob BAG-1M einen Einfluss auf die
Funktion des PR ausiibt, und ob sich dieser gegebenenfalls mechanistisch mit der
Wirkungsweise von BAG-1M auf den GR oder AR vergleichen lasst.

4.1.1 Inhibition der Aktivitat des Progesteronrezeptors durch BAG-1M

Der Einfluss von BAG-1M auf die funktionelle Aktivitit des PR wurde in
Reportergen-Experimenten untersucht. Als Reportergen wurde die Luciferase aus dem
Glihwirmchen Photinus pyralis (Firefly) unter der Kontrolle MMTV-Promotors (mouse
mammary tumor virus) verwendet (Hollenberg & Evans, 1988). Dieser Promotor wird durch
SR aktiviert, die an seine Glukokortikoid-responsiven-Elemente (GRE) binden. Als Substrat
fur die Firefly-Luciferase wurde D-Luciferin verwendet. Unter Substratsattigung fihrt die
Umsetzung von Luciferin (siehe 3.1.7) zu einer messbaren Photonen-Emission, die
proportional zur exprimierten Menge an Luciferase-Protein ist, und somit auch proportional
zur Aktivitat des zu untersuchenden SR. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde eine
zweite Luciferase aus Gaussia princeps (Gaussia) benutzt. Transkribiert von dem konstitutiv
aktiven CMV-Promotor (Cytomegalovirus) wird sie Rezeptor-unabhéngig exprimiert. Das
Substrat der Gaussia ist Coelenterazin, welches ebenfalls in einer Lumineszenz-Reaktion
umgesetzt wird. Beide Enzyme haben unterschiedliche Reaktionsoptima und kénnen daher im
selben Extrakt nach Anpassung der Pufferbedingungen gemessen werden.

Da der inhibitorische Effekt von BAG-1 auf die GR-Aktivitat von der Interaktion mit
Hsc70/Hsp70 (heat shock cognate 70 kDa protein/heat shock 70 kDa protein) abhangig ist
(Schneikert et al., 2000; Schmidt et al., 2003), wurde eine Mutante von BAG-1M (BAG-
IM_mut) als Kontrolle fur die Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit mitgefiihrt.  Ein
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Aminosdureaustausch (R237A) in der C-terminalen BAG-Domane fiihrt bei dieser Mutante
zum Verlust der Interaktion mit Hsp70 (Sondermann et al., 2002).

Wie in Abbildung 12 dargestellt ist, fihrte die Uberexpression von BAG-1M in Cos-7
Zellen zu einer reduzierten transkriptionellen Aktivitat des PR (Abb. 12A).
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Abbildung 12: BAG-1M inhibiert die Transaktivierung des Progesteronrezeptors. 8000 Cos-7
Zellen wurden mit verschiedenen Plasmidkonstrukten transfiziert (12,5 ng HA-PR, 60 ng MMTV-Luc, 5
ng Gaussia-KDEL sowie 200ng Flag-BAG-1M, -mut oder Leervektor als Kontrolle). Die Zellen wurden
fur 24 h mit Ethanol bzw. steigenden Konzentrationen Progesteron versetzt. (A) Relative Rezeptor-
Aktivitat (x SEM), dargestellt als die durch Gaussia-Luciferase normalisierten Firefly-Luciferase-Werte.
(B) Die n-fache Stimulierbarkeit des PR, dargestellt durch den Quotienten der Messwerte der Extrakte
von Hormon-behandelten Zellen zu denen von Ethanol behandelten Zellen. In A und B sind die
Mittelwerte von sechs unabhéangigen Experimenten dargestellt. (C) Westernblot eines Reportergen-
Experiments aus dieser Reihe. Die Detektion der verschiedenen Proteine erfolgte mit Antikbrpern
gegen HA (PR), Flag (BAG-1M) und Aktin (Ladekontrolle). Der in Spur funf (L), geladene Extrakt nicht
transfizierter Zellen diente zur Kontrolle der Antikbrperspezifitat.

Die BAG-1M-Mutante, die nicht mehr an Hsp70 bindet, inhibierte den PR ebenfalls
(Abb. 12A). Diesen Ergebnissen zufolge wirde der negative Effekt von BAG-1M auf die PR-
Funktion nicht (ber Hsp70 vermittelt werden, im Gegensatz zur Situation beim GR. In
Abbildung 12B ist eine andere Art der Darstellung derselben Daten gezeigt. Hier ist die n-
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fache Rezeptor-Stimulierung, d.h. die Rezeptor-Dynamik abgebildet. Die Stimulierbarkeit der
Rezeptoren wird aus dem Quotienten der Werte aus Hormon behandelten Zellen zum Wert
der unstimulierten Zellen gebildet (Hormon/Ethanol). Im Gegensatz zu den mit den Werten
der Gaussia-Luciferase normalisierten Rohdaten zeigte sich hier eine Hsp70-Abhangigkeit
des BAG-1M-Effektes. Diese scheinbare Widerspriichlichkeit kann entstehen, wenn die
Cofaktoren einen Effekt auf den Wert der unstimulierten Zellen haben.

Um die Expression des Rezeptors kontrollieren zu konnen, wurden Immunoblot-
Analysen durchgefihrt (Beispiel in Abb. 12C). Es zeigt sich, dass BAG-1M keinen Einfluss
auf die Menge exprimierten Rezeptors verglichen mit der Kontrolle hatte. Folglich konnte fir
BAG-1M ein inhibitorischer Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat des PR, der in einer
Reduktion der Rezeptormenge begriindet war, ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse dieser funktionellen Analyse lieRen keine eindeutige Aussage darlber
zu, ob BAG-1M den PR Hsp70- abhdngig inhibiert. Im Gegensatz zum PR weist der GR nicht
nur in seiner Funktion eine Sensitivitat fir den Hsp70-vermittelten Effekt von BAG-1M auf,
sondern auch in seinem Interaktionsmodus mit dem Nukleotid-Austauschfaktor (NEF) von
Hsc70/Hsp70 (Schneikert et al., 2000). Ob die Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit der Interaktion
mit BAG-1M auch fiir den PR gilt, wird im Folgenden untersucht. Diese Daten sollen zur
Interpretation der Ergebnisse der funktionellen Analyse beitragen

4.1.2 Hsc70/Hsp70-vermittelte Interaktion des Progesteronrezeptors mit BAG-1M

Um die Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit fir die PR-Inhibition detaillierter zu untersuchen,
wurden Studien zur Interaktion von BAG-1M und PR in Co-Immunprazipitations-
experimenten durchgefiihrt. HEK 293 Zellen wurden hierzu mit den kodierenden Plasmiden
fur HA-PR und Flag-BAG-1M bzw. Flag-BAG-1M_mut oder nur Rezeptor-Plasmid, als
Kontrolle der Expression und Antikorperspezifitat, transfiziert. Die Prazipitation von BAG-
1M erfolgte durch Anti-Flag-Agasrose. Nach der spezifischen Elution mittels Flag-Peptid
wurde das prazipitierte und coprézipitierte Material im Westernblot analysiert (Abb. 13).
Dargestellt ist ein reprasentativer Westernblot der Interaktionsstudie von PR und BAG-1M.

Zunéchst wurde die Rezeptor-Expression uUberprift. Wie im Lysat sichtbar, fuhrte die
ektopische Expression des PR alleine zu einem schwachen Genprodukt (Spur 1), welches
nicht unspezifisch coprazipitiert wurde (Spur 4). Der Vergleich der PR-Spiegel mit und ohne
BAG-1M_mut zeigte eine starkere PR-Bande in Anwesenheit von BAG-1M_mut (Spur 3).
Diese Unterschiede in den PR-Spiegeln konnte auf einen Unterschied in der
Transfektionseffizienz zurlickgefihrt werden. In der Co-Immunprézipitation zeigte sich in der
PR-Interaktion mit BAG-1M eine deutliche Hsc70/Hsp70-Abhéangigkeit (vgl. Spur 5 mit Spur
6). Die relativ schwache Bindung des Rezeptors an BAG-1M_mut (Spur 6) erklarte sich
durch die ebenfalls sichtbare Restbindung von Hsc70/Hsp70 an die BAG-Mutante.
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Abbildung 13: Co-Immunpréazipitation des PR mit BAG- 1M bzw. BAG-1M_mut. HEK Zellen
wurden mit den Expressionsplasmiden fir Flag-BAG-1M bzw. Flag-BAG-1M_mut (je 8 pug) und HA-PR
(2 pg) cotransfiziert. Nach zwei Tagen erfolgte die Lyse. Das Zelllysat wurde mit anti-Flag-Agarose
Uber Nacht inkubiert. Nach der Elution mit Flag-Peptid wurden je 15 pg Lysat (links) und 20 pl
prazipitiertes Material (rechts, Flag-IP) auf ein 10%iges PAA-Gel geladen. Nach dem Westernblot
wurden die einzelnen Proteine mi Antikdrpern gegen HA (PR), BAG-1 und Hsc70/Hsp70 detektiert.
Als Kontrolle fiir die Expression und die Spezifitat der anti-Flag-Agarose wurden 2 pg HA-PR Plasmid
in einem zusétzlichen Ansatz transfiziert.

Diese Daten unterstitzten die Schlussfolgerungs @&#sG-1M die transkriptionelle
PR-Dynamik Hsp70-abhangig inhibiert (Abb. 12B). Relevanz der Hsp70-Abhangigkeit
fur die Bindung an BAG-1M konnte durch diese Inkgi@ansstudie bestatigt werden.

Nicht nur fir den GR, auch fir den AR wurde die H3\bhangigkeit des BAG-1
Effektes sowohl funktionell als auch in der Intdarak festgestellt (Schneikeet al, 2000);
(Schmidtet al, 2003;Shatkinat al, 2003). Literaturdaten zu AR und GR lassen vermute
dass eine Interaktion von BAG-1 mit N- und C-teradém Bereichen der SR zu einer
Stimulierung deren tanskriptioneller Aktivitat figm konnte, wahrend sich eine Interaktion
mit der Hinge-Region inhibierend auswirkt (Shatkatal, 2003); (Kullmanret al, 1998).

Daraus ergaben sich fir den PR folgende Fragenvélohe Doméane des PR bindet
BAG-1M und ist diese essentiell fur den inhibitohen Einfluss von BAG-1? Experimente
zur Beantwortung dieser Fragen werden in den falgerbschnitten beschrieben.

70



Ergebnisse

4.1.3 Herstellung verschiedener Progesteronrezeptor-Mutanten

Die ersten Deletionsmutanten des PR wurden auf Basis von Sequenzvergleichen und
Strukturdaten kloniert (Abb. 14A). Die N- und C-terminalen PR-Deletionsmutanten sind
analog zu den Mutanten AR 488-919 und AR 1-633 (Shatkina et al., 2003). Die Deletion der
Hinge-Region AH1 (AS 641-658, H1) basierte auf der Mutante ARA633-650. Diese PR-Reste
umfassen den GrofRteil der Region, die im GR der beschriebenen Hinge-Region entspricht
(Kullmann et al., 1998). Im Gegensatz zu der Hinge-Region, die sich aus dem
Sequenzvergleich mit dem AR ergab (AH1), wird die Hinge-Region des PR in einer
Literaturstelle als Region von AS 642-687 angegeben (Takimoto et al., 2003). Dieser Bereich
steht auch nicht im Widerspruch zu Strukturdaten des PR-DNA-Komplexes (pdb 2C7A:
Roemer et al., 2006) und der PR-Ligandenbindungsdomane (PR-LBD) (pdb 1A28: Williams
& Sigler, 1998). Daher wurde zur Analyse der Hinge-Region eine weitere Deletionsmutante
Kloniert, PRAH (A641-684) (Abb. 14B). Die Reste der DNA-Bindungsdoméne (DBD, AS
563-640) wurden anhand der Kristallstruktur des Progesteronrezeptor-DNA-Komplexes
ermittelt (pdb 2C7A: Roemer et al., 2006). Da die Hsp70-Abhangigkeit der funktionellen
Inhibition des PR, anders als beim GR, offenbar ausschlieRlich die Rezeptor-Dynamik betraf,
stellte sich hier die Frage, ob die Interaktion mit dem PR gar nicht bzw. nicht nur tber die
Hinge-Region vermittelt wird.

Die DNA-Bindungsdoméne (DBD) wurde aus zwei Grinden Kkloniert. Einerseits ist
bekannt, dass BAG-1M die DNA-Bindung des GR inhibiert (Kullmann et al., 1998) und
BAG-1M unspezifisch an DNA bindet (Zeiner et al., 1999; Niyaz et al., 2003; Schmidt et al.,
2003). Andererseits fuhrt die Deletion der DNA-Bindungsdoméne zur Inaktivierung des PR in
den Reportergen-Experimenten, daher konnte nur durch die Interaktionsanalyse mit der reinen
DBD oder der ADBD festgestellt werden, ob diese Doméne zur Bindung und deshalb unter
Umstédnden zum inhibitorischen Effekt von BAG-1M beitragt.

Da das PR-Fragment 494-641 in fast allen Konstrukten vorhanden war, wurde es als
Einzelfragment hergestellt um alle Doménen, die als mdgliche Interaktionsstellen fir BAG-
1M in Frage kommen, unterscheiden zu kénnen. In diesem Zusammenhang wurden ebenfalls
die Reste 494-562 in einem weiteren Konstrukt deletiert (PRA494-562).

Nicht nur im GR, sondern auch im Vitamin D-Rezeptor (VDR) stellt die Hinge-
Region eine Interaktionsstelle mit bestimmten Cofaktoren dar. Im VDR wurde sie als
Bindungsstelle fiir das bakterielle Hsp70-Homolog, DnaK, beschrieben (Swamy et al., 1999).
Aus diesem Grund wurde das Fragment PR_DBDH kloniert (AS 563-684) (Abb. 14B). Mit
diesem Fragment konnte zum einen untersucht werden, ob die Hinge-Region per se einen
direkten Beitrag zur BAG-1-Bindung leistet, zum anderen, ob die Hinge-Region des PR
ebenfalls fur die Hsp70-Interaktion wichtig ist. Dies galt auch fir das PR-494-641-Konstrukt.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der PR-Deletionsmutanten. Wie PRwt wurden alle
Mutanten mit einem einfachen N-terminalen HA-Tag kloniert. (A) Die PRAN und PRAC Mutante
basieren auf einem Sequenzalignment des PR mit dem AR. Beide Mutanten sind vergleichbar mit den
AR-Mutanten AR 488-919 und AR 1-633 (Shatkina et al., 2003). Die Deletion ADBD wurde anhand
der Kristalldaten konstruiert (pdb 2C7A: Roemer et al., 2006). Die AH1_Mutante entspricht der AR-
Mutante AR 633-650. Die gesamte Hinge-Region des PR wurde hier in H1 (AS641-657) und H2 (AS
658-684) unterteilt. Das kurze Fragment 494-641 enthalt die N-terminalen Reste der PRAN Mutante
bis zur DBD. Die DNA-Bindungsdoméne umfasst die Reste 563-641. (B) Die Deletion in der PRAH-
Mutante umfasst die vollstandige Hinge-Region (H1 und H2, AS 641-684). In PRA494-562 wurden die
genannten Reste deletiert. Der Doppelmutante PRA494-562/AH fehlen die Reste 494-562 und die
gesamte Hinge-Region (AS 641-684). Das Fragment PR_DBDH umfasst die DBD und Hinge-Region
(AS 563-684).

Um ausschliefen zu konnen, dass die Reste vor der DBD (AS 494-562) und die
Hinge-Region (AS 641-684) aufgrund der Rezeptor-Faltung beide an der Bindung an BAG-
1M-beteiligt sind, wurde die Doppelmutante PRA494-562/AH kreiert (Abb. 14B). Im
néachsten Schritt wurde die Aktivitat der verschiedenen PR-Mutanten untersucht.
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4.1.4 Funktionelle Analyse der Progesteronrezeptor-Mutanten

Auf die funktionelle Analyse der kurzen Fragmente, PR_494-562, PR_DBD und
PR_DBDH wurde verzichtet, da davon auszugehen ist, dass diese kurzen Fragmente nicht
transkriptionell aktiv sind. Die Aktivitat der verschiedenen PR-Mutanten wurde wie in 4.1.1
in Reportergen-Experimenten untersucht (Abb. 15). Die hier dargestellten Daten wurden in
zwei verschiedenen Ansatzen generiert. Der Vergleich der Aktivitdten der einzelnen Mutanten
mit PRwt (schwarz) zeigte, dass die Mutanten in zwei Gruppen unterteilt werden konnten.
Zur Gruppe der aktiven PR-Mutanten gehdrten PRAC (griin), PRA494-562 (rosa) sowie
PRAH1 (blau) (Abb. 7B). Im Gegensatz dazu zeigten PRAN (rot) sowie PRAH (hellblau)
keine bzw. nur sehr geringe transkriptionelle Aktivitdt nach Stimulierung mit 10 nM
Progesteron (Abb. 15C). PRADBD (orange) war wie erwartet inaktiv bzw., allenfalls bei
hohen Progesteron-Konzentrationen, schwach aktiv (Abb. 15C)

Deutlich zu sehen war die hormonunabhéngige Aktivitat von PRAC. Aus der Literatur

ist bekannt, dass Trunkationen der Ligandenbindungsdoméne (LBD) des GR (AS 515-Ende)
zu einer hormonunabhangigen Aktivitat fuhrt (Hollenberg et al., 1987). Spater wurde dies
auch fur den PR beschrieben (Takimoto et al., 2003). Im Gegensatz zu C-terminalen
Trunkation des GR, die zu einer schwacheren Reportergen-Expression fuhrt (Hollenberg et
al., 1987), war die PRAC deutlich aktiver als PRwt (Abb. 15B). Diese Beobachtung l&sst sich
mdoglicherweise durch die starkere Expression dieses Rezeptors erklaren (Abb. 15D, Spur 11-
14). Obwohl im Vergleich nur die Halfte HA-PRAC-Plasmid fur die Transfektion eingesetzt
wurde, war die Proteinmenge deutlich hoher als bei PRwt (Abb. 15D, Spur 1-4).
Die Deletion der Hinge-Region im GR fiihrt zu keiner wesentlichen Veranderung der
Rezeptor-Aktivitat (Hollenberg et al., 1987). Im Gegensatz dazu fuhrte die Deletion der
entsprechenden Domane im PR (AH1, Abb. 15B) zu einer bis zu 7-fach hoheren Aktivitat bei
einer Progesteron-Konzentration von 10 nM. Eine adhnliche Verstarkung der Rezeptor-
Aktivitdt war nach Deletion der Reste 494-562 zu beobachten (Abb. 15B). Die
Expressionsniveaus der Rezeptoren (Abb. 15E) zeigten fur PRAH1 (Spur 6-9) im Vergleich
zu PRA494-562 (Spur 11-14) etwas hohere Proteinspiegel. Dies konnte der Grund fir die
etwas geringere Aktivitdt von PRA494-562 gewesen sein. Da die beiden Mutanten und PRwt
auf verschiedene Gele geladen wurden, konnten ihre Expressionsniveaus nicht direkt
miteinander verglichen werden. Es wurden jedoch in anderen vergleichenden
Expressionsanalysen keine grof3en Unterschiede in der Proteinmenge zwischen PRwt, PRAH1
und PRA494-562 festgestellt (Daten nicht gezeigt). Interessant ist, dass PRAH1, verglichen
mit PRA494-562, erst bei deutlich héheren Progesteron-Konzentrationen aktiviert wurde.
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Abbildung 15: Funktionelle Analyse verschiedener PR -Mutanten im Vergleich zu PRwt. 8000
Cos-7 Zellen wurden mit den kodierenden Plasmiden fir MMTV-Luc (60 ng), Gaussia-KDEL (5 ng)
und einem der Expressionsplasmide fir HA-PRwt, HA-PR-AH1, HA-PRA494-562, HA-PRAH und HA-
PRA494-562/AH (jeweils 12,5 ng) cotransfiziert. Fir die Analyse von HA-PRAC wurden 6 ng, fur die
von HA-PRAN 25 ng Rezeptor-Plasmid transfiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte der normalisierten
Rezeptor-Aktivitat (Firefly/Gaussia, + SEM). Fir PRwt wurden 6-14 unabhangige Experimente
durchgefuhrt, fur die Mutanten 3-7. (A) Darstellung der Aktivitéat aller Rezeptoren. (B-C) Aufteilung der
Aktivitatsdaten in, verglichen mit dem PRwt (schwarz), aktive Mutanten: PRAC (griin), PRA494-562
(rosa) und PRAH (blau) (B), und inaktive bzw. schwach aktive Mutanten wie PRAN (rot), PRA494-
562/AH (grau) PRADBD (orange) und AH (hellblau) (C). (E-F) Reprasentativer Westernblot mit
Extrakten aus den Reportergen-Experimenten. Es wurden jeweils 20 pl auf ein 12%iges PAA-Gel
geladen. Fur die Westernblot-Analysen wurden Extrakte von Zellen verwendet, die mit Ethanol bzw.
0,1, 1 und 10 nM Progesteron stimuliert wurden. In Spur 5 aller drei Gele wurde der Extrakt
untransfizierter Zellen (L) als Kontrolle fur die Antikorperspezifitdt mitgefihrt. Die Detektion der
Proteine wurde mit Antikdpern gegen HA (PR) und Aktin als Ladekontrolle durchgefihrt.
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Die Inaktivitat der Doppelmutante PRA494-562/AH liel? sich durch die Deletion der
Hinge-Region erkldren, deren Deletion flr sich genommen bereits zur Inaktivierung des
Rezeptors fiihrte (Abb. 15C). Als Grund konnte eine Strukturinstabilitdt bzw. Fehlfaltung
angefiihrt werden. Eine Reduktion der exprimierten Rezeptormenge konnte als Erklarung fir
die Inaktivitat ausgeschlossen werden, da die Rezeptormenge dieser Mutante (PRAH) deutlich
hoher als die des Wildtyps war (Abb. 15F, Spur 6-9 vergl. mit Spur 1-4).

Die Deletion der DNA-Bindungsdoméne fuhrte wie erwartet zum Verlust der
transkriptionellen Funktion (Abb. 15C). Die Rezeptor-Expression (Abb. 15E, Spur 1-4) war
vergleichbar mit PRAH1 (Spur 6-9). Da der Rezeptor nicht mehr DNA binden konnte, wurde
die Transkription des Reportergens nicht initiiert. Die Deletion des N-Terminus flhrte
ebenfalls zum Verlust der Transaktivierungsfahigkeit. Dies wurde auch fir den GR
beschrieben (Hollenberg et al., 1987; Kullmann et al., 1998). VVon allen getesteten Mutanten
wurde PRAN am schwachsten exprimiert (Abb. 15D, Spur 6-9). Dies kdnnte der Grund fur
die kaum vorhandene transkriptionelle Aktivitdt sein. Obwohl auch hier versucht wurde, die
Expression durch doppelte Menge Plasmid-DNA anzupassen, wurde das Expressionsniveau
des Wildtyps oder das der anderen PR-Mutanten nicht erreicht. Offenbar beeinflusste die
Deletion der N-terminalen Aminoséauren auch das Expressionsniveau bzw. die Stabilitat des
Rezeptors.

4.1.5 Interaktionsprofil von BAG-1M mit den PR-Mutanten — fehlende Interaktion mit
PR_DBD

Nach der funktionellen Analyse der PR-Deletionsmutanten wurde die Bindung an
BAG-1M in Co-Immunprazipitations-Experimenten (ColP) untersucht. HEK 293 Zellen
wurden zusammen mit BAG-1M bzw. BAG-1M_mut und den PR-Konstrukten cotransfiziert.
Es wurde versucht, die exprimierten Rezeptormengen durch Verwendung unterschiedlicher
Plasmidmengen anzupassen. Die meisten Rezeptor-Plasmide wurden allerdings mit 2 ug
transfiziert. Die Prazipitation von Flag-BAG-1M aus dem Zelllysat erfolgte mit anti-Flag-
Agarose. Zum definierteren Vergleich der Expression und der prézipitierten Menge an
Rezeptor, wurden Lysat und ColP auf ein Gel geladen. Die Ergebnisse der Bindungsanalyse
der aktiven PR-Mutanten sind in Abbildung 16 dargestellt.

Im Gegensatz zu BAG-1M, hat BAG-1M_mut nicht mehr an Hsc70/Hsp70 gebunden
(Abb. 16 A und B, Coomassie-Gele). Die Proteine, die in einer schwachen Bande sichtbar
coprézipitiert wurden, kénnten unspezifische endogene Interaktionspartner sein, da sie auch in
der Kontrolle (Abb. 16A, Spur 8) vorhanden waren.

Es gab keinen nennenswerten Expressionsunterschied zwischen PRwt, PRA494-562
und PRAH1 in Gegenwart von BAG-1M (Abb. 16A, Spur 2-7). BAG-1M_mut jedoch schien
einen ,stabilisierenden* Effekt auf die Rezeptor-Expression zu besitzen, der am starksten
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PRwt und PR494-562 betraf (Abb. 16A, vgl. Spur 2 mit Spur duBpur 4 mit Spur 5).
Allerdings konnte diese Beobachtung auch mit einebnterschied in der
Transfektionseffizienz erklart werden. Der Wildtynd die beiden Mutanten RR94-562
und PRAH1 waren in der Lage, an BAG-1M zu binden (Abb. 1&pur 9, Spur 11 und Spur
13). Anders als beim GR, fiihrte die Deletion demdg¢-Region des PR nicht zum Verlust der
BAG-1M Interaktion. Auch das Fehlen der Reste 482-hatte keinen Einfluss auf die
Bindung an BAG-1M. PRwt sowie aller hier dargestell Mutanten interagierten
Hsc70/Hsp70-abhangig mit BAG-1M, da sie mit BAG-IWut nicht coprazipitiert wurden
(Abb. 16A, Coomassie-Gel: Spur 10, Spur 12 und 3gjr
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Abbildung 16: Die Bindung der funktionell aktiven P R-Mutanten wird von Hsp70 vermittelt. = HEK
293 Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden fur Flag-BAG-1M bzw. Flag-BAG-1M_mut (je 8 ug)
und den verschiedenen Rezeptor-Plasmiden cotransfiziert. Flag-BAG-1M wurde mit anti-Flag-Agarose
Uber Nacht prazipitiert. Fur die Westernblot-Analyse wurden je 10 pg Zellextrakt (Lysat) und 5 pl Eluat
(Flag-IP) geladen. Fur die Coomassie-Gele wurden 2,5 ul Eluat geladen. Nach dem Blotten wurden
die Rezeptoren mit einem Antikérper gegen HA detektiert. (A) Es wurden jeweils 2 pg der codierenden
Plasmide fir HA-PRwt, HA-PRA494-562, HA-PRAH mit Flag-BAG-1M und Flag-BAG-1M_mut
cotransfiziert. Als Kontrolle der Spezifitat der anti-Flag-Agarose wurden 8 g eines Expressionsvektors
(PRK5-SV40-MCS) transfiziert. (B) Fur die Expression von HA-PRAC und HA-PRAN wurden jeweils 1
png bzw. 5 pg der entsprechenden Rezeptor-Plasmide verwendet. Die Sterne an beiden Coomassie-
Gelen markieren prazipitiertes Flag-BAG-1M und coprazipitiertes Hsc70/Hsp70.

Obwohl zweimal mehr Plasmid fur BR als fir PRAC eingesetzt wurde, war die
exprimierte Proteinmenge fur BR geringer (Abb. 16B, vgl. Spur 3 und Spur 4 miu6f
und Spur 2). Dennoch wurde fiir diese Mutante emerdktion mit BAG-1M nachgewiesen
(Abb. 16B, Spur 8). Die Deletion des C-Terminus &&& (PRAC) hatte keinen negativen
Einfluss auf die Bindung an BAG-1M (Abb. 16B, Spb). In beiden Fallen wurde die
Interaktion mit BAG-1M von Hsc70/Hsp70 vermittelia die beiden Rezeptor-Mutanten mit
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BAG-1M_mut nicht coprazipitiert wurden (Abb. 16B, Coomassie-Gel: vgl. Spur 5 mit Spur 6
und Spur 8 mit Spur 7).

Die Interaktionsanalyse von PRAH und PRA494-562/AH zeigte fur beide PR-
Mutanten eine Hsc70/Hsp70-abhangige Bindung an BAG-1M. Da es sich hierbei um
transkriptionell inaktive Mutanten handelte, sind die entsprechenden Daten hier nicht gezeigt.
Ein Grund fur diese Interaktion konnte sein, dass die Deletion der gesamten Hinge-Region
(AS 641-684) eine Fehlfaltung zur Folge hatte, welche die Bindung an Hsc70/Hsp70 in seiner
Funktion als Chaperon beginstigte. Dies konnte auch fiir die BAG-1M-Interaktion der PR-
Doppelmutante (PRA494-562/AH) als Erklarung angefuhrt werden.

Keine der deletierten Regionen im PR schien essentiell fir die Bindung an BAG-1M
zu sein. Als Erklarung konnen hier zwei Moglichkeiten angefiihrt werden. Zum einen kdnnte
mehr als eine Region oder Doméne des PR an der Interaktion mit BAG-1M beteiligt sein.
Zum anderen kann nicht ausgeschlossen werden, dass z.B. eine Fehlfaltung, bedingt durch die
Deletion der gesamten Hinge-Region, zu einer verstarkten Hsc70/Hsp70-Bindung fihrte. In
seiner Eigenschaft als Chaperon, dessen Funktion unter anderem die Aufrechterhaltung der
Proteinhomoostase ist, bindet es an fehlgefaltete Proteine und fuhrt sie dem Abbau zu. Da es
sich hier um Uberexpressions-Experimente handelte, konnte die Kapazitat der am Protein-
Abbau beteiligten Komponenten jedoch nicht ausgereicht haben, um eine Abbau-bedingte
Reduktion der Proteinmenge in der Westernblot-Analyse erkennbar zu machen.

Um zu untersuchen, ob die Hinge-Region bzw. die Reste 494-562 dennoch einen
Beitrag zur Bindung an BAG-1M leisten, wurde im ndchsten Schritt die Bindung von
PR_DBDH und PR_494-641 an BAG-1M untersucht. Auch die Frage nach der Relevanz der
DNA-Bindungsdoméane des PR fur die BAG-1M-Interaktion wurde in nachfolgenden
Experimenten beantwortet (Abb. 17).

Obwohl fiir die Expression der PR_DBDH-Mutante ebenfalls 5 pg Plasmid-DNA
eingesetzt wurden, um das Expressionniveau anzugleichen, wurde sie schwacher exprimiert
als PR_DBD (Abb. 17A, vgl. Spur 3 und Spur 4 mit Spur 1 und 2). Trotz des
Expressionsvorteils von PR_DBD, war dieses Fragment nicht in der Lage, an BAG-1M zu
binden. Das Anfligen der Hinge-Region in PR_DBDH flihrte im Gegensatz, zu einer
Wiederherstellung der Interaktion mit BAG-1M. BAG-1M_mut hingegen hat an keines der
beiden PR-Fragmente gebunden (Abb. 17A, Spur 6 und Spur 8). Damit wurde gezeigt, dass
Hsc70/Hsp70 die Bindung von PR_DBDH an BAG-1M vermittelte.

Die Expression von PR_494-641 konnte in diesem Experiment nicht mit der
Expression von PR_DBD und PR_DBDH verglichen werden, da beide Mutanten nicht auf
dasselbe Gel geladen wurde. In anderen vergleichenden Expressionsanalysen aber wurde
festgestellt, dass PR_494-641 &dhnlich stark exprimiert wurde wie PR_DBD (Daten nicht
gezeigt). Ahnlich wie im Falle der Hinge-Region fiihrte das Anfiigen der Reste 494-562 zur
Wiederherstellung der Bindung an BAG-1M (Abb. 17B, Spur 3). Da PR_494-641 von BAG-
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1M_mut nicht coprazipitiert wurde (Abb. 17B, Spuy, &vurde dadurch die Hsc70/Hsp70-
Abhangigkeit der Interaktion von PR_494-641 mit BA® erneut bestatigt.
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Abbildung 17: Die DNA-Bindungsdoméane des PR bindet nicht an BAG-1M. Die

Expressionsplasmide fir Flag-BAG-1M oder Flag-BAG-1M_mut (jeweils 8 pg) und eines der
Plasmide, kodierend fur die verschiedenen PR-Fragmente, wurden zusammen in HEK 293 Zellen
transfiziert. Nach der Elution des mit anti-Flag-Agarose prazipitierten Materials wurden fur die
Westernblot-Analyse jeweils 15 pg Lysat und 20 pl Eluat (Flag-1P) auf ein 15%iges PAA-Gel geladen
und nach dem Transfer auf eine Membran mit Antikérpern gegen HA (PR), Hsc70/Hsp70 und BAG-1
detektiert. (A) Fur die Expression von HA-PR_DBD und HA-PR_DBDH wurden 2 p g bzw. 5 ug
Plasmid-DNA in die Elektroporation eingesetzt. (B) Fur die Transfektion des Expressionsplasmids von
HA-PR_494-641 wurden 2 ug verwendet.

Zusammenfassend haben die Daten der Bindungsargdyeggt, dass mit Ausnahme
der PR_DBD sowohl der Wildtyp als auch alle PR-Mitga und —Fragmente an BAG-1M
gebunden haben. Anders als beim GR, schien dieg-iRegion des PR nicht essentiell fur die
Bindung an BAG-1M gewesen zu sein. Sie konnte dieeBindung der PR_DBD an BAG-
1M wiederherstellen. Das Gleiche galt auch fur Beste 494-562. Die Fusion dieser
Aminosaure-Reste an die DBD des PR stellte digdkt®n mit BAG-1M wieder her. Die
Deletionsmutante P&R194-562 wies eine unveranderte Bindung an BAG-1M au

Im Gegensatz zum AR, in dem besonders der N-Tesniadoer auch der C-Terminus
zur Bindung an BAG-1M beitragt, interagierten belR-Deletionsmutanten (ARl und
PRAC) mit BAG-1M.

Diese Daten legten den Schluss nahe, dass melgirsDomane des PR an der
Interaktion mit BAG-1M beteiligt ist. Dartiber hirauwvurde gezeigt, dass jede Bindung der
PR-Mutanten an BAG-1M Hsc70/Hsp70 abhangig war. iSdiinnte der repressiven
Wirkung von BAG-1M auf die PR-Aktivitat ein andergfechanismus zu Grunde liegen, als
bei der Inhibition der GR-Transaktivierung.

78



Ergebnisse

4.1.6 Verlust der Hsc70/Hsp70-Bindung an PR_DBD

In den vorangegangenen Experimenten wurde geatags mit Ausnahme von PR-
DBD alle PR-Mutanten Hsc70/Hsp70-abhangig an BAG-Idbunden haben. Diese
Beobachtungen warfen die Frage auf, warum PR_DBi2mgd nicht an BAG-1M gebunden
hatte. Eine Mdglichkeit konnte in der fehlenderetaktion der PR_DBD mit Hsc70/Hsp70
liegen. Zur Beantwortung dieser Frage wurden er@dAmmunprazipitationsexperimente
(ColP) durchgefuhrt. Hierfir wurden wiederum HEK32%ellen verwendet, und mit den
Expressionsplasmiden der verschiedenen HA-PR-Kktstrund der Plasmid-DNA fir Flag-
BAG-1M oder Flag-BAG-1M_mut cotransfiziert. Diesktal wurde der Zellextrakt mit anti-
HA-Agarose inkubiert. Nach der spezifischen Elutioit HA-Peptid wurde das prazipitierte
Material im Westernblot immunologisch analysierbpA 10).
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Abbildung 18: Hsp70 bindet nicht an die DNA-Bindung sdoméane des PR. HEK 293 Zellen wurden
jeweils mit den Expressionsplasmiden von HA-PRwt bzw. HA-PR-Mutanten (jeweils 8 ug) und Flag-
BAG-1M oder Flag-BAG-1M_mut (jeweils 2 pg) cotransfiziert. Fir die Westernblot-Analyse wurden
jeweils 15 pg Lysat und 10 ul Eluat (HA-IP) auf ein 11%iges PAA-Gel geladen. Die Detektion der
einzelnen Proteine erfolgte mit Antikdrper gegen Hsp90, Hsp70, Flag (BAG-1M) und HA (PR). (A)
Westernblot der préazipitierten Rezeptoren HA-PRwt, HA-PRAH1, HA-PRAN, HA-PRAC, HA-PRA494-
562 (HA-IP), des coprézipitierten Hsp70 und Hsp90 (ColP) und der Expressionskontrolle (Lysat). (B)
Analyse der Immunprézipitation von HA-PR_DBD, HA-PR_DBDH und HA-PR_494-641 (HA-IP) und
des coprazipitierten Hsc70/Hsp70 und Hsp90 (ColP). Im Lysat wurde die Expression der transfizierten
PR-Fragmente und von BAG-1M kontrolliert.
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Auch in diesem Experiment wiesen PRwt und PRA494-562 in der
Expressionskontrolle in Gegenwart von Flag-BAG-1M_mut etwas erhohte Proteinspiegel auf
(Abb. 18A, Lysat, die Spur 2 und die Spur 10). Obwohl PRAN im Vergleich schwach
exprimiert wurde, liegt das Expressionsniveau deutlich tiber dem von PR_DBDH (Abb. 18A,
Lysat, vgl. die Spuren 5-6 mit den Spuren 1-4 und den Spuren 7-10 und Abb. 18B, Lysat, vgl.
die Spuren 5-6 mit den Spuren 7-8). Dennoch wurde in beiden Fallen die PR-Mutante
préazipitiert (Abb. 18A und B, HA-IP, die Spuren 5-6). Die stérkste Expression zeigte PRAC,
was sich auch in der prézipitierten Proteinmenge widerspiegelte (Abb. 18A, die Spuren 7-8).

Die in Abbildung 18A dargestellte Westernblot-Analyse zeigte, dass Hsc70/Hsp70 mit
allen PR-Mutanten einschlie3lich PRwt coprazipitiert wurde (Abb. 18A, ColP). Die schwache
Hsc70/Hsp70-Interaktion mit PRAN in Gegenwart von BAG-1M wurde auf die geringe
Menge prézipitierten Rezeptors zurlickgefihrt (Abb. 18A, Spur 5). Auch PR_494-641 und
PR_DBDH interagierten mit Hsc70/Hsp70 (Abb. 18B, ColP, die Spuren 4-6). PR_DBD war
im Gegensatz dazu nicht in der Lage, an Hsp70 zu binden (Abb. 18B, ColP, die Spuren 1-2).

Interessanterweise wurde mit PR_DBDH, obwohl sehr schwach exprimiert und
prazipitiert, eine vergleichsweise groRe Menge an Hsc70/Hsp70 coprézipitiert.

Ein anderes Bild zeigte sich in der Coprézipitation von Hsp90. Mit der Deletion der C-
terminalen Ligandenbindungsdomane verlor der PR die Bindungsstelle fir Hsp90, wie sie in
der Literatur fur den GR, PR und ER beschrieben ist (Xu et al., 1998; Carsonjurica et al.,
1989; Schowalter et al., 1991; Chambraud et al., 1990) (Abb. 18A, ColP, vgl. die Spuren 7-8
mit den Spuren 1-2). Weder PR_DBD noch PR_494-641 interagierten mit Hsp90 (Abb. 18B,
ColP, die Spuren 1-7). Im Falle von PR_DBDH musste die geringe Menge an prazipitiertem
Protein bertcksichtigt werden. Aber auch wenn Hsp90 vergleichbar gut an dieses Fragment
gebunden héatte, wie an PRAN, waére es aller Wahrscheinlichkeit nach nicht detektierbar
gewesen.

Fur die Uberpriifung der Bindung von BAG-1M an PRwt und die PR-Mutanten
wurden PAA-Gele mit der doppelten Menge desselben Eluats geladen, mit kolloidal
Coomassie gefarbt und anschlieBend im Westernblot analysiert. Die Coomassie-Gele und
dazugehorigen Westernblots sind in Abbildung 19 zu sehen.

Das Coomassie-Gel zeigte dhnliche Verhaltnisse der prazipitierten Mengen der PR-
Konstrukte (Abb. 19, graue Pfeile) wie die Westernblot-Analyse (Abb. 18). PRAC ist der
Rezeptor, der am stérksten angereichert wurde (Abb. 19A, die Spuren 7-8). Trotz des
geringen Expressionsniveaus von PRAN und PR_DBDH waren beide Proteine im Coomassie-
Gel detektierbar (Abb. 19A und B, die Spuren 5-6).

Hsc70/Hsp70 (Abb. 19, schwarzer Pfeil) wurde mit PRwt und allen PR-Mutanten, mit
Ausnahme von PR_DBD, sichtbar coprazipitiert (Abb. 19A die Spuren 1-10 und B, die
Spuren 3-6). Im Coomassie-Gel wurde die vergleichsweise starke Coprazipitation von
Hsc70/Hsp70 mit PR_DBDH noch deutlicher (Abb. 19B, Spur 5-6).
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Die Hsp90-Bande (Abb. 19, Stern) war nur in den Ansédtzen mit PRwt, PRAH1, PRAN
und PRA494-562 zu sehen (Abb. 19A, die Spuren 1-6 und die Spuren 9-10).

BAG-1M interagierte auch in diesen Experimenten mit PRwt und allen PR-Mutanten,
mit Ausnahme von PR_DBB. Die schwache Anreicherung von BAG-1M mit PRAN wurde
auf die geringe Menge prazipitierten Rezeptors zurlickgefuhrt (Abb. 19A, Spur 5). BAG-
1M_mut hingegen hat an keines der PR-Konstrukte gebunden.

Da PR-DBD die einzige PR-Mutante war, die nicht mit Hsc70/Hsp70 interagierte,
lieRen die Ergebnisse dieser Experimente die Schlussfolgerung zu, dass die Bindung von
Hsc70/Hsp70 an den PR und die hier getesteten Mutanten essentiell fur die Interaktion mit
BAG-1M ist.
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Abbildung 19: Hsp70 ist essentiell fir die Bindung von BAG-1M an PRwt und die PR-Mutanten.
Es wurden 20ul desselben Eluats wie in Abbildung 18 auf ein 11%iges bzw. 15%iges PAA-Gel
geladen. Nach dem Farben mit kolloidal Comassie wurden die Gele auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert und BAG-1M wurde mit einem Antikérper gegen das Flag-Epitop detektiert. Die grauen
Pfeile zeigen die Hohe der Rezeptor-Banden an. Der schwarze Pfeil markiert die Hohe von
Hsc70/Hsp70, der Stern die von Hsp90.
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4.2 Vergleich von BAG-1M und HspBP1 bezlglich lhrer Wirkung auf
Funktion und Interaktion mit verschiedenen Steroidhormonrezeptoren
und faltungsrelevanten Cofaktoren

Der Einfluss von BAG-1 auf den AR, ER und GR wurde in den vergangenen Jahren in
vielen Studien untersucht (Froesch et al., 1998; Shatkina et al., 2003; Cutress et al., 2003;
Kullmann et al., 1998; Schneikert et al., 1999; Schmidt et al., 2003). Uberraschenderweise
konnte bisher kein Einfluss von BAG-1 auf den Mineralokortikoidrezeptors (MR) festgestellt
werden (Schneikert et al., 1999). In der Literatur gilt BAG-1M daher als
Diskriminationsfaktor zwischen GR und MR (Crocoll et al., 2000).

Im Gegensatz zu BAG-1 ist Uber das Hsp70 bindende Protein 1 (HspBP1) weit
weniger bekannt. Beide Proteine sind Hsc70/Hsp70-Nukleotidaustauschfaktoren (NEF) und
kdnnen die Chaperon-Aktivitat von Hsc70/Hsp70 modulieren. Somit stellte sich die Frage, ob
HspBP1 einen vergleichbaren Effekt auf SR austuibt wie BAG-1.

Im Zusammenhang mit der in depressiven Patienten beobachteten Glukokortikoid-
resistenz, die auf eine beeintrdchtige Funktion der Kortikosteroidrezeptoren hinweist
(Holsboer, 2000), ist der GR-Inhibitor BAG-1M die Isoform der Wahl fir einen funktionellen
Vergleich mit HspBP1. Die Fahigkeit von BAG-1M verwandte SR auf unterschiedliche
Weise zu modulieren, veranlasste die Frage, ob etwaige Unterschiede in der Wirkung von
BAG-1M und HspBP1 auf die Signaltransduktion von SR feststellbar sind. Als
Vergleichsmodell fir eventuelle Unterschiede der mechanistischen Grundlage diente die
transkriptionelle Aktivitat der drei Rezeptoren GR, MR und AR. Der GR reprasentierte den
inhibitorischen Einfluss von BAG-1M. Mit dem AR wurde ein Rezeptor ausgewahlt, auf den
BAG-1M bisher keinen Einfluss gezeigt hatte, im Gegensatz zu der Isoform BAG-1L. Der
MR wurde im Hinblick auf die Hypothese, dass eine Stérung des MR-GR Gleichgewichts zu
psychiatrischen Erkrankungen beitragen kann (de Kloet & DeRijk, 2004), in diese
Untersuchung mit einbezogen.
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4.2.1 Strategien zur Untersuchung der mechanistischen Grundlagen der Wirkung
von BAG-1M und HspBP1

Es wurden parallel verschiedene Strategien verfolgt, um gegebenenfalls vorhandene
Unterschiede zwischen BAG-1M und HspBP1 festzustellen und zu untersuchen.

Ein Ansatzpunkt war, neue bzw. weitere Interaktionspartner von HspBP1 und BAG-
1M zu finden. Als Methode wurden Co-Immunprézipitations-Experimente, Coomassie-Gel-
Analysen gefolgt von massenspektrometrischen Analysen gewéhlt. Da bisher alle HspBP1-
Interaktionen als Hsc70/Hsp70-abhangig beschrieben wurden, und diese Studie auch direkte
Bindungspartner miteinschlieBen sollte, wurde eine Hsc70/Hsp70-Interaktionsmutante
kloniert. Es wurden die Reste A137 und K249 durch Arginin bzw. Alanin ausgetauscht
(Shomura et al., 2005), um HspBP1_mut zu generieren. Die Mutation der entsprechenden
Reste im Hefe-Ortholog Fesl fiihrte zum vollstdndigen Verlust der Bindung an Ssalp, dem
Hsp70-Homolog der Hefe (Shomura et al., 2005). Um mdgliche Unterschiede bezuglich der
Bindungspartner von HspBP1 und BAG-1M feststellen zu kénnen, und um weitere, nicht
Hsc70/Hsp-70 vermittelte Interaktionspartner zu finden, wurde neben BAG-1M auch BAG-
1M_mut (siehe 4.1) mitgefiihrt.

Im néchsten Schritt wurde, unter Einbeziehung der Ergebnisse dieser
Interaktionsstudie, mittels Reportergen-Experimenten der Einfluss von HspBP1 und BAG-1M
auf die Funktion von GR, MR und AR verglichen.

In einer dritten Versuchsreihe wurde untersucht, ob sich HspBP1 und BAG-1M durch
ihre Funktion als Hsc70/Hsp70-NEF in der Bindung von GR, MR und AR wie auch
faltungsrelevanter Cofaktoren unterscheiden. Die Resultate dieser Experimente fiihrten zu
weiteren Fragen beziglich der moglichen Folgen eines mechanistischen Unterschieds in der
Wirkung von HspBP1 und BAG-1M auf Hsc70/Hsp70 und seine Bindung an Klienten-
Proteine. Fir die Beantwortung dieser Fragen wurde eine Methode entwickelt, die am
Beispiel des GR Aussagen tber den Einfluss von HspBP1 und BAG-1M auf die Faltung von
Hsc70/Hsp70-Klienten-Proteinen zulielen. Eine Methode, festzustellen, ob der GR richtig
gefaltet wurde, ist die Messung der Hormonbindung.
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4.2.2 Rpt4 und Rpt6: Hsc70/Hsp70-unabhéngige Interaktoren von BAG-1M

Zur ldentifizierung neuer und Hsc70/Hsp70-unabhéngier Interaktionspartner wurden
HspBP1, BAG-1M und die jeweiligen Hsc70/Hsp70-Interaktionsmutanten in Zellen
uberexprimiert und durch immobilisierte Antikorper préazipitiert. Mogliche Interaktionspartner
wurden  mittels Coomassie-Farbung im  PAA-Gel visualisiert und fir die
massenspektrometrische Analyse préapariert.

Fur die Co-lImmunprézipitationsexperimente wurden HEK 293 Zellen mit den
Expressionsplasmiden von Flag-HspBP1, Flag-HspBP1_mut, Flag-BAG-1M, und Flag-BAG-
1M _mut transfiziert. Als Kontrolle flr die Spezifitat der Bindung wurde ein zuséatzlicher
Ansatz Zellen mit derselben DNA-Menge Leervektor (pRK5-SV40-MCS) transfiziert. Alle
Transfektionen wurden im Duplikat durchgefiihrt. Im Anschluss an die Lyse der Zellen wurde
der Extrakt mit anti-Flag-Agarose inkubiert. Nach der Elution mit 100 pul Flag-Peptid wurden
die jeweils gleichen Eluate vereinigt. Flr die Gelelektrophorese wurden 140 pl Probe auf ein
geeignetes VVolumen reduziert und auf ein 12%iges PAA-Gel geladen. AnschlieBend wurden
die Proteine mit kolloidal Coomassie angefarbt. Unten abgebildet ist das Coomassie-Gel des
Co-Immunprazipitationsexperimentes (Abb. 20).
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Abbildung 20: Coomassie-Gel der Flag-Immunprazipitation von BAG-1M und HspBP1. HEK 293
Zellen wurden in zwei Ansatzen mit jeweils 8 ug Plasmid-DNA, die fur Flag-BAG-1M (1M), Flag-BAG-
1IM_mut (IM_mut), Flag-HspBP1 (BP1) und Flag-HspBP1_mut (BP1_mut) codieren, transfiziert. Als
Kontrolle (K) fur die Antikdrperspezifitat wurde fur die Transfektion dieselbe Menge eines Leervektors
(pPRK5-SV40-MCS) verwendet. Nach der Lyse wurden die Zellextrakte mit anti-Flag-Agarose inkubiert
und anschlielRend eluiert. Das préazipitierte Material wurde auf ein 12%iges PAA-Gel geladen. Die
Proteine wurden mittels kolloidal Comassie detektiert. Der rote Stern markiert die erwartete Grof3e von
Hsc70/Hsp70, die beiden schwarzen Sterne die von BAG-1M (Spur 2 und 3) und HspBP1 (Spur 4 und
5). Der schwarze Pfeil (Spur 2) und die Klammern (Spur 3 und Spur 5) markieren funf
massenspektrometrisch analysierte Proteine.

Eine Bande, die mit BAG-1M coprézipitiert wurde, konnte als regulatorische
Untereinheit 10 der Serin/Threonin-Protein Phosphatase (PP1) identifiziert werden (Abb. 20,
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Spur 2). In einer ,,Yeast two Hybrid“-Analyse wurde gezeigt, dass GADD34, ein zellulares
Stress-Protein, mit BAG-1 interagiert und Hsc70/Hsp70 wie auch hPP1 reversibel mit diesem
Komplex assoziiert sind (Hung et al., 2003). Die Verifizierung der PP1-Interaktion bestétigte
die Eignung dieses experimentellen Ansatzes. Die Analyse der beiden Banden, die mit BAG-
1M _mut coprazipitiert wurden, ergab, dass es sich bei beiden Proteinen um zwei
regulatorische Untereinheiten des 26S-Proteasomes handelt, Rpt4 und Rpt6 (Abb. 20, Spur 3,
Markierung).

Bei den beiden gekennzeichneten Proteinbanden, die mit HspBP1_mut (Abb. 20, Spur
5) coprazipitiert wurden, handelte es sich um Abbauprodukte von HspBP1. Da beide Banden
mit dem anti-Flag-Antikorper prézipitiert wurden, ist eine C-terminale Trunkation
wahrscheinlich. Es wurden noch weitere, mit HspBP1 coprazipitierte Banden analysiert.
Dabei konnte kein eindeutiger Bindungspartner identifiziert werden.

4.2.3 Verifizierung der Interaktion von Rpt4 und Rpt6 mit BAG-1M

In den folgenden Co-Immunprézipitationsexperimenten wurde mittels Westernblot-
Analyse die Spezifitat der Bindung von Rpt4 und Rpt6 an BAG-1M iberprift. Des Weiteren
wurde untersucht, ob fur diese Bindung die Interaktion von BAG-1M mit Hsc70/Hsp70 notig
ist. HEK 293 Zellen wurden jeweils mit den Expressionsplasmiden fir Flag-BAG-1M, Flag-
HspBP1, Flag-BAG-1M_mut und Flag-HspBP1_mut transfiziert. Nach der Immun-
prézipitation mit anti-Flag-Agarose und der Elution mit Flag-Peptid wurde das prézipitierte
Material auf 11%ige PAA-Gele geladen und im Westenblot analysiert (Abb. 21).

Die unterschiedlichen Proteinmengen von BAG-1M und HspBP1 in den Lysaten
wurden mit einem Unterschied der Transfektionseffizienz begrindet. Allerdings wurden
BAG-1M und BAG-1M_mut sowie HspBP1 und HspBP1 mut in vergleichbaren Mengen
prazipitiert, wie in den Coomassie-Gelen zu sehen ist (Abb. 21B, Lysat und Flag-1P).

Die Westernblot-Analyse zeigte, dass Rpt4 und Rpt6 spezifisch an BAG-1M, jedoch
nicht an HspBP1 gebunden haben (Abb. 21A, die Spuren 2-3 und 21B, Spur 2 und Spur 4). In
dem Ansatz mit BAG-1M_mut wurde gezeigt, dass die Bindung von Rpt6 an BAG-1M nicht
Hsc70/Hsp70-abhéangig war (Abb. 21B, Spur 3, ColP). Auffallig war, dass mit BAG-1M_mut
vergleichsweise mehr Rpt6 coprazipitiert wurde (Abb. 21B, Spur 3, ColP).
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Abbildung 21: Die Bindung von Rpt4 und Rpt6 an BAG-1M ist spezifisch und wird nicht von
Hsc70/Hsp70 vermittelt. Es wurden jeweils 8 ug Plasmid-DNA mit den codierenden Sequenzen fir
Flag-BAG-1M, Flag-HspBP1, Flag-BAG-1M_mut und Flag-HspBP1_mut sowie der gleichen Menge
des Leervektors pRK5-SV40-MCS, als Kontrolle (K) fur die Antikdrperspezifitat, in HEK 293 Zellen
transfiziert. Die Uberexprimierten Proteine wurden mit anti-Flag-Agarose prazipitiert und anschlie3end
mit Flag-Peptid eluiert. (A) Fur die Westernblot-Analyse wurden 15 pg Lysat und 20 pl Eluat (ColP)
auf ein 11%iges PAA-Gel aufgetragen. Fur die Detektion im Coomassie-Gel (Flag-IP) wurden 2 pl
Eluat auf ein weiteres PAA-Gel geladen. (B) Fur die Expressionskontrolle wurden 10 pg Lysat und von
dem prazipitierten Material 15 ul (ColP) auf ein 12%iges PAA-Gel aufgetragen. Fur die Analyse im
Coomassie-Gel wurde ein 12%iges PAA-Gel mit 1,6 ul Eluat (Flag-IP) beladen. Die Detektion der
einzelnen Proteine erfolgte mit Antikérpern gegen das Flag-Epitop (BAG-1M, HspBP1), Hsc70/Hsp70,
Rpt4, Rpt6, sowie Aktin und CHIP als Ladekontrolle.

Im Gegensatz zu Rpt6 hat CHIP Hsc70/Hsp70-abhangig an BAG-1M und an HspBP1
gebunden (Abb. 21B, Spur 2 und Spur 4, ColP). Die im Vergleich schwdachere Bindung an
HspBP1_mut (Abb. 21B, Spur 5, ColP) wurde auf die Restbindung von Hsc70/Hsp70 an
HspBP1_mut zurtickgefihrt (Abb. 21B, Spur 5, Flag-1P, siehe auch Abb. 20). Anders als fir
das Hefe-Homolog Fesl beschrieben (Shomura et al., 2005), fihrten die Mutationen der
entsprechenden Reste in HspBP1 nicht zum vollstandigen Verlust der Hsc70/Hsp70
Interaktion.

Die Bindung von Rpt4 und Rpt6 an BAG-1M war nicht tberraschend, da aus der
Literatur bekannt ist, dass BAG-1 uber die ubiquitin-like Domane (ULD) mit dem 26S-
Proteasom interagiert (Liders et al., 2000a; Alberti et al., 2003a).

Da der GR durch BAG-1 und CHIP, eine E3-Ligase, auf proteasomalem Weg
abgebaut werden kann (Demand et al., 2001), stellte sich die Frage, ob der inhibitorische
Effekt von BAG-1M auf den GR durch den Abbau des Rezeptors hervorgerufen wird.
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Demzufolge misste sich die Deletion der ULD-Doméne positiv auf die Menge und somit
auch auf die Funktion des GR auswirken. Diese Hypothese wurde in den nachfolgend
beschriebenen Experimenten unter Einbeziehung einer BAG-1M-ULD-Deletionsmutante
BAG-1M_Ubidel genauer Gberpruft.

4.2.4 Kein Verlust der Rezeptorbindung nach Deletion der ubiquitin-like Domane in
BAG-1M

Fur die Klonierung von BAG-1M_Ubidel wurden durch eine Ligationsreaktion via
PCR aus Wildtyp BAG-1M die Aminosduren 89-134 entfernt. Um diese Mutante auch fir
Co-Immunprazipitationsexperimente verwenden zu koénnen, wurde in der PCR-Reaktion an
das 5°-Ende die Nukleotidsequenz fur die Expression des Flag-Peptids fusioniert.

Mittels Co-Immunprazipitationsexperimenten wurde die Interaktion von BAG-
1M _Ubidel und BAG-1M mit GR, MR und AR verglichen. Die Expressionsplasmide von
BAG-1M, BAG-1M_mut und BAG-1M_Ubidel wurden zusammen mit der Plasmid-DNA
von HA-GR, HA-MR und HA-AR in HEK 293 Zellen transfiziert. Die Spezifitat der
Rezeptor-Bindung wurde in zusétzlichen Kontrollansdtzen tberprift. Diese Zellen wurden
jeweils mit der Plasmid-DNA fur die Expression von HA-GR, HA-MR oder HA-AR und
einem leeren Expressionsvektor (pRK5-SV40-MCS) transfiziert. Die Extrakte wurden tber
Nacht mit anti-Flag-Agarose inkubiert und am nachsten Tag eluiert. Das prézipitierte Material
sowie das Lysat wurden im Westernblot analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22
dargestellt.

Der Vergleich von BAG-1M, BAG-1M_mut und BAG-1M_UDbidel im Coomassie-Gel
(CG) zeigte, dass BAG-1M_Ubidel mit geringster Effizienz prazipitiert wurde (Abb. 22, A-C,
vgl. die Spur mit Spur 6 und Spur7). Die Westernblot-Analyse (WB) ergab, dass Rpt6 nicht
mehr an BAG-1M_Ubidel binden konnte, jedoch an BAG-1M und BAG-1M_mut (Abb. 22A-
C, Spur8). In allen Ansdtzen wurde mit BAG-1M_mut vergleichsweise mehr Rpt6
coprézipitiert, als mit BAG-1M (Abb. 22A-C, vgl. Spur 6 und Spur 7). CHIP band
vergleichsweise stark an BAG-1M_Ubidel (Abb. 22A-C, vgl. Spur 6 und Spur 8), aber nicht
an BAG-1M_mut (Abb. 22A-C, Spur 7). Die schwache Bande in Spur 7 konnte auf
unspezifische Hsc70/Hsp70-Bindung an die anti-Flag-Agarose beruhen (Abb. 22B, WB).
Hierbei fiel auf, dass im Vergleich zu BAG-1M, mit BAG-1M_Ubidel mehr Hsc70/Hsp70
coprazipitiert wurde (Abb. 22A-C, vgl. Spur 6 und Spur 8, CG). BAG-1M_mut interagierte
sehr schwach mit Hsc70/Hsp70 (Abb. 22A-C, Spur 7, CG).
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Abbildung 22: GR, MR und AR binden &hnlich stark an BAG-1M_ubidel wie an BAG-1M-Wildtyp.
HEK 293 Zellen wurden in getrennten Ansatzen mit den Expressionsplasmiden fur Flag-BAG-1M,
Flag-BAG-1M_mut und Flag-BAG-1M_Ubidel (je 8 pg) sowie mit jeweils 2 pg der codierenden
Plasmide fiir HA-GR, HA-MR oder HA-AR cotransfiziert. Zur Uberpriifung der Spezifitat der Bindung
wurde in einem zusétzlichen Ansatz anstelle von BAG-1M dieselbe Menge pRK5-SV40-MCS (K)
elektroporiert. Nach Bindung an anti-Flag-Agarose und Elution wurden 15 pl des préazipitierten
Materials (ColP) und 10 pg Lysat auf 12%ige PAA-Gele geladen und im Westernblot (WB)
immunologisch analysiert. Der GR (A), MR (B) und AR (C) wurden mit anti-HA-HRP detektiert. Fur die
Visualisierung der endogenen Proteine Hsp90, CHIP und Rpt6 wurden die entsprechenden Antikorper
verwendet. Fur die Detektion von Flag-BAG-1M, Flag-BAG-1M_mut und Flag-BAG-1M_Ubidel mit
kolloidal Coomassie wurden jeweils 1,6 pl Eluat auf ein 12%iges PAA-Gel geladen (CG). Die Sterne
markieren coprazipitiertes Hsc70/Hsp70. Die Bindung von GR, MR und AR an die BAG-1M-Isoformen
aus drei unabhangigen Experimenten wurde quantifiziert. Das Ergebnis ist als Rezeptor-Bindung in %
(x SEM) dargestellt (D).

Die Rezeptormengen, die mit BAG-1M_Ubidel coprazipitiert wurden, waren deutlich
geringer, als jene, die mit BAG-1M angereichert werden konnten (Abb. 22A-C, vgl. Spur 6
und Spur 8). Dies ist wahrscheinlich auf die geringe Menge an prazipitiertem BAG-
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1M_Ubidel zuriickzufiihren. Sowohl GR, MR als auch AR wurden sehr schwach mit BAG-
1M_mut angereichert (Abb. 22A-C, Spur 7, WB). Der Grund hierflr kdnnte die beobachtete
unspezifische Bindung von Hsc70/Hsp70 an die anti-Flag-Agarose gewesen sein.

Mit BAG-1M_Ubidel wurde, vermutlich aufgrund der geringeren Prézipitations-
effizienz, deutlich weniger Hsp90 coprézipitiert als mit BAG-1M (Abb. 22A-C, vgl. Spur 6
und Spur 8, WB).

Um herauszufinden, ob es einen Unterschied in der Rezeptor-Bindung zwischen BAG-
1M und BAG-1M_Ubidel gibt, wurden die Intensitaten der Rezeptor-Banden densitometrisch
analysiert und verglichen (Abb. 22D). Hierfur wurde die Dichte der Bande der
coprézipitierten Rezeptoren zur Dichte der Rezeptor-Bande der Lysate ins Verhéltnis gesetzt.

ColP
Lys

Dieser Quotient ( = X) wiederum wurde auf die Intensitat der Bande der prézipitierten

X
Flag —IP

Bindung von GR, MR und AR an BAG-1M. Dieser Wert wurde auf 100% festgelegt. Die
Quantifizierungen der Rezeptor-Bindung ergaben, dass GR, MR und AR &hnlich stark mit
BAG-1M_Ubidel interagierten wie mit BAG-1M (Abb. 22D). Somit hatte die Deletion der
UL-Domaéne in BAG-1M keinen Einfluss auf das Interaktionspotential mit GR, MR und AR.
Im Vergleich banden GR, MR und AR kaum an BAG-1M_mut (Abb. 22D).

BAG-1M-Isoform normalisiert (

). Als Referenz flr die Rezeptor-Bindung diente die

4.2.5 Funktionelle Analyse des Einflusses von HspBP1 auf verschiedene
Steroidhormonrezeptoren im Vergleich mit BAG-1M

Der Einfluss von HspBP1, HspBP1 mut sowie BAG-1M, BAG-1M_mut, und BAG-
1M_Ubidel auf die transkriptionelle Aktivitat des GR, MR und AR wurde in Reportergen-
Experimenten untersucht. Fir die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden Cos-7
Zellen verwendet, da sie ein etabliertes Zellsystem fir die funktionelle Analyse von SR
darstellen.

Im Vorfeld wurde abgeklart, ob die Cofaktoren BAG-1M, BAG-1M_mut, BAG-
1M_Ubidel, HspBP1 und HspBP1 _mut einen Einfluss auf die h&ufig als Reportergen
verwendete Firefly-Luciferase haben, da diese ein gangiges Modell fir Hsc70/Hsp70-
abhangige Faltungsexperimente ist (Abb. 23A). Da die Aktivitat der Firefly-Luciferase nicht
nur von den Cofaktoren beeinflusst werden konnte, sondern auch von der
Transfektionseffizienz, wurden die Experimente unter Einbeziehung der Gaussia-Luciferase,
einem Chaperon-unabhangigen Enzym, als Transfektionskontrolle wiederholt (Abb. 23B).
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Abbildung 23: Die Cofaktoren zeigen mit Plasmidmengen unter 300 ng keinen Hsc70/Hsp70-
abhangigen Einfluss auf die Aktivitat der Firefly-Luciferase. 8000 Cos-7 Zellen wurden mit 12,5
ng HA-PR Expressionsplasmid, 100 ng, 200 ng, 250 ng und 300 ng der kodierenden Plasmide fur
Flag-HspBP1, Flag-HspBP1_mut, Flag-BAG-1M, Flag-BAG-1M_mut und Flag-BAG-1M_Ubidel sowie
2,5 ng eines Plasmids das fur HA-Luciferase unter der Kontrolle eines CMV-Promotors kodiert,
cotransfiziert. Als Kontrolle wurde die entsprechende Menge Leervektor (pRK5-SV40-MCS)
verwendet (A) Dargestellt sind die Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitéat (+ SEM) im Verhaltnis zur
Kontrolle aus vier unabhéngigen, in Triplikaten durchgefiihrten Experimenten. (B) Zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurden zusatzlich 5 ng Gaussia-Expressionsplasmid verwendet. Abgebildet
sind die Mittelwerte (+ SEM) aus vier unabhéngigen Experimenten. Die relative Luciferase-Aktivitat ist
dargestellt als die durch die Gaussia-Luciferase normalisierten Firefly-Luciferase-Werte (x SEM) im
Verhéltnis zu den Werten der Kontrolle. Die Kontrollen wurden in beiden Versuchsreihen pro
Experiment 10x mitgefuhrt. Der Mittelwert der Kontrollen wurde jeweils als Referenzwert auf 100%
gesetzt (gestrichelte Linie). (C und D) Zusammenfassung der Verhéltnisse (in %) der Firefly-Aktivitat
(C) bzw. der relativen Firefly-Aktivitat (D) von HspBP1, BAG-1M und BAG-1M_Ubidel zu den
entsprechenden Mutanten bzw. zur Kontrolle (+ SEM) aus den Ansétzen mit 200-300 ng transfizierter
Cofaktor-Plasmid-DNA.

Cos-7 Zellen wurden mit steigenden Mengen der codierenden Plasmide fir Flag-HspBP1,
Flag-HspBP1_mut, Flag-BAG-1M, Flag-BAG-1M_mut, BAG-1M_Ubidel und dem
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Expressionsplasmid fir die konstitutiv aktive Firefly-Luciferase cotransfiziert. Als Kontrolle
fur die Aktivitat der Firefly-Luciferase wurde ein Expressionsvektor (pRK5-SV40-MCS)
verwendet. Die Firefly-Aktivitdt in den Kontrollansdatzen wurde als Referenz auf 100%
festgelegt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 23A dargestellt.

HspBP1 fuhrte mit steigender Plasmidmenge zu einer Hsc70/Hsp70-abhéangigen
Inhibition der Aktivitat der Firefly-Luciferase (Abb. 23A). Verglichen mit HspBP1_mut und
der Kontrolle wurde die Luciferase-Aktivitat in den Ansédtzen mit den hochsten Mengen
HspBP1-Plasmid-DNA (200-300 ng) um ca. 30-50% inhibiert (Abb. 23C). BAG-1M_mut
verstarkte mit zunehmenden Plasmidmengen die Firefly-Aktivitat. Die Transfektion von 300
ng BAG-1M_mut Plasmid-DNA fuhrte zu einer ca. 3-fach starkeren Aktivitat der Firefly-
Luciferase als in der Kontrollreaktion (Abb. 23A). Im Verhaltnis zu BAG-1M_mut, erreichte
die Luciferase in Anwesenheit von 300 ng BAG-1M-Plasmid-DNA nur 36% ihrer Aktivitat
(Abb. 23A und C). Allerdings zeigte sich in Gegenwart von BAG-1M im Verhaltnis zur
Kontrolle kein Unterschied in der Luciferase-Aktivitat (Abb. 23A und C). BAG-1M_Ubidel
hatte den starksten inhibitorischen Einfluss auf die Aktivitat der Firefly-Luciferase (Abb.
23A). BAG-1M_Ubidel flhrte gegenlber der Kontrollreaktion zu einer Reduktion der
Luciferase-Aktivitat zwischen 40-60% (Abb. 23A und C).

Im ndchsten Schritt wurden dieselben Experimente mit der Gaussia-Luciferase
(Gaussia) als Transfektionskontrolle wiederholt und die Werte der Firefly-Luciferase-
Aktivitat auf die der Gaussia-Aktivitat, normalisiert (Abb. 23B). HspBP1 zeigte jetzt erst ab
250 ng Plasmid-DNA die Tendenz, die Firefly-Luciferase Hsc70/Hsp70-abhdngig zu
inhibieren (Abb. 23B und D). Verglichen mit der Kontrolle zeigte BAG-1M keinen
nennenswerten Einfluss auf die Firefly-Aktivitdt. BAG-1M_mut hingegen fiihrte auch hier bei
geringeren DNA-Mengen zu einer leichten Stimulierung der Firefly-Luciferase-Aktivitéat. Bei
300 ng Plasmid-DNA war dieser Effekt am starksten (Abb. 23B und D). BAG-1M_Ubidel
zeigte im Gegensatz zu BAG-1M bereits bei 100 ng Expressionsplasmid einen repressiven
Einfluss auf die Firefly-Aktivitat (Abb. 23B). Mit steigenden Mengen BAG-1M_Ubidel-
Plasmid wurde dieser inhibitorische Effekt starker und erreichte bei 250 und 300 ng ein
Maximum von 40-50% (Abb. 23D). Die Transfektion von 200 ng BAG-1M_Ubidel Plasmid-
DNA zog bereits eine Inhibition der Firefly-Aktivitat auf 60% des Kontrollwertes nach sich
(Abb. 23B und D).

Diese Experimente zeigten, dass die Firefly-Luciferase als Reportergen fiur die
Untersuchung des Einflusses von HspBP1, BAG-1M und BAG-1M_Ubidel auf die Funktion
des GR, MR und AR unter Beachtung folgender Punkte geeignet war. Erstens, die maximal
verwendete Menge Plasmid-DNA der Cofaktoren sollte 200 ng nicht Gberschreiten. Bei der
Verwendung hoherer Plasmidmengen héatte sich die Hsc70/Hsp70-Abhangigkeit einer
moglichen Rezeptor-Inhibition nicht mehr von der Inhibition des Reporters unterscheiden
lassen. Zweitens, eine eventuell beobachtete Reduktion der Rezeptor-Aktivitat auf 60% durch
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BAG-1M_Ubidel ist auf den negativen Effekt der Mutante auf die Reportergen-Aktivitat
zuruckzufiihren. Drittens, es empfiehlt sich die Verwendung der Gaussia-Luciferase als
Transfektionskontrolle.

a) HspBP1 inhibiert die transkriptionelle  Aktivitdt des  Glukokortikoidrezeptors
Hsc70/Hsp70-abhéngig, &hnlich wie BAG-1M

Unter der Verwendung steigender Plasmidmengen fur jeden Cofaktor wurde in der
ersten Versuchsreihe Uberprift, ob es in Abhédngigkeit der DNA-Menge, Unterschiede
zwischen HspBP1, HspBP1 _mut, BAG-1M, BAG-1M_mut und BAG-1M_Ubidel in ihrer
Wirkung auf die GR-Aktivitat gab. Fur die transkriptionelle Aktivierung des GR wurde mit
10 nM Kortisol eine subsaturierende Hormonkonzentration gewéhlt, da etwaige Einfllisse auf
die Hormonaffinitdt mit sattigenden Hormonkonzentrationen nicht sichtbar sind. In einem
zweiten Ansatz wurde untersucht, ob der Einfluss der Cofaktoren auf die GR-Aktivitat unter
Umsténden von der Hormonkonzentration abhangig war. In diesen Experimenten wurde eine
konstante Menge Plasmid-DNA fiir alle Cofaktoren verwendet.

Cos-7 Zellen wurden jeweils mit verschiedenen Mengen der Expressionsplasmide fir
Flag-HspBP1, Flag-HspBP1 _mut, Flag-BAG-1M, Flag-BAG-1M_mut, Flag-BAG-
1M _ubidel oder teilweise nur mit Klonierungsvektor (pRK5-SV40-MCS) zusammen mit dem
Reporter-Plasmid MMTV-Luc und der Plasmid-DNA, die fir die Gaussia-Luciferase kodiert,
cotransfiziert. Einen Tag nach der Transfektion wurden die Zellen entweder mit 10 nM
Kortisol oder mit steigenden Kortisolkonzentrationen (0-100 nM) stimuliert. Fir die
unstimulierten Werte wurden die Zellen mit der gleichen Menge Ldsungsmittel (Ethanol)
behandelt. Der Einfluss der Cofaktoren auf die transkriptionelle Aktivitdit des GR in
Abhangigkeit ihrer Plasmidmenge bzw. in Abhangigkeit der Hormonkonzentration ist in Abb.
24A und 24B dargestellt.

HspBP1 fiihrte mit steigenden Mengen Plasmid-DNA zu einer starken Inhibition der
GR-Aktivitat (Abb. 24A). In den Ansédtzen mit jeweils 150 ng und 200 ng DNA zeigte sich
eine deutliche Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit verglichen mit HspBP1_mut. Allerdings schien
HspBP1 _mut im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls einen negativen Effekt auf die
transkriptionelle Aktivitat des GR auszutiben. Dieser inhibitorische Effekt von HspBP1_mut
war wahrscheinlich in der Restbindung von Hsc70/Hsp70 an HspBP1 mut begriindet (vgl.
4.2.3, Abb. 21B). Die Westernblot-Analyse zeigte, dass sich die steigenden Plasmidmengen
von HspBP1 und HspBP1 _mut in einer Zunahme der Proteinexpression widerspiegelten und
beide Proteine vergleichbare Expressionsniveaus aufwiesen (Abb. 24C). Die GR-Spiegel in
Gegenwart von HspBP1 schienen etwas niedriger zu sein, was eine Erklarung fir die
geringere Rezeptor-Aktivitat sein konnte. Allerdings wurde der GR in den Ansédtzen mit 150
ng bzw. 200 ng Plasmid-DNA, in denen sich die starkste Hsc70/Hsp70-Abhangigkeit zeigte,
in Anwesenheit von HspBP1 und HspBP1_mut dhnlich stark exprimiert (Abb. 24C).
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Abbildung 24: HspBP1 und BAG-1M inhibieren den GR in Abhangigkeit ihrer Proteinmenge und
der Hormonkonzentration. 8000 Cos-7 Zellen wurden mit 60 ng MMTV-Luc Reporterplasmid, den
Expressionsplasmiden fir Gaussia-KDEL (5 ng) und HA-GR (12,5 ng), sowie unterschiedlichen
Mengen Flag-HspBP1, Flag-HspBP1 mut, Flag-BAG-1M, Flag-BAG-1M_mut und Flag-BAG-
1M_Ubidel (Cofaktoren) cotransfiziert. Die Zellen wurden 24 h mit Hormon behandelt. Es wurden
jeweils vier unabhangige Experimente in Triplikaten durchgefuhrt. (A) Fiur die Transfektion wurden
jeweils 50, 100, 150 und 200 ng der Expressionsplasmide der Cofaktoren transfiziert. Als Kontrolle
wurden 200 ng Klonierungsvektor (pRK5-SV40-MCS) verwendet. Die Stimulierung erfolgte mit 10 nM
Kortisol fir 24 h. Die relative GR-Aktivitat ist dargestellt als die durch die Gaussia-Luciferase
normalisierten Firefly-Luciferase-Werte (+ SEM) im Verhaltnis zu den Werten der Kontrolle. Die Werte
der Kontrolle (kein Cofaktor) wurden als Referenz auf 100% festgelegt (gestrichelte Linie). (B) Es
wurden 200 ng der Plasmid-DNA jedes Cofaktors transfiziert. Die Hormonbehandlung erfolgte mit 0, 1,
10 und 100 nM Kaortisol (Kort) fiir 24 h. Dargestellt sind die normalisierten Firefly-Luciferase-Werte (+
SEM) im Verhéaltnis zu BAG-1M_mut als relative GR-Aktivitat. Der Wert von BAG-1M_mut bei 100 nM
Kortisol wurde als Referenz auf 100% festgelegt. (C und D) Représentative Westernblots. Fur die
Westernblot-Analysen wurden jeweils 20 ul Probe auf ein 12%iges PAA-Gel geladen. Die
verschiedenen Proteine wurden mit Antikdrpern gegen das HA-Epitop (GR), das Flag-Epitop
(Cofaktor) und Aktin als Ladekontrolle detektiert.
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Die BAG-1M-Isoformen, BAG-1M, BAG-1M_mut und BAG-1M_Ubidel, fuhrten bei
50 ng Plasmid-DNA, verglichen mit der Kontrolle, zu einer deutlichen Stimulierung der GR-
abhdngigen Transkription (Abb. 24A). BAG-1M stimulierte die Rezeptor-Aktivitat in den
Ansatzen mit 50 ng und 100 ng Plasmid-DNA. Erst bei hoheren DNA-Mengen flihrte es zur
Inhibition der GR-Funktion. Bei 200 ng Plasmid-DNA hatte BAG-1M den starksten
repressiven Einfluss auf die GR-Aktivitat (Abb. 24A). Da BAG-1M_mut in allen Ansatzen
die GR-abhangige Transkription forderte, war die Hsc70/Hsp70-Abhangigkeit bei 200 ng
Plasmid-DNA am deutlichsten sichtbar (Abb. 24A).

Auch fir den stimulatorischen Effekt in Gegenwart geringerer Mengen BAG-1M-
Plasmid leitete sich eine Hsc70/Hsp70-Abhangigeit ab (Abb. 24A). BAG-1M_Ubidel
hingegen fuhrte ab einer Plasmidmenge von 100 ng zu einer kontinuierlichen
Verschlechterung der GR-Funktion, die in einer fast vollstandigen Inhibition der
transkriptionellen Aktivitat bei maximaler DNA-Menge mindete. Der beobachtete Effekt
kann auf eine Inhibition der GR-Funktion zurtickgefihrt werden, da er starker war als der
beobachtete Effekt auf die Firefly-Luciferase (vgl. Abb. 23B und D). Die Westernblot-
Analyse ergab, dass die Proteinspiegel aller drei BAG-1M-Isoformen mit steigenden Mengen
der Expressionsplasmide zunahmen (Abb. 24C). BAG-1M und BAG-1M_mut wiesen gleich
starke Expressionsniveaus auf, BAG-1M_Ubidel wurde im Vergleich zum Wildtyp etwas
starker exprimiert. Weder BAG-1M oder BAG-1M_mut noch BAG-1M_Ubidel hatten einen
sichtbaren Einfluss auf die GR-Expression (Abb. 24C).

In diesen Experimenten war der inhibitorische Effekt wie auch dessen Hsc70/Hsp70-
Abhangigkeit in den Anséatzen mit 200 ng Cofaktor-Plasmid am deutlichsten erkennbar. In der
nachsten Versuchsreihe wurden daher fir jeden Cofaktor 200 ng Expressionsplasmid
verwendet. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit steigenden Kortisolkonzentrationen. Die
unter diesen Bedingungen beobachtete Wirkung der Cofaktoren auf die GR-abhéngige
Transkription der Luciferase ist in Abbildung 24B graphisch dargestellt. Als Referenzwert
von 100% wurde die GR-Aktivitat in Gegenwart von BAG-1M_mut bei 100 nM Kortisol
verwendet, da BAG-1M_mut bekanntermalen keinen Einfluss auf die GR-Aktivitat hat.

HspBP1 fiihrte, &hnlich wie BAG-1M, zu einer Inhibierung der GR-Transaktivierung
(Abb. 24B). Die starkste Inhibition durch HspBP1 und BAG-1M wurde bei 10 nM Kortisol
beobachtet. In Anwesenheit von 100 nM Kortisol nahm der Einfluss von HspBP1 und BAG-
1M auf die GR-Aktivitat ab (Abb. 24B). In beiden Fallen zeigte sich die Hsc70/Hsp70-
Abhéngigkeit dieses Effektes bei 10 und 100 nM Hormon. HspBP1_mut wies bei 10 nM
Kortisol einen vergleichsweise schwachen inhibitorischen Effekt auf die GR-Funktion auf,
der jedoch bei 100 nM Kaortisol nicht mehr erkennbar war (Abb. 24B). Als Erklarung wurde
wiederum die Restbindung von Hsc70/Hsp70 angefihrt (vgl. 4.2.3, Abb. 21B). BAG-
1M_Ubidel fiihrte auch unter diesen Bedingungen zur stérksten Reduktion der GR-
Transaktivierung. Bei 10 nM war der GR transkriptionell fast vollstandig inaktiv (Abb. 24B).
Nach der Stimulierung mit 100 nM Kortisol erreichte der GR ca. 30% seiner Aktivitat
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verglichen mit BAG-1M_mut (Abb. 24B). Ein Vergleich der Protein-Spiegel des GR zeigte,
dass das Expressionsniveau zwischen HspBP1 und HspBP1 mut vergleichbar war (Abb.
24D). Das Gleiche galt fir BAG-1M und die beiden Mutanten, BAG-1M_mut und BAG-
1M_Ubidel (Abb. 24D).

Diese Daten zeigten, dass HspBP1 unter bestimmten Bedingungen einen ahnlichen
Hsc70/Hsp70-abhéngigen inhibitorischen Effekt auf die GR-Funktion hatte wie BAG-1M. Im
Gegensatz zu HspBP1 flihrte BAG-1M allerdings in geringen Mengen zu einer Stimulierung
des GR. Daruber hinaus wurde gezeigt, dass sowohl die Menge der Cofaktoren selbst, als
auch die Hormonkonzentration das Ausmal} der GR-Inhibition beeinflussten. Je mehr
Cofaktor im Verhdltnis zum GR, desto starker wurde die GR-Aktivitat reduziert. Auf der
anderen Seite nahm der inhibitorische Einfluss mit steigenden Kortisolkonzentrationen ab.
Unter subsaturierenden Bedingungen hatten HspBP1 und BAG-1M den stérksten
reprimierenden Effekt auf die GR-Funktion. Uberraschenderweise filhrte BAG-1M_Ubidel zu
einer drastischen Reduktion der GR-Aktivitat, die sich nicht mit einer verminderten GR-
Expression erklaren liel3.

b) BAG-1M und HspBP1 inhibieren die Transaktivierungsaktivitdt des Mineralokortikoid-
rezeptors

Der MR ist der interessanteste Kandidat fur eine vergleichende Studie der beiden
Hsc70/Hsp70-Nukleotidaustauschfaktoren HspBP1 und BAG-1M. Bislang galt BAG-1 als
Diskriminationsfaktor fir die beiden am n&chsten verwandten SR GR und MR (Crocoll et al.,
2000). Aus diesem Grund schien er ein geeignetes Modell zu sein, gegebenenfalls vorhandene
Unterschiede in der Wirkung von HspBP1 und BAG-1M auf transktiptionelle Aktivitat von
SR zu untersuchen. Fir die funktionelle Analyse des MR wurden Reportergen-Experimente
wie in 3.2.5a beschrieben in Cos-7 Zellen durchgefiihrt. Der Effekt von HspBP1,
HspBP1_mut, BAG-1M, BAG-1M_mut und BAG-1M_Ubidel auf den MR wurde ebenfalls
in  Abhéngigkeit der Cofaktor-Plasmidmenge wie auch in Abhéangigkeit der
Hormonkonzentration untersucht und verglichen. Da der MR, anders als der GR, bereits ohne
Hormonbehandlung eine hohe Basalaktivitat aufwies, wurde fur die Transfektion und
Stimulierung der Zellen der nachfolgenden Experimente Medium mit 0,5% statt mit 10%
steroidfreiem FBS verwendet. Um das Expressionsniveau des MR anzupassen, wurde die
doppelte Menge des Expressionsplasmids von HA-MR (25 ng) transfiziert. Die Stimulierung
des MR erfolgte, wie auch in 4.2.5a beschrieben, mit einer konstanten Fludrokortison-
konzentration von 0,03 nM oder mit steigenden Konzentrationen (0-3 nM).
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Abbildung 25: Mit steigender Proteinmenge und sinkender Hormonkonzentration inhibieren
HspBP1 und BAG-1M die MR-Aktivitat. 8000 Cos-7 Zellen wurden mit 60 ng MMTV-Luc Reporter-
Plasmid, den Expressionsplasmiden von Gaussia-KDEL (5 ng) und HA-MR (25 ng) und
verschiedenen Mengen der Plasmide, die fir die Cofaktoren kodieren, sowie teilweise mit dem
Expressionsvektor pRK5-SV40-MCS (Kontrolle) transfiziert. Das Medium fir die Transfektion und
Stimulierung der Zellen enthielt 0,5% steroidfreies FBS. Es wurden jeweils vier unabhangige
Experimente in Triplikaten durchgefihrt. (A) Es wurden je 50, 100, 150 und 200 ng der Plasmid-DNA
von Flag-HspBP1 (BP1), Flag-HspBP1l mut (BP1_mut), Flag-BAG-1M (1M), Flag-HBAG-1M_mut
(IM_mut) und Flag-BAG-1M_Ubidel (1M_Ubidel) (Cofaktoren) transfiziert. Die Stimulierung erfolgte
mit 0,03 nM Fludrokortison (Fludro.) fur 24 h. Die relative MR-Aktivitat ist dargestellt als die durch die
Gaussia-Luciferase normalisierten Firefly-Luciferase-Werte (£ SEM) im Verhaltnis zu den Werten der
Kontrolle. Der Wert der Kontrolle wurde als Referenz auf 100% festgelegt (gestrichelte Linie). (B) Fur
die Transfektion wurden jeweils 200 ng des Expressionsplasmids der Cofaktoren (Cof.) verwendet.
Die Zellen wurden mit 0, 0,03, 0,3 und 3 nM Fludrokortison (Fludro.) fir 24 h stimuliert. Die durch die
Gaussia-Luciferase normalisierten Mittelwerte der Firefly-Luciferase sind als MR-Aktivitat in % (+
SEM) dargestellt. Als Referenz (100%) wurde der Mittelwert der MR-Aktivitat in Gegenwart von BAG-
1IM_mut bei 3 nM Fludrokortison verwendet. (C-D) Abgebildet sind reprasentative Westernblot-
Experimente. Fir die Analysen im Westernblot wurden je 15 pl Probe auf ein 12%iges PAA-Gel
geladen. Die Detektion der verschiedenen Proteine wurde mit Antikdrpern gegen das Flag-Epitop
(Cofaktor), das HA-Epitop (MR) und Aktin als Ladekontrolle durchgefthrt.
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HspBP1 fihrte bereits bei 50 ng Plasmid-DNA zu einer starken Reduktion der MR-
Aktivitat, die bei allen Plasmidmengen Hsc70/Hsp70-abhangig war (Abb. 25A). Im Falle des
GR wurde die Hsc70/Hsp70-abhé&ngige Inhibition dagegen erst bei drei-fach hoheren
HspBP1-Plasmidmengen beobachtet (Abb. 24A). HspBP1 mut hatte, vermutlich aufgrund
der Restbindung von Hsc70/Hsp70, gegentiber der Kontrolle einen schwachen inhibitorischen
Effekt auf die MR-Funktion (Abb. 25A). Die MR-Aktivitat schien in geringerem Male davon
betroffen zu sein als die GR-Aktivitéat (vgl. Abb. 25A mit Abb. 24A).

Der MR wurde im Vergleich zum GR durch BAG-1M, BAG-1M_mut und BAG-
1M_Ubidel kaum stimuliert, wenn 50 ng des Expressionsplasmids transfiziert wurden (Abb.
25A). Uberraschenderweise zeigte BAG-1M mit zunehmenden Plasmidmengen einen starken
inhibitorischen Effekt auf die MR-Aktivitat. Obwohl BAG-1M_mut gegenlber der Kontrolle
zu einer geringfligig schwacheren MR-Aktivitat fihrte, wurde die Hsc70/Hsp70-
Abhangigkeit der Inhibition durch BAG-1M ab einer Plasmidmenge von 150 ng sichtbar
(Abb. 25A). BAG-1M_Ubidel hatte, dhnlich wie beim GR, ab einer Menge von 100 ng
Plasmid-DNA einen stark reduzierenden Einfluss auf die MR-Transaktivierung (Abb. 25A).
Die Reduktion der MR-abhangigen Transkription war starker als die Inhibition der Firefly-
Aktivitat (vgl. Abb. 23B und D).

In der Westernblot-Analyse zeigte sich der Anstieg der Proteinspiegel der Cofaktoren
in Abhéngigkeit der eingesetzten Plasmidmenge. Die MR-Expression wurde durch die
Coexpression von HspBP1, HspBP1 Mut bzw. BAG-1M und BAG-1M_mut nicht verandert
(Abb. 25C). Einzig BAG-1M_Ubidel, das eine geringfugig starkere Expression als BAG-1M
aufwies, fihrte bei hohen DNA-Mengen zu einer schwécheren MR-Expression. Ob dieser
Unterschied in der MR-Expression fur die deutlich schwéachere MR-Aktivitat in Gegenwart
von BAG-1M_Ubidel verantwortlich ist, ist fraglich. Die Transfektion von 100 ng der
Expressionsplasmide von BAG-1M- bzw. BAG-1M_Ubidel hatte keinen Einfluss auf die
MR-Spiegeln, trotzdem war der MR in Gegenwart von BAG-1M deutlich aktiver als in
Gegenwart von BAG-1M_Ubidel (Abb. 25C).

Die Stérke des inhibitorischen Effekts der verschiedenen Cofaktoren war zudem von
der Hormonkonzentration abhdngig. Nach Stimulierung mit subsaturierenden Hormon-
konzentrationen (0,03 nM) war die MR-Inhibition durch HspBP1, BAG-1M und BAG-
1M_Ubidel am starksten (Abb. 25B). Mit steigenden Flutrokortisonkonzentrationen nahm die
MR-Aktivitat wieder zu, erreichte jedoch nicht ihr Maximum, wie in Gegenwart von BAG-
1M_mut oder HspBP1 mut. Die Coexpression beider Hsc70/Hsp70-Interaktions-Mutanten
fuhrte zu einer vergleichbaren MR-abh&ngigen Luciferase-Expression (Abb. 25B). BAG-
1M_Ubidel fuhrte auch in diesen Experimenten bei einer Flutrokortisonkonzentration von
0,03 nM zur starksten Reduktion der MR-Funktion (Abb. 25B). Bei hohen
Hormonkonzentrationen nahm der inhibitorische Einfluss von BAG-1M auf die MR-Aktivitat
ab (Abb. 25B).
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In der Expressionskontrolle wurde kein Unterschied bezuglich der MR-Expression
zwischen HspBP1 und HspBP1_Mut oder BAG-1M und den Mutanten BAG-1M_mut und
BAG-1M-Ubidel festgestellt (Abb. 25D).

In diesen Experimenten wurde somit gezeigt, dass sowohl HspBP1 als auch BAG-1M
mit steigender Proteinmenge und sinkender Hormonkonzentration zu einer Inhibition der MR-
Aktivitat fihren. Der inhibitorische Effekt auf den MR war von Hsc70/Hsp70 abhéngig. Die
Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit der MR-Inhibition war in beiden Féllen sogar stérker als es fur
die Inhibition des GR beobachtet wurde. BAG-1M_Ubidel hatte den grofiten inhibitorischen
Einfluss auf die transkriptionellen Aktivitidt des MR. Die Reduktion der MR-Aktivitat durch
BAG-1M_Ubidel war unabhéngig von dem Einfluss auf die Luciferase-Aktivitdt und der
Rezeptor-Expression.

c) Im Gegensatz zu BAG-1M inhibiert HspBP1 Hsc70/Hsp70-abhangig die transkriptionelle
Aktivitat des Androgenrezeptors

In diesem Abschnitt der funktionellen Analyse wurde der Einfluss von HspBP1lund
BAG-1M auf die Funktion des AR verglichen. Die Reportergen-Experimente wurden wie
unter 4.5.2b durchgefiihrt. Anstelle von Fludrokortison wurde der AR mit
Dihyddroxytestosteron (DHT) aktiviert. Fur die Transfektion und Stimulierung der Zellen
wurde Medium mit 10% steroidfreiem FBS verwendet.

Anders als in der Literatur beschrieben (Froesch et al., 1998; Shatkina et al., 2003),
fuhrte BAG-1M in diesem Reportergen-System zu einer Stimulierung der AR-Aktivitat (Abb.
26A). Am starksten war dieser Effekt mit einer Plasmidmenge von 100 ng BAG-1M zu
beobachten. Mit steigender Menge Expressionsplasmid nahm dieser aktivierende Effekt ab. In
Gegenwart von 200 ng BAG-1M Plasmid-DNA erreichte der AR eine vergleichbare Aktivitat
wie im Kontroll-Ansatz (Abb. 26A). BAG-1M_mut zeigte keinen nennenswerten Einfluss auf
die AR-Aktivitdt (Abb. 26A). Demnach scheint der positive Effekt von BAG-1M von
Hsc70/Hsp70 abhangig zu sein (Abb. 26A). BAG-1M_Ubidel stimulierte den AR sogar noch
starker als BAG-1M (Abb. 26A). Bei der geringsten DNA-Menge von 50 ng fuhrte BAG-
1M_Ubidel zu einer ca. 2,5-fach starkeren transkriptionellen Aktivitat als in der Kontrolle
(Abb. 26A). Mit zunehmender Plasmidmenge nahm die AR-Aktivitat ab und war bei 200 ng
deutlich unter dem Wert der Kontrolle (Abb. 26A). Diese Reduktion der AR-Funktion
entspricht jedoch in etwa dem erwarteten Effekt auf die Firefly-Luciferase-Aktivitat (vgl.
Abb. 23B und D) und kann daher nicht eindeutig als Inhibition der AR-Funktion gewertet
werden.
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Abbildung 26: HspBP1 und BAG-1M haben, abhangig von ihrer Proteinmenge und der
Hormonkonzentration, unterschiedliche Effekte auf die AR-Aktivitat. Die Transfektion von 8000
Cos-7 Zellen wurde mit 60 ng MMTV-Luc Reporter-Plasmid, 5 ng Gaussia-Expressionsplasmid und 25
ng des Plasmids mit der kodierenden Sequenz fir HA-AR durchgefiihrt. Flr die Coexpression der
Cofaktoren (Cof.) Flag-HspBP1, Flag-HspBP1_mut, Flag-BAG-1M, Flag-BAG-1M_mut und Flag-BAG-
1M_Ubidel bzw. pRK5-SV40-MCS (Kontrolle), wurden verschiedene Mengen der entsprechenden
Expressionsplasmide cotransfiziert. Die Experimente wurden in Triplikaten und vier unabhéngigen
Wiederholungen durchgefiihrt. (A) Es wurden jeweils 50, 100, 150 und 200 ng der Expressions-
plasmide der Cofaktoren transfiziert. Die Zellen wurden flr 24 h mit 3 nM DHT stimuliert. Die relative
AR-Aktivitat ist als Mittelwert der durch Gaussia-Luciferase normalisierten Firefly-Luciferase-Aktivitét
(x SEM) dargestellt. Als Bezugspunkt von 100% wurde der Wert der Kontrolle verwendet. (B) Es
wurde jeweils 200 ng der Plasmid-DNA fir die Expression der Cofaktoren eingesetzt. Die relative AR-
Aktivitat ist als Mittelwert der durch die Gaussia-Aktivitdt normalisierten Firefly-Aktivitat (+ SEM)
dargestellt. Der Mittelwert von BAG-1M_mut nach der Stimulierung mit 3 nM DHT wurde als Referenz
auf 100% festgelegt. (C-D) Reprasentative Westernblot-Analysen. Es wurden jeweils 20 ul Probe auf
ein 12%iges PAA-Gel geladen und nach der Elektrophorese auf eine Membran transferiert. Die
Proteindetektion wurde mit Antikérpern gegen das HA-Epitop (AR), das Flag-Epitop (Cofaktoren) und
Aktin als Ladekontrolle durchgefiihrt.
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HspBP1 fuhrte im Gegensatz zu BAG-1M unabhdngig von der eingesetzten
Plasmidmenge zu einer Inhibition der AR-Aktivitdt gegeniiber der Kontrolle (Abb. 26A).
Dieser inhibitorische Effekt erreichte sein Maximum bei 200 ng HspBP1 Plasmid-DNA. Da
HspBP1_mut die AR-Aktivitat in keiner Weise beeinflusste, schien der inhibitorische Effekt
von HspBP1 durch Hsc70/Hsp70 vermittelt zu werden (Abb. 26A).

Die Westernblot-Analyse zeigte, dass die Proteinmenge der Cofaktoren mit der
eingesetzten DNA-Menge korrelierte. Die Expression des AR wurde hierdurch kaum
beeinflusst (Abb. 26C).

Die Effekte der Cofaktoren auf die AR-Aktivitat schienen nicht von der
Hormonkonzentration abhéngig zu sein (Abb. 26B). Nach der Stimulierung mit 0,3 bzw. 3
nM DHT zeigte neben BAG-1M_Ubidel nur HspBP1 einen reduzierenden Effekt auf die
transkriptionelle Aktivitdt des AR (Abb. 26B). Der reprimierende Einfluss von BAG-
1M_Ubidel lieR sich, wie bereits erwahnt, mit groRer Wahrscheinlichkeit auf die Inhibition
der Firefly-Luciferase zuriickfiihren. Wenn uberhaupt, zeigte BAG-1M_Ubidel nur einen
schwach inhibitorischen Effekt auf den AR (Abb. 26B). Einzig HspBP1 fiihrte Hsc70/Hsp70-
vermittelt zu einer Inhibition der AR-Aktivitat. Die Expressionsanalyse des AR zeigte keine
gravierenden Unterschiede in den AR-Spiegeln (Abb. 26D).

Zusammengefasst wurden in den funktionellen Analysen des GR, MR und AR
Unterschiede beziglich der Wirkungsweise von HspBP1 und BAG-1M festgestellt. Bereits in
der Untersuchung der GR-Funktion zeigte sich dieser Unterschied. Mit geringen Mengen
Plasmid-DNA zeigte BAG-1M stimulatorische Effekte auf den GR, HspBP1 hingegen hatte
keinen Einfluss (Abb. 24A). Mit steigenden Plasmidmengen zeigten beide einen
inhibitorischen Effekt auf die GR-Funktion. Der MR wurde Uberraschenderweise sowohl
durch BAG-1M als auch durch HspBP1 inhibiert (Abb. 25). Der Effekt von HspBP1 war
bereits in Anwesenheit geringer Plasmidmengen sichtbar. In beiden Fallen war die Wirkung
auf GR und MR Hsc70/Hsp70-abhangig. Die Beobachtung, dass der inhibitorische Effekt von
HspBP1 und BAG-1M in Abhéngigkeit der Hormonkonzentration erfolgte, lieR die Annahme
zu, dass beide NEF die Hormonbindungsaffinitat von GR und MR reduzieren.

Die prominentesten Unterschiede in der Wirkungsweise der beiden Hsc70/Hsp70-NEF
wurden jedoch in der funktionellen Analyse des AR festgestellt. Im Gegensatz zu BAG-1M,
das den AR in geringen Mengen Hsc70/Hsp70-abhéngig stimulierte, flhrte HspBP1 zu einer
starken Reduktion der AR-Funktion, die ebenfalls Gber Hsc70/Hsp70 vermittelt wurde (Abb.
26A).

Den funktionellen Analysen zufolge wies HspBP1 auf den GR, MR und AR
vergleichbare inhibitorische Effekte auf. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HspBP1
und BAG-1M die Chaperon-Aktivitdt von Hsc70/Hsp70 auf unterschiedlichen Ebenen
beeinflussen.
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Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurde der Einfluss von HspBP1 und BAG-1M
auf die Zusammensetzung der Chaperon-Substrat-Heterokomplexe untersucht. Als Substrat
dienten die drei Steroidhormonrezeptoren GR, MR und AR.

4.2.6 Einfluss von HspBP1l und BAG-1M auf die Komposition der Chaperon-
Rezeptor-Heterokomplexe

Fur die Funktion von SR ist die richtige Faltung essentiell. Hsc70/Hsp70 binden
bereits wahrend der Translation an die naszierenden Polypetidketten und fuhren sie dem
Faltungszyklus zu. Neben Hsc70/Hsp70 und Hsp90 sind Hsp40, Hop, Hip und p23
mafRgeblich an der SR-Faltung beteiligt. HspBP1 und BAG-1M sollten zusammen mit GR
bzw. MR oder AR uberexprimiert und prézipitiert werden, mit den folgenden Zielen:

1) gibt es einen Unterschied in der Rezeptor-Bindung (Substratbindung) ?

2) welche faltungsrelevanten Cofaktoren kénnen coprazipitiert werden, und lassen sich

diesbeziiglich Unterschiede feststellen?

3) kann dadurch auf die chronologische Reihenfolge geschlossen werden, wann

HspBP1bzw. BAG-1M ihren Einfluss auf Hsc70/Hsp70 austiben?

Um Aussagen Uber die Spezifitdt und Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit der Interaktionen
treffen zu konnen, wurden HspBP1 mut und BAG-1M_mut in diese Untersuchung mit
einbezogen.

Fur die Interaktionsanalyse von den Cochaperonen HspBPl, BAG-1M sowie
HspBP1 _mut und BAG-1IM mut mit GR, MR und AR sowie ausgewahlten
faltungsrelevanten Cofaktoren wurden Co-Immunprazipitationsexperimente durchgefihrt.
HEK 293 Zellen wurden mit gleichen Mengen der fur Flag-BAG-1M, Flag-BAG-1M_mut,
Flag-HspBP1 und Flag-HspBP1_mut kodierenden Plasmid-DNA sowie pRK5-SV40-MCS als
Kontrolle fir die Spezifitit der Rezeptor-Bindung, zusammen mit den jeweiligen
Expressionsplasmiden fir HA-GR bzw. HA-MR oder HA-AR cotransfiziert. Drei Tage nach
der Elektroporation wurden die Zellen lysiert und tiber Nacht mit anti-Flag-Agarose inkubiert.
Am ndachsten Tag erfolgte die spezifische Elution. Das prézipitierte Material wurde im
Westernblot und durch Farbung der PAA-Gele mit kolloidal Coomassie analysiert. Fir die
Interaktionsanalysen wurde ein Antikorper verwendet, der spezifisch die konstitutiv
exprimierte Form Hsc70 erkennt. Die Starke der Interaktionen mit HspBP1 und BAG-1M
wurde quantitativ analysiert. Hierfur wurden die Intensitdten der im Westernblot bzw.
Coomassie-Gel detektierten Proteinbanden densitometrisch bestimmt. Fir die Quantifizierung
der Rezeptor-Interaktion wurde zuerst die Intensitdt der coprazipitierten SR (ColP) zur

©oI? — X). AnschlieRend
Lysat

Intensitat ihrer Expressionskontrolle (Lysat) ins Verhaltnis gesetzt (

wurde der Quotient (X) auf die Intensitat des prazipitierten HspBP1 bzw. BAG-1M (Flag-IP)
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X
Flag —

endogenen Proteine. Die nachfolgenden drei Abbildungen (Abb. 27-29) zeigen jeweils
reprasentative Westernblots der Interaktionsstudien von HspBP1 und BAG-1M sowie
HspBP1 _mut und BAG-1M_mut mit GR, MR und AR. Neben der Interaktion mit den
Rezeptoren und Komponenten der Faltungsmaschinerie wurde auch die Bindung von Rpt6
und CHIP (E3-Ligase) untersucht, um gegebenenfalls fir den Abbau relevante Aspekte mit
einzubeziehen.

im Coomassie-Gel normalisiert ( IP)' Der letzte Schritt galt auch fur die coprazipitierten
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Abbildung 27: GR und Hsp40 binden bevorzugt an BAG-1M. HEK 293 Zellen wurden mit 8 pug der
Expressionsplasmide fur Flag-HspBP1 oder Flag-HspBP1_mut sowie Flag-BAG-1M und Flag-BAG-
1M_mut und jeweils 2 pg der fur HA-GR codierenden Plasmid-DNA cotransfiziert. Zur Kontrolle (K)
der Spezifitat der Rezeptor-Bindung wurde ein weiterer Ansatz mit gleichen DNA-Mengen HA-GR und
pRK5-SV40 (Kontrolle) mitgefiihrt. Nach der Immunprézipitation mit anti-Flag-Agarose und der Elution
wurden jeweils 10 pg Zelllysat und 15 pl des préazipitierten Materials (ColP) auf ein 12%iges PAA-Gel
geladen und im Westernblot analysiert (A) Die endogenen Proteine wurden mittels Antikbrper gegen
das konstitutiv exprimierte Hsc70, Hop, Hsp90, Hip, CHIP, Rpt6, und Hsp40 detektiert. Fur die
Detektion des GR wurde anti-HA-HRP verwendet. Der Stern neben Spur 6 markiert die Position der
schweren Kette des anti-Flag-Antikorpers. Die beiden violetten Sterne auf3erhalb des Westernblot
markieren die Position von Hsc70 (oben) und Hop (unten) (B) Coomassie-Gel (Flag-IP) der
immunprazipitierten Cochaperonen und des coprazipitierten Hsc70/Hsp70. Es wurden 0,8 pl Eluat auf
ein 12%iges PAA-Gel geladen und mit kolloidal Coomassie geféarbt. Der Stern markiert Hsc70/Hsp70.
(C) Quantitative Analyse der Bindung von GR, Hsc70/Hsp70 und Hsp40 (farbig unterlegt), Hsp90,
CHIP, Hsc70, Hop und Rpt6 an HspBP1, HspBP1_mut, BAG-1M und BAG-1M_mut (+ SEM). Die
Mittelwerte fur die Bindung an BAG-1M wurden als Referenz auf 100% festgelegt. Es wurden drei
unabhéngige Experimente quantitativ analysiert.
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Der GR, Hsp90 und Hop interagierten sowohl mit BAG-1M als auch mit HspBP1
Hsc70-abhangig (Abb. 27A, vgl. die Spuren 7 und 9 mit den Spuren 8 und 10). Der Vergleich
der GR-Expression zeigte, dass BAG-1M in diesen Experimenten einen schwachen negativen
Einfluss auf die GR-Expression auszuiben schien (Abb. 27A, Spur 2).

Hsc70 und CHIP konnte im Gegensatz zu BAG-1M_mut mit HspBP1 mut
coprézipitiert werden. Als Erklarung fir diese Interaktionen kénnte die Restbindung von
Hsc70 an HspBP1_mut angefiihrt werden (Abb. 27A, Spur 10). Die E3-Ligase CHIP und
Hsc70 interagierten ahnlich stark mit HspBP1 und BAG-1M (Abb. 27 die Spuren 7 und 9).

Hip, das Hsc70-interagierende Protein, konnte weder durch HspBP1 bzw.
HspBP1_mut, noch durch BAG-1M bzw. BAG-1M_mut angereichert werden (Abb. 27A, die
Spuren 7-8 und die Spuren 9-10).

Hsp40 und Rpt6 wurden ausschliellich mit BAG-1M coprézipitiert (Abb. 27A, die
Spuren 7 und 8). Im Gegensatz zu Rpt6, das Hsc70-unabhdngig mit BAG-1M interagierte,
wurde die Bindung von Hsp40 Uber Hsc70 vermittelt (Abb. 27, vgl. Spur 7 mit Spur 8). In
diesen Assoziationen unterschieden sich HspBP1 und BAG-1M.

Das Protein p23, ein Indikator fiir den spat im Zyklus gebildeten Hsp90-GR-
Heterokomplex, wurde weder mit HspBP1oder HspBP1_mut noch mit BAG-1M oder BAG-
1M_mut angereichert (Abb. 27A). Es wurde nicht in die Quantifizierung mit einbezogen, da
es hier als stellvertretendes Beispiel nur fir den GR gezeigt wurde. Es ist jedoch anzunehmen,
dass es nicht mit den Hsc70/Hsp70-NEF interagiert, bzw. nicht mit diesen im Komplex
vorliegt. Diese Interaktion diente als Bestatigung, dass HspBP1 und BAG-1M an friihen SR-
Faltungsstadien beteiligt sind.

Fur die quantitative Analyse der Interaktionen mit HspBP1 und BAG-1M wurde die
an BAG-1M gebundene Menge der entsprechenden Proteine jeweils als Referenz auf 100%
festgelegt. Die Quantifizierung ergab, dass der GR etwas starker mit BAG-1M interagierte als
mit HspBP1 (Abb. 27C). Das Gleiche galt fur Hsp90 (Abb. 27C). Dies kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass Hsp90 uber die Bindung an den GR coprazipitiert wurde. Hsp40 hat, wie
bereits erwahnt nur an BAG-1M gebunden (Abb. 27C). Die Analyse des Coomassie-Gels
(Abb. 27B) zeigte deutlich, dass HspBP1_mut uber eine viel stirkere Restbindung an das
Chaperon verfiigt als BAG-1M_mut (Abb. 27B und C). Dies bestétigte sich durch die
guantitative Analyse von Hsc70 im Westernblot (Abb. 27C). Die Restbindung von Hsc70
fihrte wiederum zu der vergleichsweise schwachen Bindung von CHIP an HspBP1 mut
(Abb. 27A und C). Rpt6 wurde durch BAG-1M_mut stérker coprézipitiert als durch Wildtyp
BAG-1M (Abb. 27C). Dieser Unterschied war in diesem Beispiel-Blot nicht eindeutig
sichtbar, ergab sich aber durch die Quantifizierung der Rpt6-Bindung aus drei unabhangigen
Experimenten und wurde bereits unter 4.2.3 beschrieben. Hip wurde weder mit HspBP1 noch
mit BAG-1M coprézipitiert und konnte daher nicht quantitativ analysiert werden. Fir die
Interaktions-Analyse von Hop lieferten die drei Experimente widerspriichliche Ergebnisse
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(vgl. Abb. 27C, SEM), daher wurde angenommen, dass es tber Hsc70 vermittelt, ahnlich
stark an HspBP1 und BAG-1M bindet.
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Abbildung 28: MR und Hsp40 binden bevorzugt an BAG-1M. Fir die Transfektion von HEK 293
Zellen wurden jeweils 8 pug des Expressionsplasmids von Flag-HspBP1 oder Flag-HspBP1_mut sowie
Flag-BAG-1M oder Flag-BAG-1M_mut und jeweils 2 pg der fir HA-MR kodierenden Plasmid-DNA
verwendet. Die Spezifitat der Rezeptor-Bindung wurde in einem weiteren Transfektionsansatz mit
gleichen DNA-Mengen HA-MR und pRK5-SV40 (Kontrolle, K) Uberprft. Nach der Elution der mit anti-
Flag-Agarose prazipitierten Proteine wurden jeweils 10 ug Zelllysat und 15 pl des prazipitierten
Materials (ColP) auf ein 12%iges PAA-Gel geladen und im Westernblot analysiert (A) Die endogenen
Proteine Hsc70, Hop, Hsp90, Hip, CHIP, Rpt6, und Hsp40 wurden mit den entsprechenden
Antikdrpern detektiert. Fur die Detektion von BAG-1M und HspBP1 wurde anti-Flag-HRP, fur den MR
anti-HA-HRP verwendet. Die beiden violetten Sterne auf3erhalb des Westernblots markieren die
Position von Hsc70 (oben) und Hop (unten) (B) Die immunprazipitierten Cofaktoren und
coprazipitiertes Hsc70/Hsp70 wurden mittels kolloidal Coomassie-Farbung detektiert (Flag-1P). Fur die
Detektion im Coomassie-Gel wurden 1,6 pl prazipitiertes Material auf ein 12%iges PAA-Gel geladen.
Der Stern markiert die Position von Hsc70/Hsp70. (C) Quantifizierung der Bindung von MR,
Hsc70/Hsp70 und Hsp40 (farbig hinterlegt), Hsp90, CHIP, Hsc70, Hop und Rpt6 an HspBP1,
HspBP1 mut, BAG-1M und BAG-1M_mut (x SEM). Als Bezugswert wurde der Mittelwert der
jeweiligen Bindungen an BAG-1M auf 100% festgelegt. Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der
Bindungen wurden aus drei unabhangigen Experimenten ermittelt.

Die Bindungsanalysen mit MR (Abb. 28) und AR (Abb. 29) ergaben ein sehr
ahnliches Bild. Beide Rezeptoren interagierten Hsc70-abhéngig deutlich starker mit BAG-1M
(Abb. 28 und 29, A und C, vgl. die Spur 7 mit der Spur 9). Fir den AR wurden im
Westernblot zwei Banden detektiert, die beide quantitativ analysiert wurden (I und k). Die
lange Isoform (I) band am schwachsten an HspBP1 (Abb. 29C, und 29A vgl. die Spur 9 mit

104



Ergebnisse

der Spur 7). Hsp90 konnte in Gegenwart beider Rezeptoren mit BAG-1M und schwacher mit
HspBP1 coprazipitiert werden (Abb. 28 und 29, C und A, vgl. die Spur 7 mit der Spur 9). Die
hier deutlich schwachere Rezeptor- und Hsp90-Bindung an HspBP1 wirde wieder dafur
sprechen, dass Hsp90 Uber die Bindung an den MR und AR mit HspBP1 interagiert.
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Abbildung 29: AR und Hsp40 binden beide bevorzugt an BAG-1M. Die Cotransfektion von HEK
293 Zellen erfolgte in getrennten Ansatzen mit 8 pg der Expressionsplasmide von Flag-HspBP1, Flag-
HspBP1 _mut, Flag-BAG-1M, Flag-BAG-1M_mut und jeweils 2 pg der fir HA-AR kodierenden
Plasmid-DNA. Als Kontrolle (K) der Spezifitdt der Rezeptor-Bindung wurden in einem zusatzlichen
Ansatz das HA-AR exprimierende Plasmid sowie der Expressionvektor pRK5-SV40-MCS
cotransfiziert. Die Immunpazipitation erfolgte mit anti-Flag-Agarose Uber Nacht mit anschlieRender
Elution. Fur die Westernblot-Analyse wurden jeweils 10 ug Zelllysat als Expressionskontrolle und 15 pl
Eluat auf ein 12%iges PAA-Gel geladen. (A) Fur die Detektion der endogenen Proteine Hsc70, Hop,
Hsp90, Hip, CHIP, Rpt6, und Hsp40 wurden in der Westernblot-Analyse die entsprechenden
Antikorper verwendet. Die Detektion des AR wurde mit anti-HA-HRP durchgefuhrt. Stern in Spur 6
kennzeichnet die Position der schweren Kette der anti-Flag Antikérper. Die Positionen von Hsc70
(oben) und Hop (unten) sind durch die violetten Sterne aufRerhalb des Westernblots gekennzeichnet
(B) Mit kolloidal Coomassie gefarbtes PAA-Gel. Zu sehen sind die immunpréazipitierten Cochaperone
und coprazipitiertes Hsc70/Hsp70 (Flag-1P). Es wurden 0,8 pl prazipitiertes Material auf ein 12%iges
PAA-Gel geladen. Die Position von Hsc70/Hsp70 ist durch einen Stern markiert. (C) Densitometrische
und quantitative Analyse der Bindung des AR, von Hsc70/Hsp70 und Hsp40 (farbig hervorgehoben)
sowie von Hsp90, CHIP, Hsc70, Hop und Rpt6 an HspBP1, HspBP1 mut, BAG-1M und BAG-1M_mut
(= SEM). Als Referenz der quantitativen Mengen wurden die Mittelwerte fur die jeweilige Bindung an
BAG-1M auf 100% festgelegt. Es wurden drei unabhangige Experimente durchgefihrt und quantitativ
analysiert.
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Hsc70, CHIP, Hop und Hip wiesen ein sehr ahnliches Interaktionsmuster auf wie
bereits fur den GR beschrieben (vgl. Abb. 27 mit Abb. 28 und 29). Die Restbindung von
Hsc70 an HspBP1_mut fihrte zu einer vergleichsweise schwachen Bindung von CHIP (Abb.
28 und 29, C und A, vgl. die Spur 10 mit Spur 9).

Hsp40 interagierte auch in Anwesenheit des MR bzw. AR in Abhangigkeit von Hsc70
nur mit BAG-1M (Abb. 28 und 29., C und A, die Spur 7). Die Bindung von Rpt6 an BAG-
1M_mut war in Anwesenheit beider Rezeptoren stéarker als die Bindung an BAG-1M (Abb.
28 und 29, C und A, vgl. Die Spur 8 mit der Spur 7).

Zusammenfassend konnten aus diesen Experimenten folgende Schlussfolgerungen
gezogen werden: Beide Hsc70/Hsp70-NEF griffen wie erwartet in friihe Stadien der SR-
Faltung ein, da p23, eine essentielle Komponente fur spate Hsp90-Rezeptor-Heterokomplexe,
nicht coprézipitiert wurde. Der GR, MR und auch AR haben bevorzugt an BAG-1M
gebunden. Da Hsp40 mit BAG-1M coprazipitiert wurde, nicht aber mit HspBP1, scheint
HspBP1 einen Schritt friher als BAG-1M die Chaperon-Aktivitat von Hsc70 zu modulieren.
Die Befunde der Hsp40-Interaktion mit HspBP1 unterstltzen Literaturangaben, die einen
negativen Einfluss von HspBP1 auf die Hsp40-abhdangige Chaperon-Aktivitdt von
Hsc70/Hsp70 beschreiben (Raynes & Guerriero, Jr., 1998). Die Ergebnisse der
Interaktionsstudie zusammen mit den Daten der funktionellen Analyse lieRen die
Schlussfolgerung zu, dass sich HspBP1 und BAG-1M in ihrem grundlegenden Mechanismus
beziglich des Zeitpunktes ihres Einflusses auf die Chaperon-Aktivitdt von Hsc70/Hsp70
unterscheiden. Zusétzlich wiesen die Ergebnisse der funktionellen Untersuchung der
Rezeptor-Aktivitaten darauf hin, dass HspBP1 und BAG-1M die Hormonbindungsaffinitat
von GR und MR reduzieren, wie es bei Fehlfaltungen geschehen kann. Im Falle des AR
wirde dies vermutlich nur fir HspBP1 zutreffen.

Dies fiihrte zu der Uberlegung, ob der Einfluss von HspBP1 auf Hsc70/Hsp70-
abhangige Prozesse, wie z.B. der Faltung von SR, messbar ist. Im Hinblick auf den Vergleich
mit BAG-1M stellte sich die Frage, ob sich die Unterschiede in der Hsp40-Interaktion auf den
Prozess selbst und vielleicht sogar in dessen zeitlichem Verlauf bemerkbar machen wirden.
Zur Beantwortung dieser Frage wurde der Einfluss von BAG-1M und HspBP1 auf die
Faltung des GR und auf die Kinetik der Faltungsreaktion untersucht.
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4.2.7 Etablierung eines zeitabhangigen Hormonbindungsexperiments in Gegenwart
von BAG-1M und HspBP1

Im Folgenden wurde einerseits untersucht, ob sich der aufgrund der Bindungsanalysen
zu vermutende zeitliche Unterschied auch in der Kinetik der Rezeptor-Faltung
wiederspiegelte, zum anderen ob HspBP1 Einfluss auf die Hormonbindungsaffinitit des GR
nahm. Als Methode, um Effekte auf die Faltung von SR zu untersuchen, wird im Allgemeinen
der Einfluss auf die Hormonbindung betrachtet. Da der Einfluss von BAG-1M auf die
Hormonbindungsaffinitdt des GR bekannt ist (Kanelakis et al., 1999), sollte HspBP1
diesbeziiglich mit BAG-1M verglichen werden.

Fur diese Experimente wurde der ,PolarScreen™ Glucocorticoid Receptor
Competitor Assay Kit (Far Red ) von Invitrogen verwendet. Als Ligand wird ein selektiver
GR Agonist verwendet, der an ein Fluorochrom mit einer Anregungs- bzw.
Emissionswellenlange von 610 bzw. 670 nm gekoppelt wurde. Dieses sogenannte Fluoromon
wird in  subsaturierender, aber, im  Gegensatz zu den  herkbmmlichen
Hormonbindungsexperimenten, in konstanter Konzentration eingesetzt. Werden die Molekdle
mit polarisiertem Licht angeregt, emittieren sie wiederum polarisiertes Licht, das mit den
entsprechenden Filtern gemessen werden kann. Freies Fluoromon in Lésung depolarisiert das
polarisierte Licht und somit wird eine niedrigere Polarisation gemessen. Nach Zugabe von
GR-Molekiilen, die in der Lage sind, das Fluoromon zu binden, wird eine hohere Polarisation
bei 670 nm gemessen, da das Fluoromon immobilisiert wurde.

Die Messung des emittierten Lichtes erfolgt einmal parallel und einmal senkrecht zum
eingestrahlten Licht. Fir die Berechnung der Polarisation ([mP]) wurde folgende Formel
verwendet:

parallel — senkrecht
= * 1000

P =
m paralel + senkrecht

Die Hormonbindung wurde in Extrakten von HEK 293 Zellen gemessen, die nur GR
oder GR zusammen mit BAG-1M, BAG-1M_mut oder HspBP1 Uberexprimierten. Um zu
testen, wie effizient die Hormonbindung im Extrakt funktionierte und ob diese spezifisch war,
wurden drei Kontrollen mitgefuhrt. Erstens wurde die Plasmid-DNA des GR zusammen mit
dem Expressionsvektor pRk5-SV40-MCS cotransfiziert. Es wurde die Bindung des
Fluoromons an den GR gemessen. Zweitens wurde in einer zweiten Messreihe im selben
Ansatz die Bindung des Fluoromons durch den 1000-fachen Uberschuss an nicht markiertem
Dexamethason (selektiver GR Agonist) kompetiert. Drittens wurde in einem weiteren
Kontrollansatz die Fluoromon-Bindung im Extrakt untransfizierter HEK 293 Zellen
gemessen. Der letzte Ansatz gab Auskunft Gber die Bindung an zelluldire Komponenten
(Hintergrundbindung). Drei Tage nach der Elektroporation wurden die Zellen lysiert und
differentiell zentrifugiert. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die
Zellextrakte auf die gleiche Konzentration an Gesamt-Protein eingestellt und die
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Ligandenbindung bei zunehmender Menge Zellextrakt gemessen. Der Zellextrakt wurde
seriell (1:3) in dem Kit-eigenen Puffer (Assay-Puffer) verdinnt und mit 4 nM Fluromon (in
Assay-Puffer) versetzt. Die Kinetik des sich einstellenden Gleichgewichtes der GR-
Ligandenbindung wurde uber drei Stunden in konstanten zeitlichen Abstdnden gemessen. Die
Messung der Hormonbindung erfolgte auf zwei Arten:

a) Uber die Zeit, bei konstanter Proteinmenge (GR-Menge)

b) Uber verschiedene Lysatmengen bei konstanter Zeit

Zuerst wurde der Einfluss von BAG-1M auf die Kinetik der Hormonbindung des GR
in Abhangigkeit von Hsc70/Hsp70 in drei unabhéngigen Experimenten untersucht. HEK 293
Zellen wurden entweder nur mit dem HA-GR Expressionsplasmid und einem
Expressionsvektor als Kontrolle oder zusammen mit der Plasmid-DNA von Flag-BAG-1M
bzw. Flag-BAG-1M_mut transfiziert.

Die Ergebnisse eines Experiments der Hormonbindung durch den GR in Gegenwart
von BAG-1M sind in Abbildung 30 dargestellt. Abgebildet sind die verschiedenen
Messpunkte innerhalb der einzelnen Konditionen. Die Hohe des Plateaus gibt Aufschluss ber
die Menge an hormonbindungsféhigem GR im Gleichgewicht. Die Zeit, die bendtigt wird, bis
sich das Bindungsgleichgewicht einstellt, kann anhand der X-Achse (Zeit) abgelesen werden
und ist von der GR-Menge abhéngig. Der Startpunkt der Bindungsreaktion korreliert ebenso
mit der Rezeptormenge und sollte idealerweise innerhalb derselben Messpunkte der
verschiedenen Konditionen (A-C) gleich sein. Er spiegelt damit die Menge freien Rezeptors
wieder.

In den Bindungsreaktionen des GR (Abb. 30A) konnte gut beobachtet werden, dass
sowohl die Hohe des Plateaus als auch der Reaktions-Startpunkt von der eingesetzten
Proteinmenge (GR-Menge) abhangig waren. Beides sank mit abnehmender Lysatmenge. Das
gleiche galt auch fur die Zeit bis zur Einstellung des Bindungsgleichgewichts. Je weniger GR
vorhanden war, desto langsamer wurde das Bindungsgleichgewicht erreicht. In den Ansétzen
mit BAG-1M und BAG-1M_mut wurde &dhnliches beobachtet (Abb. 30B und C). In den
beiden Kontroll-Anséatzen zeigte sich, dass keine GR-abhangige Bindungsreaktion stattfand.
Es war zwar Rest-Bindung vorhanden, diese erreichte aber kein konstantes
Bindungsgleichgewicht. Die spezifische Bindung durch den GR konnte mit dem 1000-fachen
Uberschuss an Dexamethason kompetiert werden (Abb. 30D). Die Bindung, die im , Leer*-
Extrakt beobachtet wurde, ist auf die Hintergrundbindung zelluldrer Komponenten,
zurlickzufuhren (Abb. 30E). Ein Vergleich der Plateau-Hohe der Kompetition und des ,,Leer*-
Extraktes deutete jedoch darauf hin, dass durch Dexamethason nicht nur die GR-spezifische,
sondern auch die zellulare Hintergrundbindung inhibiert werden konnte (Abb. 30, vgl. D und
E). Erst ein Vergleich der verschiedenen Konditionen, wie im folgenden Abschnitt
beschrieben, gab Aufschluss dartiber, ob BAG_1M einen Einfluss auf die Kinetik der
Hormonbindung durch den GR hatte.
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Abbildung 30: Hormonbindungskurve des GR in Zellextrakt in Abhangigkeit von Zeit und
Proteinmenge. HEK 293 Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden von HA-GR (3,5 pg) entweder
zusammen mit einem Leervektor (pRK5-SV40-MCS), oder der Plasmid-DNA von Flag-BAG-1M bzw.
Flag-BAG-1M_mut (jeweils 6,5 ug) transfiziert. Die Hormonbindung wurde mit 4 nM Fluoromon im
Extrakt in verschiedenen Messpunkten tber 3 h gemessen. (A) Hormonbindung des GR. (B)
Hormonbindung des GR in Anwesenheit von BAG-1M. (C) Hormonbindung des GR in Gegenwart von
BAG-1M_mut. (D) Kompetetion der Hormonbindung mit 1000-fachem Uberschuss Dexamethason. (E)
Hormonbindung im Extrakt untransfizierter Zellen (,Leer®-Extrakt). Dargestellt ist die gemessene
Polarisation [mPs] eines reprasentativen Einzelexperimentes. Die Ausgleichskurven wurden mit
SigmaPlot nach folgender Formel berechnet: y=y0+a(1-e~5%).

a) BAG-1M fuhrt zu geringerer Hormonaffinitét des GR

Um den Einfluss von BAG-1M auf die Hormonbindungsfahigkeit festzustellen, wurde
die Bindung zuerst nicht in Abhangigkeit der Zeit, sondern in Abhangigkeit der GR-Menge
(ug Lysat) betrachtet. Anhand dieser Darstellung wurden die Lso-Werte der verschiedenen
Bedingungen miteinander verglichen (Abb. 31A). AnschlieBend wurde der Einfluss von
BAG-1M auf die Bindungskinetik genauer untersucht (Abb. 31B-E).

Die Berechnung der Proteinmenge, bei der die halomaximale Hormonbindung (Lso)
erreicht wurde, ergab fir BAG-1M einen doppelt so hohen Lso-Wert verglichen mit der
Kontroll-Reaktion oder in Gegenwart von BAG-1M_mut (Abb. 31A). Dies bedeutete, dass in
Anwesenheit von BAG-1M mehr Rezeptor notwendig war, um die gleiche Menge Hormon zu
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binden wie ohne BAG-1M bzw. mit BAG-1M_mut. Grafisch zeigte sich die reduzierte
Hormonbindungsaffinitdt durch eine Rechtsverschiebung der Kurve (Abb. 31A). In beiden
Negativ-Kontrollen fand Hormonbindung statt, jedoch wurde deutlich mehr Extrakt bendtigt,
um die halbmaximale Hormonbindung zu erreichen. In dieser Darstellung zeigte sich
deutlicher, dass durch Dexamethason nicht nur die GR-abhangige Bindung, sondern auch die
Hintergrundbindung kompetiert wurde.

Die Hsc70/Hsp70-abhéngige Reduktion der Hormonbindungsaffinitdt des GR durch
BAG-1M wurde auch sichtbar, wenn man die Bindung in unterschiedlichen Messpunkten in
Abhéangigkeit der Zeit verglich (Abb. 31 B-E).

Bei maximaler Lysatmenge wurde das Gleichgewichtsplateau in Anwesenheit von
BAG-1M zwar erreicht (Abb. 31B), mit abnehmender Proteinmenge jedoch stellte sich das
Bindungsgleichgewicht auf einem niedrigeren Niveau ein (Abb. 31C-E). Wie bereits erwahnt,
ist die Hohe des Plateaus von der Proteinmenge bzw. von der Menge an
ligandenbindungsfahigem GR abhdngig. Da BAG-1M die Ligandenaffinitit des GR
herabsetzte, war unter der gegebenen Hormonkonzentration weniger Rezeptor bindungsfahig
und somit mehr GR nétig, um dieselbe Menge Hormon unter den gleichen Bedingungen wie
in der Kontrolle binden zu kdnnen.

Das Gleiche galt auch fir die zeitliche Komponente. BAG-1M fuhrte zu einer
geringeren Menge bindungsfahigen Rezeptors, deshalb verzdgerte sich die Einstellung des
Bindungsgleichgewichts (Abb. 31B und Abb. 31 A-E). BAG-1M hatte dadurch einen Einfluss
auf die Kinetik der Hormonbindung des GR.

Bei néherer Betrachtung der Reaktions-Startpunkte fiel jedoch auf, dass in den
Ansitzen mit BAG-1M bereits vor Beginn der Bindungsreaktion deutlich weniger GR
vorhanden gewesen zu sein schien.
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Abbildung 31: BAG-1M reduziert die Hormonbindungsaffinitdit des GR. (A) Polarisation in
Abhéngigkeit von der Lysatmenge (GR-Menge). Der Lso-Wert gibt die Lysatmenge [ug] an, bei der die
halbmaximale Hormonbindung erreicht wird. Berechnung des Ls, des in Abb. 30 gezeigten
Experiments (Sigma Plot). Der Korrelationskoeffizient (R), die P-Werte sowie der Lso-Wert der
Hormonbindung der verschiedenen Bedingungen sind in der Tabelle rechts zusammengefasst. (B-E)
Vergleich der Hormonbindungsreaktion der einzelnen Konditionen fir vier verschiedene Messpunkte
in Abhangigkeit der Zeit (700 ug Lysat (B), 233,3 ug Lysat (C), 77,8 ug Lysat (D) und 25,9 ug Lysat
(E). Die Kontrolle entspricht dem Reaktionsansatz, in dem nur HA-GR Uberexprimiert wurde (vgl. Abb.
30A).
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b) BAG-1M reduziert die Proteinmenge des GR

Um diese Beobachtung besser interpretieren zu konnen, wurden die
Bindungsreaktionen mit und ohne (Kontrolle) BAG-1M noch einmal im selben Diagramm in
Abhangigkeit der Zeit aufgetragen (Abb. 32A).

Der direkte Vergleich der Bindungsreaktion fur vier verschiedene Messpunkte zeigte,
dass die GR-Menge in den Ansétzen mit BAG-1M etwa einem Drittel der GR-Menge in den
Kontrollen entsprach (Abb. 32A). So verlief z.B. die Bindungsreaktion in 233,3 pg Kontroll-
Lysat ahnlich wie die Hormonbindung in 700 ug BAG-1M-Lysat. Die Start-Punkte dieser
Bindungskurven lagen in etwa auf gleicher Hohe. Der zeitliche Verlauf bis zur Einstellung
des Bindungsgleichgewichts in den Ansdtzen mit BAG-1M &hnelte dem Verlauf der
Kontrollextrakt-Experimente, die ein Drittel der Proteinmenge enthielten (Abb. 32A).
Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die GR-Expression mittels Westernblot-Analyse

kontrolliert (Abb. 32B und C). Fiur die quantitative Analyse der Westernblots wurden die

Intensitaten (1) der Proteinbande des GR und Aktin densitometrisch bestimmt (%). Es

zeigte sich, dass BAG-1M zu einer starken Reduktion der GR-Menge fihrte (Abb. 32 B und
C). Die verbleibende und somit potentiell bindungsfahige Menge GR entsprach ca. 40-60%
der GR-Menge im Kontrollextrakt. Das Bindungsverhalten des GR Uber die Zeit in
Anwesenheit von BAG-1M entsprach etwa dem Bindungsverhalten des GR in einem Drittel
der Extraktmenge ohne coexprimiertes BAG-1M. Da ohne weitere Analysen nicht Klar war,
ob ein Drittel des Kontrollextraktes und der Extrakt mit BAG-1M vergleichbare Mengen an
bindungsfdhigem GR enthielten, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass BAG-1M die
Hormonbindungsaffinitat des GR reduziert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass BAG-1M in unserem System in erster
Linie die GR-Menge negativ beeinflusste. Aus diesem Grund schienen die beobachteten
Effekte von BAG-1M auf die Kinetik der Hormonbindung sowie auch auf die
Hormonaffinitdt des GR im Wesentlichen auf die reduzierten GR-Spiegel zuriickgefiihrt
werden zu kénnen.
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BAG-1M fihrt zu reduzierten GR-Spiegeln. (A) Hormonbindungskurven des
Kontrollextraktes und in Anwesenheit von BAG-1M fur vier verschiedene Messpunkte in Abhangigkeit
der Zeit. (B) Reprasentativer Westernblot eines Experiments. Geladen wurden jeweils 20 pg und 10
pg der Kontrolle, (K, Spur 1), BAG-1M (1M, Spur 2), BAG-1M_mut (1M_mut, Spur 3) und des ,Leer*-
Extraktes (L, Spur 4). Die Detektion der verschiedenen Proteine erfolgte mit anti-HA-HRP (GR), Flag-
HRP (BAG-1M) und Aktin als Ladekontrolle. (C) Quantitative Analyse der GR-Expression aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Proteinbanden des GR und von Aktin wurden densitometrisch
analysiert. Die GR-Expression wurde auf die Aktin-Expression normalisiert. Dargestellt ist das
GR/Aktin Verhaltnis in % (+SEM). Die GR-Menge der Kontrolle wurde jeweils mit 100% als Referenz
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c) HspBP1 hat keinen Einfluss auf die _exprimierte oder hormonbindungsfahige Menge an
GR

Wie sich herausstellte, schien der Einfluss von BAG-1M auf die Bindungsaffinitat des
GR und die Kinetik der Hormonbindungsreaktion in einer Reduktion der GR-Spiegel
begrundet zu sein. Es war zwar bekannt, dass BAG-1M in Kooperation mit CHIP den
proteasomalen Abbau des GR vermittelt (Demand et al., 2001), jedoch wurde dies in den
funktionellen Experimenten der SR-Aktivitdt bisher nicht beobachtet. Eine mdgliche
Erklarung war die unterschiedliche experimentelle Durchfuhrung der funktionellen und der
Hormonbindungsanalyse. Da fir HspBP1 der gegenteilige Effekt auf den CHIP-induzierten
Proteinabbau beschrieben wurde (Alberti et al., 2004), wurde BAG-1M fir den weiteren
Vergleich mit HspBP1 in die nachste Versuchsreihe mit einbezogen. Ebenfalls mitgefuhrt
wurde in den nachfolgenden Hormonbindungsstudien FKBP51. Das Immunophilin, das einen
negativen Einfluss auf die Hormonbindungsaffinitdt des GR hat (Denny et al., 2000), diente
als Positivkontrolle flr die Reduktion der Ligandenaffinitéat.

Fur eine korrekte Interpretation der Hormonbindungsstudien ist insbesondere die
Menge an bindungsfdhigem GR Ausschlag gebend. Dies galt im Besonderen fur den in
diesem Zusammenhang beobachteten Einfluss von BAG-1M. Die Reduktion der GR-Spiegel
durch BAG-1M alleine jedoch lieR noch nicht die Annahme zu, dass die beobachtete
Abnahme der Hormonaffinitat des GR durch BAG-1M einzig auf dem Abbau der Rezeptor-
Molekiile beruhte. Theoretisch konnte die verbleibende GR-Menge ausreichen, um dieselbe
Anzahl Liganden-Molekiile zu binden wie in der Kontrolle. Da das Gleiche auch fur HspBP1
und FKBP51 der Fall hatte sein kénnen, wurde im Vorfeld der Kinetik-Messung die Menge
an hormonbindungsfahigem GR in denselben Extrakten bestimmt. Fir die Herstellung der
Extrakte wurden HEK 293 Zellen verwendet, die entweder HA-GR oder HA-GR zusammen
mit Flag-BAG-1M, Flag-HspBP1 oder FKBP51-Flag coexprimierten. Als Kontrolle fir die
GR-unabhéngige Hintergrundbindung des Zellextraktes wurde ein zusatzlicher Ansatz Zellen
ohne Plasmid-DNA elektroporiert.

Anstelle des Fluoromon wurde [*H]-Kortikosteron ([*H]-Kort) verwendet, das zur
Bestimmung der Gesamt-Menge an bindungsfdhigem GR in hoher Konzentration (300 nM
[*H]-Kort) eingesetzt wurde. Nach der Bindungsreaktion wurde das ungebundene [*H]-Kort
mit Hilfe eines Aktivkohle-Dextran-Gemisches von der gebundenen GR-[*H]-Kort-Fraktion
abgetrennt. AnschlieRend erfolgte die Messung des gebundenen [®H]-Kort. Zusatzlich wurde
mittels Westernblot-Analyse die GR-Expression in den einzelnen Ansétzen kontrolliert und
quantifiziert. Beide Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: HspBP1 reduziert im Gegensatz zu BAG-1M weder die Gesamtmenge an GR,
noch die Menge an bindungsfahigem GR. HEK 293 Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden
von Flag-BAG-1M, bzw. Flag-HspBP1 oder FKBP51-Flag (6,5 pg) und jeweils 2 pg der Plasmid-DNA
von HA-transfiziert. Als Kontrolle wurden zusatzlich Zellen nur mit 3,5 ug HA-GR-Plasmid und 6,5 ug
Expressionsvektor (pRK5-SV40-MCS) elektroporiert. Fur die Bestimmung der Hintergrundbindung
wurden untransfizierte Zellen verwendet (,Leer“-Extrakt). (A) Westernblot-Analyse der Extrakte fir die
Hormonbindungsstudie. Die Detektion des Rezeptors erfolgte mit anti-HA-HRP. BAG-1M (1M),
HspBP1 (BP1) und FKBP51 (51) wurden mit anti-Flag-HRP visualisiert. Anti-Aktin wurde als
Ladekontrolle mitgefihrt. Das ,Leer“-Extrakt (L) wurde zusétzlich mit aufgetragen (Spur 5 und Spur
10). (B) Quantifizierung der GR/Aktin-Verhaltnisse des Experiments aus A relativ zur Kontrolle (nur
HA-GR). Die Rezeptormenge der Kontrolle wurde als Referenz auf 100% festgelegt. (C) Dargestellt ist
die Menge an hormonbindungsfahigem GR in % relativ zur Kontrolle abzlglich der zelleigenen
Hintergrundbindung. Die Hormonbindung wurde mit [3H]—Kort. in zwei unabhangigen Experimenten
bestimmt. Die Bestimmung der Menge an ligandenbindungsfahigem GR wurde in Duplikaten in 480-
500 ug Zellextrakt durchgefinhrt.

Die Quantifizierung der Westernblot-Analyse ergab, dass BAG-1M im Vergleich zur
Kontrolle die exprimierte GR-Menge auf ca. 30-40 % reduzierte (Abb. 33B). Dies spiegelte
sich auch in der Menge an hormonbindungsfahigem GR wider (Abb. 33C). Im Gegensatz zu
BAG-1M zeigten weder HspBP1 noch FKBP51 einen Einfluss auf das Expressionsniveau des
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GR (Abb. 33B). Beide Proteine hatten auch keinen nennenswerten Einfluss auf die Menge an
ligandenbindungsfahigem GR (Abb. 33C).

Diese Ergebnisse zeigten, dass die beschriebene Reduktion der Hormon-
bindungsaffinitit des GR durch BAG-1 wahrscheinlich auf die Reduktion des
Expressionsniveaus bzw. der Rezeptorstabilitidt zurlick gefuhrt werden kann. HspBP1 und
FKBP51 hingegen hatten keinen Einfluss auf die Expression und Hormonbindungsfahigkeit
des GR. Im n&chsten Schritt wurde die Hormonbindung des GR in Anwesenheit von BAG-
1M, HspBP1 und FKBP51 verglichen.

d) HspBP1 hat keinen Einfluss auf die Hormonbindungsaffinitat des GR, jedoch auf die
Kinetik der Hormonbindungsreaktion

Nach der Bestimmung der Menge an ligandenbindungsfdhigem GR in Anwesenheit
von BAG-1M, HspBP1 und FKBP51 wurde im né&chsten Schritt ihr Einfluss auf die
Hormonbindung des GR verglichen. Dies diente vor allem dazu, einen Uberblick Uber die
Funktionalitat und die Aussagekraft dieser Methode zu erhalten. Die Hormonbindungsanalyse
fand unter den experimentellen Bedingungen wie unter 4.2.7 beschrieben statt.

Zuerst wurde untersucht, ob der von FKBP51 erwartete negative Effekt auf die
Hormonbindungsaffinitit des GR wunter subsaturierenden Hormonbedingungen (4 nM
Fluoromon) sichtbar war und inwieweit HspBP1 diese modulierte. Hierfur wurden die Lso-
Werte in Anwesenheit der verschiedenen Cofaktoren mit der Kontrolle verglichen (Abb. 34).
Der Vergleich der Proteinmengen, die zu einer halomaximalen Ligandenbindung fihren,
zeigte geringe Unterschiede zwischen der Kontrolle, HspBP1 und FKBP51 (Abb. 34). In den
Extrakten mit HspBP1 und FKBP51 lagen die Lso-Werte bei 11,79 nM bzw. 10,77 nM
verglichen mit der Kontrolle (8,96 nM). Allerdings schien FKBP51 die
Hormonbindungsfahigkeit in den Messpunkten mit hoheren Proteinmengen sichtbar zu
reduzieren. Die Hormonbindung in Gegenwart von FKBP51 erreichte nicht das Plateau der
Kontrollreaktion. Unter diesen Bedingungen ware mehr GR ndétig gewesen, um die gleiche
Menge Hormon zu binden wie es in der Kontrolle der Fall war.

Die Reduktion der exprimierten GR-Menge durch BAG-1M schlug sich in dieser
Reaktion, wie erwartet, auch auf den Lso-Wert nieder (Abb. 34). Verglichen mit der Kontrolle
war in Anwesenheit von BAG-1M mit einem Lso-Wert von 21,83 nM fast die drei-fache
Menge an GR ndtig, um unter gleichen Bedingungen dieselbe Menge Hormon zu binden
(Abb. 34).
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Abbildung 34: HspBP1 hat keinen nennenswerten Einfluss auf die Hormonbindungsaffinitat
des GR. HEK 293 Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid von HA-GR (3,5 pg) zusammen mit
jeweils 6,5 pg der Plasmid-DNA von Flag-HspBP1, FKBP51-Flag, oder Flag-BAG-1M bzw. Leervektor
(PRK4SV40-MCS) als Kontrolle transfiziert. Zuséatzlich wurde ein Kompetetionsansatz (Kontrolle +
Dex) und der Extrakt untransfizierter Zellen (,Leer*-Extrakt) mitgefiihrt. Die Hormonbindung wurde in
verschiedenen Extrakt-Mengen mit 4 nM Fluoromon untersucht. Dargestellt ist die Polarisation der
verschiedenen Messpunkten in Abhangigkeit von der Lysatmenge (GR-Menge). Die L50-Werte
wurden mittels SigmaPlot berechnet. Der Korrelationskoeffizient (R), die P-Werte sowie der Lgo-Wert
der Hormonbindung der verschiedenen Bedingungen sind in der Tabelle rechts zusammengefasst.
Die Messung erfolgte Uber 3 h in regelmafigen zeitlichen Abstdnden. Die mathematische Anpassung
der Bindungskurven wurde mit SigmaPlot nach folgender Formel durchgeflhrt:

(max—min)
1+(x/5650)—ﬂillslope

y =min +

Nachdem festgestellt wurde, dass weder HspBP1 noch FKBP51 einen nennenswerten
Effekt auf die Hormonbindungsaffinitit des GR hatten, wurde als nachstes ihr Einfluss auf die
Kinetik der Bindungsreaktion untersucht. Es galt die Frage zu beantworten, ob sich der
Einfluss von HspBP1 auf die Hsp40-abhdngige Chaperon-Aktivitat von Hsc70/Hsp70 auch
im zeitlichen Verlauf der Hormonbindung bemerkbar macht. Dartiber hinaus konnte am
Beispiel von FKBP51 verglichen werden, wie sich ein Faktor, der die Hormonbindung des
GR schwécht, auf die Kinetik der Hormonbindungsreaktion auswirkt. Die Ergebnisse der
Hormonbindung des GR in Abhéngigkeit der Zeit sind in Abbildung 35A-C dargestelit.
Neben den mP-Werten wurde zusétzlich der Verlauf der Bindung anhand der Gesamt-
Intensitat [RFU] beobachtet (Abb. 35 D-E).
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Abbildung 35. HspBP1 zeigt eine Tendenz die Kinetik der Hormonbindung des GR zu
beeinflussen, FKBP51 reduziert die Hormonbindungs-Affinitat des GR. (A-C) Vergleich der
Hormonbindungsreaktionen von HspBP1l, BAG-1M und FKBP51 innerhalb vier verschiedener
Messpunkte. Die Ausgleichskurven der erhaltenen Bindungsreaktionen wurden mit SigmaPlot
durchgefiihrt (vgl. Abb. 30). (D-E) Rohdaten der berechneten Gesamt-Intensitdt der Fluoreszenz
[RFU] (relative fluorescence units) der entsprechenden Messdaten.

Im Gegensatz zu den mP-Werten, die ein gleichbleibendes Plateau erreichten, fielen
die Werte der Gesamt-Intensitdt der Fluoreszenz im Kontrollansatz, nachdem sie ein
Maximum erreicht hatten, wieder ab (Abb. 35 vgl. A-C mit D-F). Da sich die Intensitaten der
parallel und senkrecht gemessenen Fluoreszenz &hnlich verhielten, war dieser Effekt zwar in
der Gesamt-Intensitat der Fluoreszenz zu sehen, nicht aber in den Polarisationsdaten.

In Anwesenheit von BAG-1M stellte sich das Gleichgewicht der Hormonbindung
spater ein und erreichte nicht die Héhe der Kontrolle (Abb. 35A-C). Dies war zu erwarten, da
in Gegenwart von BAG-1M weniger GR vorhanden war (vgl. Abb. 33). Der Unterschied in
der Bindungsreaktion zwischen Kontrolle und mit BAG-1M wurde in der Darstellung der
RFU noch deutlicher sichtbar (Abb. 35 D-F).
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Der Einfluss von HspBP1 auf die Hormonbindung des GR war in der Darstellung der
Gesamt-Intensitat der Fluoreszenz wesentlich stérker sichtbar, als es die Werte der
Polarisation (mP) widerspiegelten (Abb. 35, vgl. A-C mit D-F). HspBP1 zeigte einen Effekt
auf die zeitliche Komponente dieser Reaktion, der am starksten in den Ansatzen mit 166,7
und 55,6 pg Lysat beobachtet wurde (Abb. 35 E und F). Mit abnehmender Lysat- und daher
GR-Menge, wurde in Anwesenheit von HspBP1, verglichen mit der Kontrolle, ein deutlicher
Effekt auf die Kinetik der Hormonbindungsreaktion sichtbar. Das Bindungsgleichgewicht
stellte sich spater ein, erreichte jedoch ein vergleichbares Plateau wie in der Kontrollreaktion
(Abb. 35D-F).

Auch der Einfluss von FKBP51 auf die Ligandenbindungsaffinitat des GR war in der
Darstellung der Fluoreszenz-Intensitdt am eindriicklichsten zu sehen. Es konnte ein
Unterschied in der Plateauhohe beobachtet werden, die ein MalR fur die Menge an
hormonbindungsfahigem GR darstellt. Am offensichtlichsten war dies in dem Messpunkt mit
166,7 ug Protein zu beobachten (Abb. 35B und E). Das Plateau der Reaktion mit FKBP51
befand sich unterhalb der Kontrolle und unterhalb von HspBP1. Somit zeigte FKBP51 in den
zeitabhdngigen Bindungsreaktionen einen stdrkeren reduzierenden Einfluss auf die
Ligandenaffinitat des GR als es der berechnete Lso-Wert hatte vermuten lassen (vgl. Abb. 34).
Eine Reduktion der Menge an bindungsfdhigem GR hatte naturlich auch einen Einfluss auf
die Kinetik der Reaktion, was sich auch im Kurvenverlauf der Reaktion, sowohl in der
Polarisation, als auch in der Gesamt-Intensitat der Fluoreszenz, widerspiegelte (Abb. 35A-C
und D-E).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass BAG-1M in unserem System in erster
Linie die GR-Menge beeinflusst, und nicht, wie beschrieben (Kanelakis et al., 1999), die
Ligandenaffinitat. Die beobachteten Effekte auf die Kinetik der Hormonbindung durch den
GR wie auch auf die Hormon-Affinitdt wurden hier in diesen Experimenten auf die
reduzierten GR-Spiegel zuriickgefiihrt. HspBP1 zeigte, im Gegensatz zu BAG-1M, einen
Effekt auf die Kinetik der Hormonbindungsreaktion im Polarisationsexperiment. Es hatte
keinen Einfluss auf die exprimierte oder bindungsfahige Menge GR. Der beschriebene
negative Einfluss von FKBP51 auf die Hormonbindungs-Affinitdt des GR (Denny et al.,
2000), nicht deutlich in den berechneten L50-Werten, wurde erst im Zeit-abhéngigen
Polarisationsexperiment eindeutig nachweisbar. Da kein Einfluss auf die Expression des GR
oder auf die Menge an bindungsfahigem GR in Anwesenheit von 300 nM [*H]-Kort
festgestellt wurde, konnte der bekannte Effekt von FKBP51 mit dieser Methode betétigt
werden. Die Ergebnisse beziglich des Einflusses von FKBP51 unterstiitzen somit zumindest
teilweise die Eignung dieser Methode. In Anbetracht der Tatsache, dass BAG-1M einen
Einfluss auf die GR-Expression zeigte, sollte stets eine Analyse der maximalen
Bindungskapazitét des Rezeptors zusétzlich durchgefuhrt werden.
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Als Fazit des Vergleichs von HspBP1 und BAG-1M wurde gefolgert, dass sich der
beschriebene mechanistische Unterschied der beiden NEF auf Hsc70/Hsp70 (Shomura et al,
2005) ebenfalls in einer unterschiedlichen Wirkung auf die Signaltransduktion von SR
widerspiegelt. Durch funktionelle Analysen der Rezeptor-Aktivitat und Interaktionsstudien
wurde am Bespiel von GR, MR und AR gezeigt, dass sich der zugrunde liegende
Mechanismus von HspBP1 und BAG-1M bezuglich ihres Effekts auf Hsc70/Hsp70-Klienten
unterscheidet. Dariiber hinaus lielen die Ergebnisse der Hormonbindungsanalyse des GR
vermuten, dass sich ein Einfluss von HspBP1 auf frilhe Aktionen von Hsc70/Hsp70, namlich
die durch Hsp40 getriebene ATP-Hydrolyse durch Hsc70/Hsp70, auch im zeitlichen Verlauf
der von Hsc70/Hsp70-vermittelten Faltungsprozessen bemerkbar macht.

4.3 Design eines murinen Mineralokortikoidrezeptors mit der Hormonaffinitat
des Glukokortikoidrezeptors

4.3.1 Zwei Strategien: mMR-GR-LBD Chimare und Punktmutationen in der MR-LBD

Es gibt zahlreiche Belege dafiir, dass die Balance zwischen Glukokortikoid (GR)- und
Mineralokortikoidrezeptor (MR)-Aktivitat in bestimmten Hirnregionen wichtig fur die
neuronale Aktivitat, die korpereigene Stressantwort und das Verhalten ist. Eine Stérung
dieses Gleichgewichts kann zum Beispiel zu einer Verdnderung der Stressantwort fuhren,
gefolgt von der Entwicklung psychopathologischer Veranderungen. Chronischer Stress kann
zum Beispiel dieses MR/GR-Gleichgewicht stéren. Durch den erhohten Spiegel des
Stresshormons Kortisol ist der GR (ber einen langeren Zeitraum aktiv als unter stressfreien
Bedingungen. Dies kann Verénderung in der HPA-Achsen-Regulation zur Folge haben, wie
sie in vielen Patienten mit depressiver Stérung beobachtet wird. Aufgrund der hdéheren
Affinitat fur Kortisol ist der MR sowohl unter basalen als auch unter Stress-Bedingungen
gleichermalien aktiv, da er immer mit dem Liganden besetzt ist. Die Relevanz dieser MR/GR-
Balance-Hypothese soll in einem transgenen Mausmodell untersucht werden, das ektopisch in
bestimmten Hirnregionen einen MR mit der Kortikosteron-Affinitat des GR exprimiert. Unter
Stress soll das Kortisol-Signal (Kortikosteron in der Maus) auf diesen mutierten MR
umgeleitet werden. Gemeinhin gilt, dass fir die Ligandenaffinitat die Faltung und somit die
Struktur-gebenden Reste der Ligandenbindungsdoméne (LBD) verantwortlich sind. Aus
diesem Grund wurden zwei verschiedene Strategien angewandt, um einen mMR mit der
Glukokortikoid-Affinitdt des mMGR zu generieren (Abb. 36).

120



Ergebnisse

1 733 980
wt: mMR [DBD| H LBD mMR
mGR [DBD[H LBD mGR
1 537 783
1 733 979
mMR_mut: mCH [pBD[H|  LBD mMR-GR-LBD
mMR-PM [0BD[H] LED Punktmutante (PM)
1 733 980

Abbildung 36: Schematische Darstellung der murinen Wildtyp-Rezeptoren (wt) und der mMR-
Mutanten (mMMR_mut). Das mMR-GR-LBD-Fusionsprotein (mCH) stellt eine Chimére aus den N-
terminalen Resten des mMR und der LBD des mGR dar. In der mMR-Punktmutante (mMR-PM) sind
als Beispiel zwei Punktmutationen in der LBD markiert.

Zur  Herstellung  der  transgenen  Konstrukte  wurde  der  murine
Mineralokortikoidrezeptor (NMR) verwendet. Da zu diesem Zeitpunkt die cDNA des mMR
nicht verfligbar war, wurde die codierende Region anhand einer vorhergesagten mRNA-
Sequenz und der daraus resultierenden Proteinsequenz durch einen Sequenzvergleich der
bekannten Proteinsequenzen des GR und MR aus Ratte, Maus und Mensch bestimmt. Die so
erhaltene codierende Sequenz (CDS) diente als Vorlage fiir das Design der entsprechenden
Klonierungsprimer. Anschliefend wurde die Gesamt-RNA aus der murinen hippocampalen
Zelllinie HT22 isoliert und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Die CDS
des mMR wurde durch Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) aus dieser cDNA amplifiziert und
in die entsprechenden Expressionsvektoren kloniert.

Im ersten Ansatz wurde die Ligandenbindungsdomane (LBD) des mMR durch die
LBD des mGR ersetzt. Somit entstand eine mMMR-GR-LBD Chimare, ein Fusionsprotein aus
mMR und mGR (im Weiteren mCH genannt). Der zweite Ansatz verfolgte die Herstellung
einer mMR-Punktmutante (siehe Abb. 36).

Mit Hilfe der Kristallstruktur der humanen GR-LBD (Bledsoe et al., 2002; pdb:
1M2Z) wurde ein Homologie-Modell der mMR-LBD erstellt (Swiss-Modell Server,
www.expasy.ch/swissmod/SWISS.Model.html). Die Proteinsequenz der LBD des mMR
wurde in silico in die Kristallstruktur des humanen MR-LBD (Bledsoe et al., 2005; pdb:
2AA2) eingepasst und mit der Struktur des humanen GR (hGR) verglichen (Abb. 37).
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Abbildung 37: Uberlagerung der Strukturen von hGR und der adaptierten LBD des mMR. Die
Nomenklatur der Helices entspricht der des hMR anhand des Proteinsequenz-Alignments (siehe
Anhang). Die mMR-Sequenz ist orange, die hGR-Sequenz hellblau dargestellt. Helix 7 (rot, mMR) und
Helix 5 (hellblau, hGR) zeigen die starkste Abweichung bzgl. ihrer strukturellen Ahnlichkeit. Als
gebundener Ligand ist hier das synthetische Glukokortikoidcoid Dexamethason (aus pdb: 1M2Z)
dargestellit.

Die Uberlagerung der mMR-LBD mit der Ligandenbindungsdomine des hGR
verdeutlicht, wie gering die Unterschiede beziglich der Faltung zwischen den
Ligandenbindungsdoménen der beiden SR sind. Die starksten strukturellen Abweichungen
sind bei Helix 7 des mMR zu sehen. Verglichen mit der homologen Helix 5 des hGR ist H7
im mMR um etwa 2A verschoben (Abb. 37). Bei genauerer Betrachtung der
bindungsrelevanten Helices der LBD zeigt sich, dass diese Verschiebung von H7 vermutlich
auf eine verdnderte Packung von Helix 5 und Helix 7 zurlckzufiihren ist (Abb. 38). Die
Verschiebung von Helix 7 im Vergleich von hGR und mMR fiihrt zu einer Verédnderung der
van-der-Waals-Kontakte mit den C- und D-Ringen im Steroidhormon (Ligand) und tragt
somit zur Liganden-Spezifitdt und -Affinitdt bei. Diese Beobachtung diente als
Ausgangspunkt fur die Suche nach relevanten Resten in der mMR-LBD, deren Mutation eine
GR-&hnlichen Affinitat fir das Stresshormon Kortikosteron schaffen. Dies sollte zum einen
durch eine Verschiebung der Helix 7, zum anderen durch eine lokale ,,Korrektur* der
Bindungstasche geschehen.
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B: mMR

Abbildung 38: Orientierung der bindungsrelevanten Helices der Ligandenbindungsdomaéne. (A)
Molekiloberflache von H5 und Packung an H3 im hGR. (B) Orientierung der beiden Helices H7 und
H5 zu einander in der in silico konstruierten mMMR-LBD. Die exponierten Aminosauren im hGR (G609
und M646) liegen an derselben Stelle innerhalb der Struktur wie die hervorgehobenen Reste S811
und M848 im mMR. Durch die Mutation S811G wird Helix 7 im mMR (B) verschoben. Die Substitution
M8438lI fihrt zu eiern lokalen ,Korrektur der Bindungstasche.

In der Struktur des hGR (Abb. 38A) ist an der Position, die dem Serin-Rest 811 des
mMR (Abb. 38B) entspricht, ein Glycin eingebaut (G609). Hier liegt die Helix 3 (mMMR: H5)
naher an Helix 5 (mMR: H7). Die Substitution des Serins durch Glycin (S811G) wirde H7
(Abb. 38B) in eine vergleichbare rdumliche Position zu Helix 5 und zum Liganden schieben,
wie sie in der LBD des hGR gegeben ist (Abb. 38A).

Ahnliches gilt fir die Nahe zum Liganden. Die Distanz von H5 zum Liganden ist in
der hGR-Struktur deutlich geringer als in der des mMR (H7), obwohl beide Rezeptoren an
derselben strukturgebenden Position ein Methionin besitzen. Ein Austausch von Methionin zu
Isoleucin (M8481) in Helix 7 des mMR fiuhrt zu einer lokalen VergrofRerung der
Bindungstasche.

Die in Abbildung 39 dargestellte Ubersicht der Liganden-Umgebung verdeutlicht noch
einmal die beiden Strategien und zeigt die Verschiebung der a-Helix 7 zwischen mMR und
hGR.

123



Ergebnisse

A __

Abbildung 39: Verschiebung der a-Helix 7 zwischen mMR und hGR. Die Sequenz des mMR ist
orange markiert, die des hGR hellblau. Die Nomenklatur der Helices beruht auf der des hMR
ausgehend von dem Vergleich der Proteinsequenzen (siehe Anhang). Die Nummerierung der
exponierten Aminosaure-Reste (Q772, S811 und M848) bezieht sich auf die Anzahl der Aminoséuren
in der mMR-Sequenz. Der hier dargestellte gebundene Ligand ist Dexamethason. Der Rest Q772 in
H3 interagiert durch eine H-Briicke mit dem Keton des 3. Kohlenstoffes (C3) in Dexamethason. Die
Reste S811 und M848 in H5 und H7 des mMR verhindern sterisch die Anndherung der H7 an H5 bzw.
an den Liganden. Helix 7 im mMR ist, verglichen mit der homologen Helix 5 im hGR um etwa 2A
verschoben. Dies soll durch die Mutation M848l ,korrigiert* werden.

Der Serin-Rest an Position 811 stellt eine sterische Barriere dar, der die Annéherung
von H7 an H5 im mMR verhindert. Ein Austausch gegen Glycin (S811G) konnte H7 rdumlich
naher an H5 bringen, wie es auch in der hGR-Struktur der Fall ist. Somit kdnnte sich die
bindungsrelevante Helix 7 im mMR verschieben und sich an die hGR-Struktur angleichen.
Die Mutation zweier weiterer Reste sollte durch eine lokale ,,Korrektur® der Bindungstasche
die Ligandenaffinitdt des mMR schwéchen. Die Substitution von M848 durch das sterisch
weniger anspruchsvolle Isoleucin (M848I) schafft Raum in der Bindungstasche. Dadurch
kdénnte H7 ndher an den Liganden riicken und eine &hnliche Position wie Helix 5 im hGR
einnehmen. Ein dritter Rest, das Glutamin (Q772) in H3 bildet eine Wasserstoff-Briicken-
Bindung (H-Briicke) zum Keton am 3. Kohlenstoff (C3) im Dexamethason (Abb. 39). Die
Substitution des Glutamins durch das ionische Glutamat (Q772E) verhindert die Ausbildung
einer solchen Wasserstoff-Briicke.

Durch die strukturelle Anpassung der bindungsrelevanten Helices im mMR, so wie
durch Schwéchung der Liganden-Interaktion durch lokale Veranderungen in der mMR-
Bindungstasche, sollte der mMR eine Kortikosteron-Affinitat erhalten, die der des mGR
entspricht.
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Basierend auf diesen Uberlegungen wurden verschiedene mMR-Mutanten generiert
und funktionell mit den Wildtyp-Rezeptoren mMR und mGR und der mMR-Chimare
verglichen.

4.3.2 Funktionelle Analyse der mMR-Mutanten

Die funktionellen Analysen wurden mittels Reportergen-Experimenten durchgefihrt.
Die Reportergen-Analysen erfolgten in allen nachfolgend beschriebenen Experimenten im 96-
Well-Format.  Als  Reporter-Plasmid ~ wurde  MMTV-Luciferase  (Firefly), als
Transfektionskontrolle die Gaussia-Luciferase verwendet. Um allgemeingltige VVorhersagen
uber die Aktivitat der kunftigen transgenen mMR-Mutanten machen zu kénnen, wurden die
funktionellen Experimente in verschiedenen Zelltypen durchgefihrt.

a) Aktivierung der mMR-GR-LBD-Chimére durch 100-fach héhere Hormonkonzentrationen
verglichen mit mMR-Wildtyp

Zuerst wurde in HEK 293 Zellen untersucht, inwieweit sich die Substitution der
MMR-LBD durch die mGR-LBD auf die Responsivitat der Chimare (mCH) verglichen mit
den Wildtyp-Rezeptoren auswirkt (Abb. 40).

Verglich man den Anstieg der Rezeptor-Aktivitdt von mMR und mGR, so fiel auf,
dass die Transkription durch den mMR in geringerem Umfang zunahm. Der Grund hierflr
war die hohere Basal-Aktivitat des mMR (Abb. 40B). Die wahrscheinlichste Erklarung ist,
dass das steroidfreie FBS einen bisher nicht identifizierbaren MR-Liganden enthielt, da
Experimente mit nur 0,5% steroidfreiem FBS zu einer weitaus geringeren Basal-Aktivitat des
MR fiihrten (nicht gezeigt fur mMR, jedoch fur den humanen MR, s. 4.2.5b).

Die relative Rezeptor-Aktivitat zeigte, dass der mMR, im Gegensatz zum mGR und
mCH bereits durch 0,1 nM Kortikosteron aktiviert wurde. Die mMR-Chimére (mCH)
respondierte, wie der mGR, bei einer etwa 100-fach hoheren Hormonkonzentration.
Allerdings erreichte die Chimare nicht das Aktivitatsplateau des mGR, sondern verhielt sich
hier wie der mMR (Abb. 40 A).
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Abbildung 40: Die mMR-Chimére (mCH) wird, im Gegensatz zum Wildtyp, erst bei 100-fach
hdoheren Hormonkonzentrationen aktiviert. 30000 HEK 293 Zellen wurden mit 25 ng der
Expressions-Plasmide fir mMR, mGR und mCH sowie 40 ng Reporter-Plasmid MMTV-Luc und 10 ng
des Plasmids mit der codierenden Sequenz fiir eine sekretierte Gaussia-Luciferase (Gaussia) co-
transfiziert. Eine bis drei Stunden nach der Transfektion erfolgte die Stimulierung mit Kortikosteron
bzw. Ethanol als Kontrolle (A) Relative Rezeptor-Aktivitdat (+ SEM), dargestellt als die durch die
Gaussia-Luciferase normalisierten Firefly-Luciferase-Werte dreier unabhangiger, in Duplikaten
durchgefiihrter Experimente. (B) Die Rezeptor-Aktivitdt bei 100 nM Kortikosteron wurde auf 100%
gesetzt und die anderen Aktivitaten hierauf bezogen.

In Abbildung 40B ist eine andere Art der Darstellung gewéhlt, um die halbmaximale Aktivitat
der Rezeptoren besser vergleichen zu kdnnen. Die Aktivitét, die durch Stimulierung mit der
hdchsten Hormonkonzentration erreicht wurde, wurde als Referenz auf 100% festgelegt. Hier
zeigte sich, dass der mMR bereits bei ca. 0,5 nM Kortikosteron, seine halomaximale Aktivitat
erreicht hat. Der mGR und mCH hingegen erreichten ca. 50% ihrer Aktivitat bei einer
Hormonkonzentration zwischen 20 und 40 nM. Somit zeigte die Substitution der mMR-LBD
durch die mGR-LBD den gewiinschten Effekt beziiglich der Hormonresponsivitat. Ahnlich
wie der mGR, wurde mCH erst bei fast 100-fach hoheren Hormonkonzentrationen aktiv als
der mMR.
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b) Verdnderung der Hormonresponsivitat durch Punktmutationen in der mMR-LBD

Im nédchsten Schritt wurde die Responsivitdt der Punktmutanten mMR_Q772E,
mMR_S811G und mMR_M848l mit der Hormonantwort von mMR, mGR und mCH
verglichen. Hierfur wurden die Reportergen-Experimente in SK-N-MC Zellen durchgefiihrt
(Abb. 41).

Wie auch in HEK 293 Zellen wurde der mGR in der Neuroblastom-Zelllinie SK-N-
MC bei einer Hormonkonzentration von 10 nM Kortikosteron transkriptionell aktiv. Der
mMR respondierte bereits bei einer 100-fach niedrigeren Konzentration von 0,1 nM
Kortikosteron. Die Chimére verhielt sich bezuglich ihrer Hormonabhéngigkeit in diesen
Zellen ebenfalls wie der mGR (Abb. 41A). VVon den drei Punktmutanten des mMR zeigte der
Austausch des S811 durch Glycin keine nennenswerte Veranderung in der Responsivitit,
wenn man die relative Rezeptor-Aktivitét betrachtet (Abb. 41A).
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Abbildung 41: Alle drei Mutationen in der mMR-LBD fihren zu einer Responsivitat des mMR bei
vergleichsweise hdheren Hormonkonzentrationen. 60000 SK-N-MC Zellen wurden mit 40 ng
Reporter-Plasmid MMTV-Luc, 5 ng des Plasmids mit der kodierenden Sequenz fiir Gaussia-KDEL
sowie mit 25 ng der Expressions-Plasmide fur Flag-mMR, Flag-mGR, Flag-mCH und der Flag-mMR-
Mutanten mit den Mutationen Q772E, S811G und M848I co-transfiziert. Einen Tag nach der
Transfektion erfolgte die Stimulierung mit steigenden Konzentrationen Kortikosteron bzw. Ethanol
(A) Relative Rezeptor-Aktivitat (+ SEM), durch die Gaussia-Luciferase normalisierten Firefly-
Luciferase-Werte dargestellt. Es wurden drei unabhéngige Experimente, in Duplikaten durchgefihrt.
(B) Die Rezeptor-Aktivitat in Anwesenheit von 300 nM Kortikosteron wurde als Referenz auf 100%
festgelegt.

Die mMR_Mutanten mit den Substitutionen der Aminosdure-Resten, die die
Interaktion mit dem Liganden beeinflussen (Q772E und M848l), wiesen dagegen ein
schlechteres Aktivierungspotential auf. Beide Mutanten wurden erst bei einer ca. 10-fach
hoheren Kortikosteronkonzentration (1 nM) aktiv als der mMR-Wildtyp (Abb. 41A).
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Allerdings erreichte die mMR_Q772E-Mutante nicht das vollstdndige Aktivitatsniveau des
Wildtyps. Ein &hnliches Bild ergab sich, wenn man die Hormonkonzentrationen betrachtete,
die zu einer halbmaximalen Aktivitat fihrten (Abb. 41B). Sowohl der mGR als auch mCH
erreichten in SK-N-MC Zellen ebenfalls bei einer Hormonkonzentration zwischen 20 und 40
nM Kortikosteron 50% ihrer Gesamt-Aktivitat. Hier zeigte sich, dass der S811G-Austausch
zu einer geringeren Basalaktivitdt der Mutante fuhrte, verglichen mit dem Wildtyp mMR.
Jedoch wurde bei beiden Rezeptoren bereits mit 1 nM Kortikosteron die Hélfte der
transkriptionellen Aktivitat erreicht. Somit scheint diese Mutation die Responsivitat des mMMR
nur marginal zu beeintrachtigen. Die anderen beiden Mutanten mMR_Q772E und _M848I
waren bei einer Hormonkonzentration von ca. 3-5 nM Kortikosteron zur Hélfte aktiviert.

Im néchsten Schritt wurden verschiedene Mutationen in einem Rezeptor-Molekil
kombiniert. Eine Doppelmutante zeigte die gewiinschte Responsivitét.

c) GR-ahnliche Responsivitat durch die Doppelmutation S811G/M848l in der mMR-LBD

Die Ergebnisse der Reportergen-Experimente zeigten, dass die mMR-Mutante, die
beide Mutationen in H5 (S811G) und H7 (M848I1) besaB, in ihrem transkriptionellen
Verhalten die groRte Ahnlichkeit mit dem mGR aufwies. Um die Responsivitat der
Doppelmutante (MMR_GI) in den niedrigeren Konzentrationsbereichen besser auflésen zu
kdnnen, wurde als geringste Hormonkonzentration 0,03 nM Kortikosteron gewahlt. Die
relative Rezeptor-Aktivitat ist wie oben beschrieben in zwei verschiedenen Arten der
Darstellung in Abbildung 42 zu sehen.

In diesen Experimenten fiel wiederum die hohere Basalaktivitat des mMR auf. Bereits
ohne Hormon erreichte der mMR die Halfte seiner transkriptionellen Aktivitat (Abb. 42B).
Der murine GR war bei Kortikosteronkonzentrationen zwischen 5-10 nM aktiv und erreichte
bei etwa 20 nM die Halfte seiner Gesamt-Aktivitat. Die M848l_Mutante des mMMR wurde ab
einer Konzentration von 0,03 nM Kortikosteron aktiv (Abb. 42A) und erreichte nach
moderatem Anstieg bei ca. 1 nM 50% ihrer transkriptionellen Aktivitat.

Ahnliches galt fir die Hormonkonzentration, die nétig war, um die Doppelmutante zu
aktivieren. mMR_GI startete die Transkription bei einer Hormonkonzentration ab 0,3 nM
Kortikosteron. Allerdings war die Mutante, dhnlich wie mGR, bei 10-20 nM Cortison zu 50%
transkriptionell ~ aktiv. Darllber hinaus schien diese Mutante bei  hdheren
Hormonkonzentrationen noch stimulierbar zu sein. Anders als der mMR war die maximale
Stimulierbarkeit bei 3 nM Kortikosteron noch nicht erreicht (Abb. 42A).
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Abbildung 42: Die Doppelmutation S811G/M848I fiihrt zu einer GR-ahnlichen Hormonantwort
des mMR. Reporter-Plasmid MMTV-Luc (40 ng), das Expressions-Plasmid fir Gaussia-KDEL (5 ng)
sowie je 25 ng der einzelnen Plasmide mit der cDNA fur Flag-mMR, Flag-mGR, Flag-mMR_M848I und
mMR_GI wurden in 30000 HEK 293 Zellen transfiziert. Die Stimulierung der Zellen erfolgte 24 h nach
der Transfektion mit steigenden Konzentrationen Kortikosteron bzw. Ethanol. (A) Dargestellt ist die
Rezeptor-Aktivitat (+ SEM), nach Normalisierung der Firefly-Werte durch die Gaussia-Werte, zweier
unabhangiger, in Duplikaten gemessener Experimente. (B) Die Aktivitat der Rezeptoren in
Anwesenheit von 300 nM Kortikosteron wurde auf 100% festgelegt und als Referenz verwendet.

d) Chimére und Doppelmutante im Vergleich: zwei mMR-Mutanten mit GR-ahnlicher
Responsivitat

Der funktionelle Vergleich der beiden mMR-Mutanten wurde in humanen SK-N-MC
und murinen Neuro-2A, zwei Neuroblastom-Zelllinien durchgefiihrt. Neuro-2A Zellen
besitzen zwar endogenen mGR, jedoch ist dieser nicht in der Lage, die Transkription am
MMTV-Promotor zu induzieren (Dr. Jurgen Zschocke, personliche Kommunikation). Um die
Stimulierbarkeit durch subsaturierende Hormonkonzentrationen besser zu untersuchen,
wurden geringere Abstdande zwischen den Kortikosteronkonzentrationen in diesem Bereich
gewadhlt. In Abbildung 43 sind die Ergebnisse dieser Reportergen-Analysen dargestellt.

In beiden Zelllinien war der mMR bereits ohne zusétzliches Hormon auffallig aktiv
(Abb. 43 A und C). Da die Neuro-2A Zellen mit maximal 10 nM Kortikosteron stimuliert
wurden, lag die Basalaktivitat aller Rezeptoren zwischen 20-30% (Abb. 43D).

Ahnlich wie bei mGR (3 nM), waren fir die Aktivierung von mCH und mMR_GlI
hohere Hormonkonzentrationen nétig als fir den mMR (Abb. 43 A und C). Abhdngig vom
Zelltyp wurde mCH erst durch 1 nM (Neuro-2A Zellen) bzw. 3 nM (SK-N-MC Zellen)
Kortikosteron transkriptionell aktiv (Abb. 43A und C). Die Transkription durch mMR_GlI
begann in einem Konzentrationsbereich von 0,1-1 nM Kortikosteron (Abb. 43B und C).
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Abbildung 43: Die murine Chiméare und die mMR-Doppelmutante respondieren ahnlich wie der
GR in Neuroblastom Zelllinien. 60000 SK-N-MC Zellen und 10000 Neuro-2A Zellen wurden jeweils
mit 40 ng Reporter-Plasmid MMTV-Luc, 5 ng des Expressions-Plasmids fur Gaussia-KDEL sowie je
25 ng der Plasmide mit der cDNA fur Flag-mMR, Flag-mGR, Flag-mMR_M848I und Flag-mMR_GI
transfiziert. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit Kortikosteron in einer Konzentration von
0-30 nM stimuliert. Fur den unstimulierten Wert wurde Ethanol verwendet. (A-B) Ergebnisse der
Experimente in SK-N-MC Zellen. Relative, Luc zu Gaussia normalisierte, Rezeptor-Aktivitat (x SEM)
dreier unabhéngiger Experimente die in Duplikaten gemessen wurden (A). Die Aktivitdt der
Rezeptoren in Anwesenheit von 30 nM Kortikosteron wurde auf 100% festgelegt und als Referenz
verwendet (B). (C-D) Ergebnisse der funktionellen Analyse in Neuro-2A Zellen. Links Darstellung der
relativen Rezeptor-Aktivitat (+ SEM), durch Normalisierung der Firefly Werte zu den Werten der
Gaussia Werte, aus drei unabhéngigen, in Duplikaten durchgefihrten Experimenten (C). Rechts
wurde die relative Aktivitat bei 10 nM Hormon als Referenz-Wert auf 100% festgelegt (D).

Da die Basal-Aktivitat des mMR ohne Hormon schon betréchtlich hoch war, konnte
der Unterschied in der halbmaximalen Aktivitat zwischen mMMR und den Mutanten aus diesen
Experimenten nicht bestimmt werden. Da die Neuro-2A Zellen mit nur maximal 10 nM
Kortikosteron behandelt wurden, kann die halbmaximale Aktivitdt einiger Rezeptoren
deutlich unter dem Wert aus den vorhergehenden Experimenten liegen.

In SK-N-MC und Neuro-2A Zellen hat der mGR seine halbmaximale Aktivitat bei
Hormonkonzentrationen von ca. 5-10 nM erlangt. Um 50% der Gesamt-Aktivitat zu
erreichen, benétigte die Chiméare (mCH) in SK-N-MC-Zellen Hormonkonzentrationen im
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Bereich von 10-20 nM. In den Neuro-2A Zellen hingegen waren bereits Konzentrationen
zwischen 1-2 nM ausreichend. Die mMR_GI-Doppelmutante bendtigte in SK-N-MC Zellen
<3 nM, in Neuro-2A Zellen sogar <1 nM Kortikosteron.

Im Vergleich der Hormonresponsivitat von mMR, mGR, mCH und mMR_GI wurde
deutlich, dass mCH in den Reportergen-Experimenten eine starkere Ahnlichkeit in der
Responsivitat zur Stimulierbarkeit des mGR aufwies als zum mMR. Auch die
Doppelmutationen (S811G/M8481) im mMR generierten einen Rezeptor, der, verglichen mit
den mMR Wildtypen, eine &hnliche Responsivitat wie der mGR aufwies, allerdings schon bei
etwas niedrigeren Hormonkonzentrationen aktiv wurde als dieser.

Durch unterschiedliche Strategien gelang es, zwei mMR-Mutanten zu generieren, die,
basierend auf den funktionellen Analysen, in der Lage sein missten, im Tiermodell unter
basalen Bedingungen inaktiv, jedoch unter Stress, die zellularen Funktionen eines MR
auszutiben.
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5 Diskussion

Glukokortikoide (GCs), wie das Stresshormon Kortisol (Kortikosteron in Ratte und
Maus), sind essentiell fir die Aufrechterhaltung der basalen und stressbedingten Homgostase
in allen hoheren Organismen. Die Mediatoren der Effekte von Kortisol sind der
Glukokortikoidrezeptor (GR) und der Mineralokortikoidrezeptor (MR). Aufgrund seiner
héheren Kortisol-Affinitat ist unter basalen Bedingungen der MR aktiv. Da die Kortisol-
Affinitdt des GR um das ca. 10-fache geringer ist, beginnt die GR-abh&ngige
Signaltransduktion erst unter Stressbedingungen, wenn der Kortisolspiegel steigt (Trapp &
Holsboer, 1996). Gemeinhin wird davon ausgegangen, dass die Balance zwischen GR- und
MR-vermittelter Effekte essentiell fur die Homdéostase und die Adaption an neue, verénderte
Stresszustande ist (de Kloet & DeRijk, 2004).

MalRgeblich fur die Aufrechterhaltung dieser regulatorischen Prozesse ist die
Funktionsfahigkeit von GR und MR. Eine wichtige Voraussetzung fir die Funktion von SR
ist die korrekte Faltung. So sind neben den Schlisselkomponenten Hsc70/Hsp70 und Hsp90
drei weitere Proteine, Hsp40, Hop und p23, fiir die GR-Faltung relevant (Dittmar et al.,
1998). Hsp90- oder Hsc70/Hsp70-abhéngige Cofaktoren wie PP5, die Immunophiline
FKBP51 und 52, oder der Hsc70/Hsp70 Nukleotid-Austauschfaktor (NEF) BAG-1 kénnen
die Faltung, posttranslationale Modifikationen, den nukledaren Transport oder auch die DNA-
Bindung von SR modulieren und dadurch die Signaltransduktion beeinflussen (Wandinger et
al., 2006; Wang et al., 2007; Denny et al., 2000); Wochnik et al., 2005; Kullmann et al.,
1998; Kanelakis et al., 1999; Schneikert et al., 1999; Schmidt et al., 2003; Hong et al., 2008.
Zusétzliche Mechanismen, wie z.B. die ligandenabhangige Regulation der GR-mRNA (Okret
et al., 1986; Dong et al., 1988; Burnstein et al., 1994) oder die Proteinstabilitat per se
(Wallace & Cidlowski, 2001) tragen ebenfalls zur Kontrolle der GR-vermittelten
Signalweiterleitung bei. Eine Dysregulation der GR-Signaltransduktion kann unter
Umsténden zu einer Akkumulation des Stresshormons Kortisol, auch als Hyperkortisolismus
bezeichnet, flihren. Einhergehend mit erhohten Kortisolwerten wird mehrfach tber die
Entwicklung einer Glukokortikoidresistenz berichtet. Dieses Phdnomen wird in der klinischen
Praxis oft assoziiert mit endogen oder exogen erhéhten Kortisolspiegeln beobachtet, wie sie
haufig bei depressiven Patienten oder Patienten, die sich einer Immunsuppressionstherapie
unterziehen mussen, vorkommen (Holsboer, 2000; Kino et al., 2003). Da Glukokortikoide
starke Immunsuppressiva darstellen und eine anti-inflammatorische Wirkung besitzen,
werden sie Uberwiegend zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt (Boumpas
et al., 1993; Barnes, 1998). Im Laufe der Jahre wurden einige der molekularen Ursachen
erforscht, die im Hinblick auf Entziindungskrankheiten zur Glukokortikoidresistenz fiihren
konnen (Barnes & Adcock, 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurden mit BAG-1M und HspBP1, beides Hsc70/Hsp70-
Nukleotid-Austauschfaktoren (NEF), zwei weitere Faktoren untersucht, die die Funktion und
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somit Signaltransduktion von SR verdndern koénnen. In diesem Zusammenhang wurde
gezeigt, dass sich HspBP1 und BAG-1M in dem zugrunde liegenden Mechanismus ihrer
Wirkung auf die Funktion von SR unterscheiden.

Zusétzlich wurde die Mdglichkeit untersucht, die transkriptionelle Aktivitdt des MR
durch Mutationen direkt im Rezeptor zu modulieren. Dabei konnten murine MR hergestellt,
werden, die eine GR-ahnliche Glukokortikoidaffinitit aufweisen. Dies diente als Vorarbeit fir
ein transgenes Tiermodell, in dem ektopisch ein MR (berexprimiert wird, der erst unter
Stress, also mit steigenden Kortisolkonzentrationen, aktiv wird. In diesem Tiermodell soll in
naher Zukunft die Relevanz der MR/GR-Balance fir die Aufrechterhaltung der basalen und
stressbedingten Homa@ostase Uberprift werden.

5.1 Modulation der Steroidhormonrezeptor-Funktion durch assoziierte
Cochaperone

BAG-1 wurde urspringlich als Bcl2-assoziertes Athanogen 1 identifiziert (Takayama
et al., 1995), und ist mit vier translationalen Isoformen im menschlichen Gewebe vertreten
(Yang et al., 1998). Es moduliert als NEF die Chaperon-Aktivitat von Hsc70/Hsp70
(Takayama et al., 1997; Zeiner et al., 1997; Hohfeld & Jentsch, 1997). Mittlerweile wurde die
Beteiligung von BAG-1 an der Regulation vieler zellularer Signalwege nachgewiesen (Alberti
et al., 2003b; Gehring, 2004). Zahlreiche Studien befassen sich mit der Eigenschaft von
BAG-1, die Signaltransduktion von SR Hsc70/Hsp70-abhdngig zu beeinflussen. Die
Fahigkeit von BAG-1, verwandte SR auf unterschiedliche Weise zu modulieren, ist nicht nur
aus Sicht der Grundlagenforschung interessant, sondern kénnte BAG-1 als Zielprotein auch in
den Fokus der Entwicklung von Medikamenten zur gezielten Beeinflussung der SR-
Signaltransduktion riicken. Im Hinblick auf eine eingeschrankte GR-Signaltransduktion, die
als Ursache fur den in depressiven Patienten hdufig beobachteten Hyperkortisolismus
diskutiert wird (Holsboer, 2000), stellt BAG-1M aufgrund seiner inhibitorischen Wirkung auf
die GR-Aktivitat einen potentiellen kausalen Faktor fir die Ausbildung depressiver Stérungen
dar.
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5.1.1 GR und PR: verschiedene Mechanismen der Inhibition durch BAG-1M?

Fur die gezielte Modulation einzelner SR ber BAG-1 ist es wichtig, dessen Einfluss
auf verwandte Rezeptoren zu kennen. Die Effekte verschiedener BAG-1-Isoformen auf die
transkriptionelle Aktivitat des GR, AR und ER wurden bereits dokumentiert (Kullmann et al.,
1998; Schneikert et al., 1999; Schmidt et al., 2003; Froesch et al., 1998; Shatkina et al., 2003;
Cutress et al., 2003). Bisher gab es jedoch keine Untersuchungen beziiglich der Wirkung von
BAG-1 auf die Funktion des PR, einen verwandten SR. Der PR, ebenso wie GR und MR in
stressrelevanten Hirnregionen exprimiert (Kato, 1994; Guerra-Araiza et al., 2002; Guerra-
Araiza et al., 2003), wird neben der Regulation reproduktiver Prozesse unter anderem auch im
Zusammenhang mit der Regulation der Kognition oder Neurogenese diskutiert (Brinton et al.,
2008). Daher war ein Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von BAG-1M, der GR-inhibierenden
Isoform, auf die Aktivitat des PR zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurde demonstriert, dass BAG-1M einen ahnlichen
inhibitorischen Effekt auf die PR-Aktivitat aufweist, wie auf die Funktion des GR. Anders als
im Falle des GR, war die Inhibition des PR bezlglich der Hsc70/Hsp70-Abhangigkeit nicht
eindeutig interpretierbar. Um die Ergebnisse der funktionellen Analysen beziglich der
Hsc70/Hsp70-Abhangigkeit der PR-Inhibition durch BAG-1M einschédtzen zu kénnen,
wurden Bindungsanalysen von BAG-1M und verschiedenen PR-Mutanten durchgefihrt.

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich der stimulatorische Effekt von BAG-1L auf die
AR-Transaktivierung durch eine Abhangigkeit von Hsc70/Hsp70 auszeichnet. Fur den GR
und den AR wird die Modulation der Transaktivierung durch BAG-1, auf die Beteiligung
bestimmter Rezeptor-Domanen zurlickgefiihrt. BAG-1M interagiert Chaperon-abhé&ngig mit
der Hinge-Region im GR (Kullmann et al., 1998). Fur die Stimulierung durch BAG-1L ist die
Interaktion von BAG-1L mit dem N-Terminus des AR notwendig (Shatkina et al., 2003).

Die Interaktionsstudien sollten Aufschluss dariiber geben, ob eine Interaktion des PR
mit BAG-1M Hsc70/Hsp70-abhangig erfolgt, ob diese Interaktion von dhnlichen Domanen
im PR vermittelt wird, wie fir GR oder AR beschrieben, und ob sich aus der Art der
Interaktion generell ein Mechanismus fur die Regulation der SR-Aktivitdt durch BAG-1
ableiten lasst.

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der funktionellen Analyse sowie der
Interaktionsstudien des PR-Wildtyps und der verschiedenen PR-Mutanten mit BAG-1M,
Hsc70/Hsp70 und Hsp90 zusammengefasst.

Die Rezeptor-Aktivitat betreffend fielen drei Deletionsmutanten auf, PRAC, PRAH1 und
PRA494-562, die eine starkere transkriptionelle Aktivitat aufwiesen als PRwt. Die Deletion
der LBD in PRAC hatte eine hormonunabhéngige Aktivitat zur Folge. PRAC war aufgrund
der, verglichen mit PRwt, starkeren Expression, transkriptionell starker aktiv. Die verstarkte
Transkriptionsrate von PRAH1 und PRA494-562 bei htheren Hormonkonzentrationen konnte
in der Deletion einzelner Reste begriindet liegen, die moglicherweise durch Modifikationen
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und/oder Interaktionen mit bestimmten Cofaktoren die Aktivitat negativ regulieren (Knotts et
al., 2001).

Tabelle 8: Rezeptor-Aktivitat und Interaktionsanalyse von PRwt und PR-Mutanten

Rezeptor transkriptionelle Bindung an Interaktion mit | Interaktion mit
Aktivitat BAG-1M Hsc70/Hsp70 Hsp90
PRwt + + + +
PRAN - + + +
PRAC ++ + + -
PRADBD - + + +
PRAH1 ++ + + +
PRAH - + + +
PRA494-562 ++ + + +
PRA494-562/AH - + + +
PR-DBD n.t. - - -
PR-494-641 n.t. + + -
PR-DBDH n.t. + ++ -

Transkriptionelle Aktivitat des PR-Wildtyps und der PR-Mutanten sowie ihre Interaktion mit
BAG-1M, Hsc70/Hsp70 und Hsp90. Die Aktivitdt der Rezeptoren wurde jeweils in Bezug auf PRwt
(+) angegeben. (++) bedeutet verstarkte transkriptionelle Aktivitat, (-) bezeichnet nicht aktive bzw.
schwach aktive Mutanten, (n.t.) nicht getestete Konstrukte. Die Bindung an BAG-1M und die
Chaperone wurde ebenfalls mit (+) Bindung, (++) sehr gute Bindung und (-) keine Bindung bewertet.
Die Interaktion mit Hsc70/Hsp70 ist essentiell fir die Bindung an BAG-1M.

Die Deletion des N-Terminus verringerte deutlich die Expression von PRAN, was eine
plausible Erklarung fir dessen schwache Aktivitat war. Mdoglicherweise ist die Deletion von
Ser 400, dessen Phosphorylierung zur Stabilitat des PR beitragt (Faus & Haendler, 2006), die
Ursache fur die geringen PRAN-Spiegel. Der Verlust der DBD fiihrte wie erwartet zu einem
kompletten Aktivitatsverlust. Die Deletion der gesamten Hinge-Region in PRAH verursacht
unter Umstanden eine strukturelle Instabilitat, wodurch keine adaquate Faltung mehr méglich
ist. Eine andere Erklarungsmoglichkeit fur die beobachtete Inaktivitat ist der Verlust
wichtiger regulatorischer Reste in der Hinge-Region (Knotts et al., 2001). Dies wiirde auch
die Inaktivitat der Mutante PRA494-562/AH erklaren.

In den Bindungsanalysen wurde festgestellt, dass PR-DBD die einzige PR-Mutante
war, die nicht mit BAG-1M interagierte. PRADBD hingegen wurde mit BAG-1M
coprazipitiert. Weder die Deletion der Hinge-Region (H1 und H) noch des N- bzw. C-
Terminus oder einer der anderen Doménen fiihrten zum Verlust der Bindung an BAG-1M.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass, anders als bei GR oder AR, mehr als eine Doméne
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des PR die Bindung an BAG-1M und damit die Inhibition der PR-Funktion vermittelt. Somit
ist der inhibitorische Effekt von BAG-1M auf die Aktivitat von SR nicht generell durch eine
Interaktion mit der Hinge-Region der Rezeptoren zu erklaren.

Basierend auf diesen Interaktionsanalysen und den Ergebnissen der Reportergen-
Experimente stellte sich die Frage nach der Relevanz von Hsc70/Hsp70 bei der Vermittlung
der Bindung des PR an BAG-1M. Hierzu wurde die Bindung von Hsc70/Hsp70 an die
verschiedenen PR-Mutanten untersucht. Es stellte sich heraus, dass auch hier, mit Ausnahme
von PR-DBD, alle PR-Mutanten in der Lage waren, mit dem Faltungshelfer zu interagieren.
Die Bindungsanalysen mit einer Hsc70/Hsp70-Interaktionsmutante von BAG-1M (BAG-
1M_mut) zeigten, dass Hsc70/Hsp70 essentiell fir die Bindung an BAG-1M ist. BAG-
1M_mut wurde weder mit PRwt noch mit den PR-Mutanten coprazipitiert. Die Bindungs-
studien mit PR-DBD, dem einzigen Konstrukt, das weder eine Bindung an BAG-1M noch an
Hsc70/Hsp70 aufwies, unterstiitzten diese Beobachtung.

Auch wenn die Hinge-Region nicht alleine entscheidend war, schien sie dennoch eine
Schlisselrolle fur die Chaperon-Assoziation einzunehmen. Die Untersuchungen von PR-
DBDH ergaben, dass das Anfligen der Hinge-Region an PR-DBD zu einer stérkeren Bindung
von Hsc70/Hsp70 fihrte. Diese Beobachtung stimmte mit einer Studie Uberein, in der die
Hinge-Region im Vitamin D Rezeptor (VDR) als Bindungsstelle fiir DnaK, das bakterielle
Hsp70-Homolog identifiziert wurde (Swamy et al., 1999). Die Hsp90-Bindung des PR war,
wie erwartet, nicht relevant fir die Interaktion mit BAG-1M. Sowohl PRAC als auch die PR-
Fragmente PR-DBD, PR-494-641 und PR-DBDH konnten nicht mehr an Hsp90 binden, da
mit der Deletion der LBD die Bindungsstelle der SR fiir Hsp90 entfernt wurde (Xu et al.,
1998; Carsonjurica et al., 1989;Schowalter et al., 1991; Chambraud et al., 1990). Bis auf PR-
DBD interagierten sie jedoch alle mit BAG-1M und Hsc70/Hsp70.

Die hier beschriebenen Daten fiihren zu der Annahme, dass dem inhibitorischen Effekt
von BAG-1M auf die transkriptionelle Aktivitdt des PR wahrscheinlich ein anderer
Mechanismus zu Grunde liegt, als er fur den GR bekannt ist (Kullmann et al., 1998; Hong et
al., 2008). Weder die Hinge-Region noch Hsc70/Hsp70 scheinen in vergleichbarem Ausmaf
an der Vermittlung der PR-Inhibition durch BAG-1M beteiligt zu sein, wie es auf die
Regulation der GR-Aktivitat zu trifft. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, worin
der Unterschied in der Regulation der beiden SR begriindet liegt.

Eine mdgliche Erklarung hierfir ist, dass GR und PR unterschiedliche Chromatin-
Modulatoren fir die Transkription rekrutieren (Archer et al., 1997). So rekrutiert der GR
Faktoren, die zur Modifikationen des Histons H3 fuhren, der PR hingegen Cofaktoren die zu
einer erhohten Azetylierung des Histons H4 fuhren (Li et al., 2003). Dies wirde die
differenzielle Aktivierung verschiedener Promotoren durch GR und PR erkldren (Deroo &
Archer, 2002).

Somit kénnte BAG-1M durch direkte, also Hsc70/Hsp70-unabhéngige, oder indirekte
Interaktion mit einem oder mehreren Cofaktoren Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat
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der SR nehmen. Laut Literatur interagiert BAG-1M auch Chaperon-unabhéngig mit
Transkriptionsfaktoren (Niyaz et al.,, 2003). Eine Madglichkeit der Hsc70/Hsp70-
unabhéngigen Vermittlung bietet die Bindung an die proteasomalen Untereinheiten Rpt4 und
Rpt6, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurde. Ein Unterschied in der Relevanz
verschiedener proteasomaler Untereinheiten fir die hormoninduzierte Transkription durch GR
oder PR konnte eine Erklarung fir die gegensatzliche Wirkung sein, die Proteasom-
Inhibitoren (z.B. MG132) auf die Transaktivierung der beiden Rezeptoren zeigen. Im
Gegensatz zum GR, dessen transkriptionelle Aktivitat durch die Inhibition von MG132
hormonabhéngig verstarkt wird, fihrt die Verwendung von MG132 zur Inhibition der PR-
abhangigen Transkription (Kinyamu & Archer, 2007; Dennis et al., 2005). Die Blockade der
transkriptionellen PR-Aktivitdt durch MG132 geht nicht nur mit einer Inhibition der
progesteronabhangigen Azetylierung des Histons H4, sondern auch mit einer Inhibition der
progesteronabhangigen Rekrutierung der RNA-Polymerase 11 einher (Dennis et al., 2005). Bis
vor kurzem war keine Literatur dartiber vorhanden, ob BAG-1M, abhédngig oder unabhéngig
von proteasomalen Untereinheiten oder Hsc70/Hsp70, Chromatin-Modulatoren wie z.B.
Histon-Deazetylasen (HDACs) oder —Azetyltransferasen (HATS) rekrutiert oder deren
Rekrutierung verhindert. In einer aktuellen Publikation wurde die Notwendigkeit von HDAC
und Corepressoren fur die BAG-1M-vermittelte GR-Inhibition berichtet (Hong et al., 2009).
Die unspezifische Bindung von BAG-1 an DNA (Kullmann et al., 1998; Zeiner et al., 1999
Niyaz et al., 2003; Schmidt et al., 2003; Hong et al., 2008) kénnte durch eine Interaktion mit
bestimmten HDACs, HATs oder anderen Faktoren zu einer lokalen Veranderung der
Chromatinstruktur fiihren und somit die Promotor-Bindung der RNA-Polymerase 11 und
anderer Cofaktoren verhindern. Dies koénnte auch die Bindung des PR selbst betreffen.
Allerdings scheint die Histon-Deazetylierung eine Begleiterscheinung der MG132-induzierten
PR-Inhibition zu sein, und nicht die Ursache dafiir, dass die RNA-Polymerase Il nicht mehr
an PR-responsive Promotoren bindet (Dennis et al., 2005).

Ob Verénderungen der Chromatin-Struktur durch BAG-1 erfolgen und inwieweit die
Beteiligung proteasomaler Untereinheiten und deren proteolytische oder Proteolyse-
unabhangige Funktion eine Rolle spielen, muss erst noch untersucht werden. Es ist
wahrscheinlich, dass der Unterschied in der Wirkung von BAG-1M auf die Aktivitat des GR
und PR durch eben genannte Faktoren sowohl promotor- als auch zelltypabhéngig ist. Auf
jeden Fall konnte eine Hsc70/Hsp70-unabhangige Regulation transkriptioneller Prozesse
durch BAG-1 ein Grund fur die beobachteten Unterschiede in der Regulation der
transkriptionellen Aktivitat verschiedener SR durch die BAG-1-Isoformen sein. Ein erster
Ansatz flr eine detailliertere Analyse wére ein Vergleich der BAG-1M-vermittelten Wirkung
auf die GR und PR-Aktivitat an endogenen Promotoren. Protein-DNA und Protein-Protein
Interaktionsanalysen sind eine probate Methode herauszufinden, ob BAG-1M auch mit dem
PR an der DNA prazipitiert werden kann und inwieweit proteasomale Untereinheiten beteiligt
sind. Dariber hinaus kénnte in Co-Immunprazipitationsexperimenten mit den verschiedenen
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BAG-1-Isoformen gepriift werden, ob ein Unterschied im Interaktionsprofil mit bekannten
Chromatin-Modulatoren besteht. Dies kénnte weiter zu Klarung der Rolle von BAG-1 in der
Modulation der SR-abhé&ngigen Transaktivierung beitragen.

5.1.2 Funktion der ubiquitin-like-Doméane von BAG-1M fur die Regulation der
Steroidhormonrezeptoren

Neben ihrer Funktion als NEF, lber die Hsc70/Hsp70 Chaperon-Aktivitat die
Signaltransduktion von SR zu beeinflussen, sind die BAG-1-lsoformen an der Regulation
verschiedener zelluldrer Prozesse beteiligt. Hierzu zahlen die Modulation transkriptioneller
Prozesse auf DNA-Ebene durch BAG-1M (Kullmann et al., 1998; Zeiner et al., 1999; Niyaz
et al., 2003; Schmidt et al., 2003; Hong et al., 2008) oder auch die Beteiligung am
proteasomalen Abbau von Chaperon-Substratproteinen wie des GR in Kooperation mit der
E3-Ligase CHIP (Luders et al., 2000a; Alberti et al., 2003a; Demand et al., 2001). In den
meisten Féllen agiert BAG-1 in Abhangigkeit von Hsc70/Hsp70. Die Vernetzung der
Proteinfaltung mit dem Proteinabbau, die der Qualitatskontrolle dient, wird von BAG-1 uber
seine Ubiquitin-ahnliche Doméne (ULD, ubiquitin-like domain) vermittelt (Luders et al.,
2000a; Alberti et al., 2003a). Wie andere Proteine, die ebenfalls eine ULD besitzen (Elsasser
et al., 2002), interagiert BAG-1M sehr wahrscheinlich mit Rpnl, einer nicht-ATPase
Untereinheit des 19S-regulatorischen Komplexes des 26S-Proteasoms.

In dieser Arbeit wurden zwei weitere proteasomale Untereinheiten des 19S-
Komplexes als Interaktionspartner fir BAG-1M identifiziert, Rpt4 und Rpt6. Da beide
Proteine mit Rpnl im selben Modul organisiert sind, ist es wahrscheinlich, dass die Bindung
von BAG-1M an Rpt4 und Rpt6 von Rpnl vermittelt wird. Die Bindung ist Hsc70/Hsp70-
unabhéngig. Desweiteren war die Coexpression von BAG-1M und GR mit einer starken
Reduktion der GR-Proteinmenge verbunden (s. 4.2.7b, Abb. 32). Im Gegensatz dazu gab es in
den Expressionsanalysen der funktionellen Experimente keinen Hinweis auf eine dhnlich
stark verminderte GR-Expression (Abb. 23). Eine mdgliche Erklarung hierfiir kdnnte in der
verwendeten Methode liegen. Die Zellen flr die funktionellen Analysen wurden nach der
Cotransfektion von BAG-1M und GR mit Hormon behandelt (s. 4.2.5a). Im Gegensatz dazu
wurden fir die Hormonbindungsanalyse, deren Extrakt die starkste GR-Reduktion in
Anwesenheit von BAG-1M aufwies, das Zytosol lysierter Zellen mit Hormon (s. 4.2.7b)
versetzt. Dies kann bedeuten, dass die Bindung des Liganden den GR unter bestimmten
Bedingungen vor dem CHIP-abhdngigen proteasomalen Abbau durch BAG-1M schitzt. Es
kann auch bedeuten, dass BAG-1M den CHIP-induzierten proteasomalen Abbau des
Liganden-gebundenen GR verhindert. BekanntermaBen fihren Glukokortikoide zu
reduzierten GR-Spiegeln (Mclntyre & Samuels, 1985; Wallace & Cidlowski, 2001). Es ist
vorstellbar, dass BAG-1M in seiner Eigenschaft als transkriptioneller Stimulator (Niyaz et al.,
2003; Zeiner et al., 1999) den ligandeninduzierten GR-Abbau durch Hochregulation von
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Faktoren, die zur Stabilisierung des GR beitragen, verhindert. Auf diesem Weg kénnte BAG-
1M in die GR-abhdngige Transkription in einem bestimmten zelluldren Kontext
aufrechterhalten oder stimulieren. Eine entscheidende Komponente hierfir konnte sowohl das
Verhéltnis von BAG-1M zu CHIP sein, als auch die Anwesenheit von Hormon. Ein
Argument fur diese Hypothese ist die Beobachtung, dass in der hippocampalen Zellline
HT22, in der kein endogenes CHIP detektiert wurde, die Langzeit-Behandlung mit
Glukokortikoiden keinen Einfluss auf die GR-Spiegel hat (Wang & DeFranco, 2005). Erst die
Uberexpression von CHIP bewirkt eine glukokortikoidabhingige Reduktion des GR-Proteins
(Wang & DeFranco, 2005).

Im Zusammenhang mit dem negativen Einfluss von BAG-1M auf die GR-Aktivitat
(Kullmann et al., 1998; Schneikert et al., 2000; Schmidt et al., 2003) einerseits und der CHIP-
induzierten proteasomalen Degradation des GR andererseits (Demand et al., 2001), stellt sich
die Frage, ob nicht primdr der GR-Abbau zu einer geringeren transkriptionellen Aktivitat
fihren konnte. Aus diesem Grund wurde eine BAG-1M-Mutante hergestellt, in der die Reste
der ULD deletiert wurden (BAG-1M_Ubidel). Diese Mutante war nicht mehr in der Lage, mit
Rpt6 zu interagieren. Der Einfluss dieser Mutante auf Hsc70/Hsp70-abhangige Prozesse
wurde zuerst mittels einer konstitutiv aktiven Firefly-Luciferase getestet. Dieses hdufig als
Reportergen verwendete Enzym ist in seiner Faltung und somit auch in seiner Aktivitat
Chaperon-abhangig. Hierbei stellte sich heraus, dass BAG-1M_Ubidel konzentrations-
abhangig zu einer stark reduzierten Firefly-Luciferase-Aktivitat fuhrt. Die Co-Immun-
prazipitationsexperimente bestatigten, dass die Interaktion mit proteasomalen Untereinheiten
unabhangig von der Bindung an Hsc70 war (Abb. 21 und 22). BAG-1M_Ubidel ist demnach
in der Lage, die Chaperon-Aktivitat von Hsc70/Hsp70 zu modulieren. Allerdings fehlt die
regulatorische Komponente fur die Qualitatskontrolle der Proteinfaltung. Durch die Deletion
der UL-Doméne kann BAG-1M_Ubidel die Proteinfaltung bei Bedarf nicht mehr mit dem
Proteinabbau koordinieren. Dies wirde den inhibitorischen Effekt von BAG-1M_Ubidel auf
die Aktivitat der Firefly-Luciferase erklaren. Da die optimale Bedingung dieses Enzyms
aufgrund seiner Herkunft hochstwahrscheinlich nicht bei 37°C, sondern eher bei 25°C liegt,
ist es in Zellkultur vermutlich stdndigen Faltungsprozessen unterworfen, gefolgt vom Abbau
zur Erhaltung des intrazelluldren Gleichgewichts. Da BAG-1M_Ubidel nicht mehr in der
Lage ist, das dynamische Gleichgewicht zwischen Faltung und Abbau fehlgefalteter
Luciferase zu gewadhrleisten, ist die Konsequenz vermutlich eine Akkumulation inaktiver
Luciferase. Unter Berlicksichtigung dieser Beobachtung wurde der Einfluss dieser Mutante
auf die transkriptionelle Aktivitat des GR, MR und AR untersucht.

Uberraschenderweise inhibierte diese Mutante konzentrationsabhangig die Aktivitit
des GR und MR starker als BAG-1M Wildtyp. Dieser Effekt ging tber den direkten Einfluss
auf die Reportergen-Aktivitat hinaus. Die stérkste Inhibierung der Rezeptor-Aktivitat wurde
bei subsaturierenden Hormonkonzentrationen beobachtet. Mit steigenden Hormon-
konzentrationen nahm der inhibitorische Einfluss ab und entsprach bei maximaler
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Hormonkonzentration in etwa dem direkten Effekt von BAG-1M_Ubidel auf die Aktivitat der
Firefly-Luciferase.

Auf die Aktivitdt des AR wies BAG-1M_Ubidel bei der hochsten Plasmid-DNA
Menge keinen nennenswerten Unterschied zu BAG-1M Wildtyp auf. Dieses Ergebnis stimmt
mit Literaturangaben beziliglich des Einflusses von BAG-1L und einer ULD-Deletionsmutante
von BAG-L1L iberein (Knee et al., 2001).

Auffallig waren die Effekte, die BAG-1M_Ubidel bereits in geringen Konzentrationen
auf die Aktivitat des GR und AR ausibte. In beiden Fallen stimulierte schon die geringste
Menge BAG-1M_Ubidel-Plasmid deutlich die Rezeptor-Aktivitdt. Wirde BAG-1M unter
diesen experimentellen Bedingungen zum proteasomalen Abbau der Rezeptoren fiihren, hatte
eine Deletion der ULD-Domaéne diesen gegenteiligen, stimulierenden, Effekt. In diesem
Zusammenhang wirde man eine erhohte Expression der Rezeptoren erwarten. Die
Expressionsanalyse ergab jedoch keine Verénderung in der Proteinmenge der Rezeptoren;
somit kann diese Erklarungsmoglichkeit ausgeschlossen werden. Da in den verwendeten
Zellen auf Proteinebene kein endogenes BAG-1 detektiert wurde (Daten nicht gezeigt), ist
anzunehmen, dass die Rezeptor-Stimulierung durch die exogene Menge BAG-1M_Ubidel
bewirkt wurde. Diese Beobachtung stimmt mit Studien uberein, in denen die positiven oder
negativen Effekte von BAG-1 auf die Hsp90-Hsc70/Hsp70 Chaperon-Maschinerie auf das
Verhaltnis von BAG-1 zu Hsc70/Hsp70 und auch auf die Komposition zwischen Chaperonen
und verschiedenen Cofaktoren zuriickgefiihrt werden (Kanelakis et al., 1999; Tzankov et al.,
2008). Somit wirde in Gegenwart geringer Konzentrationen BAG-1M_Ubidel der positive
Einfluss auf Hsc70/Hsp70 dominieren, wie es auch in unseren Experimenten beobachtet
wurde.

Schwieriger ist es, den verstarkten inhibitorischen Effekt von BAG-1M_Ubidel auf die
Aktivitdt des GR und MR zu erklaren. Hierbei kdnnte die Beteiligung proteasomaler
Untereinheiten des 19S-Komplexes, wie Rpt4 und Rpt6, an transkriptionellen Prozessen eine
Rolle spielen. In den letzten Jahren héaufen sich die Hinweise, dass proteasomale
Untereinheiten neben ihrer proteolytischen Funktion auch Proteolyse-unabhangig zellulére
Prozesse, wie z.B. die Transkription, beeinflussen. Bereits 1995 wurde festgestellt, dass Sug1,
das Hefehomolog zu Rpt6, durch einen moglicherweise antagonistischen Effekt auf die
Coaktivator-Funktion von Cdc68 zur Repression der Transkription in vivo fihrt (Xu et al.,
1995). Auch Uber eine Mitwirkung von Sugl (Rpt6) an der Nukleotid-Exzisions-Reparatur
wurde berichtet (Russell et al., 1999b). Wenige Jahre spéter wurde die Notwendigkeit des
regulatorischen Komplex 19S des Proteasoms nicht nur fur die Elongation in Hefe, sondern
generell fur die RNA-Polymerase ll-abhdngige Transkription in Eukaryoten aufgeklart
(Ferdous et al., 2001; Ferdous et al., 2002). Dies wurde ebenfalls, teilweise indirekt, bei der
SR-abhdangigen Transkription beobachtet. Fiir den AR scheint die Inhibition des Proteasoms
durch MG132 die Freisetzung des AR vom Promotor des Prostata-spezifischen Antigens
(PSA) zu verhindern, und somit die dynamische Zusammenlagerung des AR-
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Transkriptionskomplexes zu beeinflussen (Kang et al., 2002). Auch die PR- und GR-
abhdngige Transkription werden durch die Inhibition des 26S Proteasoms mit MG132
moduliert (Dennis et al., 2005; Kinyamu & Archer, 2007).

Im Falle des GR wird die hormonabhangige Transkriptionsaktivitait am stabil
integrierten MMTV-Promotor durch MG132 deutlich verstarkt. Dieser Effekt wurde nicht mit
dem Einfluss auf die Rezeptor-Stabilitdt, sondern mit der Beteiligung von Sugl (Rpt6)
assoziiert. Die Depletion von Sugl (Rpt6) fordert die hormonabhéngige transkriptionelle
Aktivitat des GR (Kinyamu & Archer, 2007). Ein weiteres Argument hierfir war der fur die
hormonabh&ngige Reduktion der GR-Proteinmenge wirkungslose knock down von Sugl
(Kinyamu & Archer, 2007). Basierend auf diesen Literaturangaben ergibt sich folgende
Hypothese, um den verstérkten inhibitorischen Effekt von BAG-1M_Ubidel auf die GR- und
MR-Aktivitat zu erklaren:

Nach der Behandlung mit Glukokortikoiden wird BAG-1M Hsc70/Hsp70-abhangig
mit dem GR an hormonresponsive Elemente rekrutiert und kontrolliert die DNA-Bindung des
GR (Hong et al., 2008). Durch seine UL-Doméne bindet BAG-1M an die proteasomalen
Untereinheiten und rekrutiert deren transkriptionelle Komponenten. Die Deletion der UL-
Doméne in BAG-1M hatte wahrend der GR-abhdngigen Transkription den Regulations-
verlust der proteasomalen Untereinheiten zur Folge und somit ebenfalls eine starkere GR-
Inhibition. Da die Inhibition des Proteasoms mit MG132 je nach SR, und offenbar auch je
nach Zelltyp, unterschiedliche Auswirkungen hat (Kang et al., 2002; Reid et al., 2003; Fan et
al., 2004; Dennis et al., 2005; Kinyamu & Archer, 2007), wére es denkbar, dass verschiedene
proteasomale Untereinheiten, SR-abhéangig, differenziell auf transkriptionelle Prozesse
wirken. Dies ist im Einklang mit dem Befund, dass BAG-1M_Ubidel in der Lage ist, die GR-
Aktivitdt zu inhibieren, nicht aber die AR-Aktivitat. Transkriptionelle Prozesse missen sehr
dynamisch und kontrolliert ablaufen, damit sich die Zelle schnell und effizient an neue
Gegebenheiten, wie z.B. Stress, anpassen kann. Die dynamische Zusammen- und Umlagerung
transkriptioneller Komplexe wird auch bei SR-abhéngiger Transkription durch zyklischen
Abbau der beteiligten Komponenten reguliert (Kang et al., 2002; Reid et al., 2003). Daher ist
es vorstellbar, dass BAG-1M sowohl die proteolytischen, als auch die Proteolyse-
unabhéngigen Funktionen proteasomaler Untereinheiten wahrend der Transkription SR-
abhangig moduliert. So kénnte der Abbau oder die Interaktion mit verschiedenen Chromatin-
Modulatoren (z.B. HDACs, HATSs), Coaktivatoren oder Corepressoren reguliert werden. Auf
diese Art konnte die transkriptionelle Aktivitdt der SR durch BAG-1M an die jeweiligen
zelluldren Bedirfnisse, adaptiert werden. Der (ber die proteasomalen Untereinheiten
Hsc70/Hsp70-unabhangige Mechanismus wirde die Hsc70/Hsp70-abh&ngigen Prozesse von
BAG-1M komplementieren. Vermutlich tberwiegt in Abh&ngigkeit der vorhandenen Menge
BAG-1M und des vorhandenen Rezeptors die Funktion auf Hsc70/Hsp70 und/oder auf die
proteasomalen Untereinheiten.
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1) Modulation der 2) Proteasomaler
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Abbildung 44: Modell zu Hsc70/Hsp70-abhéngigen und —-unabhéangigen Mechanismen der
Wirkung von BAG-1 auf die Steroidhormonrezeptoren . Fir die Modulation der Faltung (1), den
proteasomalen Abbau (2), wie auch die Inhibition der DNA-Bindung des GR (3), wurde die Hsc70-
Abhangigkeit in verschiedenen Studien gezeigt. Die Modulation transkriptioneller Prozesse (4) durch
BAG-1 ist aber offenbar primar von der UL-Domane und der Bindung an die DNA abhangig. Hsc70
reprasentiert hier beide Isoformen, Hsp70 und Hsc70. (CM: Chromatin-Modulatoren, TM:
Transkriptions-Modulatoren (Coaktivatoren, Corepressoren).
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In Ubereinstimmung mit der bisherigen Literatur demonstrieren die in dieser Arbeit
erhobenen Daten, dass BAG-1M ein Protein ist, das auf verschiedenen Ebenen und auf
unterschiedliche Art und Weise zur Regulation der SR-Signaltransduktion beitragen kann
(Abb. 44). Einerseits beeinflusst es die Proteinfaltung und dient in diesem Zusammenhang
wahrscheinlich der Qualitdtskontrolle, um die Proteinhomdostase aufrecht zu erhalten. Auf
der anderen Seite ist BAG-1M in der Lage, Hsc70/Hsp70 abhangig (Niyaz et al., 2003), und
moglicherweise auch Chaperon-unabhéngig, die transkriptionelle Aktivitat induzierbarer
Transkriptionsfaktoren wie GR, MR, AR und PR, durch die Interaktion mit proteasomalen
Untereinheiten zu modulieren. Die Relevanz der UL-Doméne von BAG-1M fiir die
Koordination unterschiedlicher Aktionsmodi, um diese kontrolliert und reguliert an zellulére
Bedirfnisse anzupassen, wurde in dieser Arbeit unterstitzt. Dariliber hinaus koénnte eine
potentiell Hsc70/Hsp70-unabhangige Regulation der Transkription, vermittelt durch die UL-
Doméne von BAG-1, eine Erklarung fir die unterschiedlichen Effekte der BAG-1 Isoformen
auf verschiedene SR sein (Cutress et al., 2003; Froesch et al., 1998; Guzey et al., 2000;
Kullmann et al., 1998; Schmidt et al., 2003; Schneikert et al., 1999; Shatkina et al., 2003).
Um Kilarheit bezlglich der Relevanz proteasomaler Untereinheiten bei der transkriptionellen
Regulation verschiedener SR zu erlangen, sind weiterfiihrende Experimente notwendig. Zum
einen muss geklart werden, ob und gegebenenfalls welche proteasomale Untereinheiten mit
BAG-1M und anderen BAG-1-Isoformen an Promotoren assoziiert sind. Zum anderen sollte
untersucht werden, ob die Deletion der ULD einen Einfluss auf diese Assoziationen hat. In
diesem Zusammenhang konnte eine Mutante von BAG-1M, die weder mit Hsc70/Hsp70 noch
mit dem Proteasom interagiert, Aufschluss Uber die Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit einer
mdoglichen ULD-abhéngigen transkriptionellen Regulation geben. Abhéngig von diesen
Befunden waére es interessant zu erfahren, inwieweit sich die Komposition transkriptioneller
Komponenten der verschiedenen SR in Anwesenheit von BAG-1-1soformen verandern.

143



Diskussion

5.1.3 Der mechanistische Unterschied zwischen BAG-1M und HspBP1 in der
Regulation der Steroidhormonrezeptor-Funktion

Die meisten Funktionen von BAG-1 sind Hsc70/Hsp70-abhéngig (Townsend et al.,
2005) und wahrscheinlich in der Modulation der Chaperon-Aktivitat begriindet (Hohfeld &
Jentsch, 1997; Takayama et al., 1997; Zeiner et al., 1997). Im Gegensatz zu BAG-1 ist Uber
das Hsp70-bindende Protein 1 (HspBP1) weit weniger bekannt. Erst kurzlich wurde in einer
Studie festgestellt, dass HspBP1 als alternativer NEF flr Hsp70 dient und, als funktionelles
Homolog zu BAG-1M, unterschiedlich auf die Struktur der ATPase-Doméne von Hsp70
wirkt (Shomura et al., 2005).

In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von HspBP1
und BAG-1M auf die SR-Signaltransduktion verglichen. Neben funktionellen Analysen, die
SR-Aktivitat betreffend, boten Interaktionsstudien mit faltungsrelevanten Cofaktoren die
Madglichkeit, gegebenenfalls Unterschiede in der Regulation von Hsc70/Hsp70 zu entdecken.
Aus diesem Grund wurden zusétzlich zu BAG-1M und HspBP1 Mutanten untersucht, die
nicht mehr an Hsc70/Hsp70 binden und dessen Chaperon-Aktivitat beeinflussen (BAG-
1M_mut und HspBP1_mut). Die daraus resultierenden Ergebnisse lielen bereits auf einen
Teilaspekt des zugrundeliegenden Mechanismus der Hsc70/Hsp70-abhangigen Modulation
der SR-Signaltransduktion durch BAG-1M und HspBP1 schliel3en.

Als Modelle wurden der GR, AR und MR verwendet. Alle drei Rezeptoren werden
Hsc70/Hsp70-abhéngig gefaltet, um ihre funktionelle dreidimensionale Struktur zu erlangen.
Besonders aufgrund der unterschiedlichen Wirkung von BAG-1M auf die Funktion des GR
(Inhibition), AR (kein Einfluss) und MR (kein Einfluss bekannt) boten sie ein gutes
Vergleichsmodell fir die Aufklarung mechanistischer Unterschiede von HspBP1 und BAG-
1M.

a) BAG-1M stimuliert die Transaktivierung des GR und AR bei geringer Uberexpression

Bisher war bekannt, dass eine Uberexpression von BAG-1M die GR-abhingige
Transkription inhibiert (Kullmann et al., 1998; Schneikert et al., 1999; Schmidt et al., 2003)
und keinen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat des AR besitzt (Froesch et al., 1998;
Shatkina et al., 2003).

In unserem System flihrte die Uberexpression von BAG-1M mit steigenden Mengen
Plasmid-DNA wie erwartet zu einer Reduktion der GR-Aktivitat. Uberraschenderweise
scheint BAG-1M bei geringeren Plasmidmengen zu einer Verstarkung der GR-abhangigen
Transkription zu fuhren. Gleiches galt fir BAG-1M_Ubidel. Der inhibitorische Einfluss von
BAG-1M ist von der Interaktion mit Hsc70/Hsp70 abhéngig. Die Hsc70/Hsp70-Abhangigkeit
der GR-Stimulierung ist nicht im selben AusmaR erkennbar wie im Falle der GR-Inhibition.
Am starksten war der inhibitorische Effekt bei subsaturierenden Hormonkonzentrationen (10
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nM). Mit steigenden Kortisolkonzentrationen nahm der inhibitorische Einfluss von BAG-1M
ab.

Interessanterweise forderte BAG-1M, in geringem Male Uberexprimiert, die AR-
Transaktivierung. Entgegen bisherigen Literaturangaben scheint BAG-1M ebenso wie BAG-
1L, die transkriptionelle Aktivitat des AR zu stimulieren. Ebenso wie fur BAG-1L ist die
Interaktion von BAG-1M mit Hsc70/Hsp70 notwendig fur diese Funktion.

Ein Grund fur diese beobachtete Aktivitatssteigerung durch BAG-1M koénnte in der
verwendeten Menge Plasmid-DNA und daher in der exprimierten Menge BAG-1M liegen.
Mit steigenden Mengen BAG-1M-Plasmid nahm die AR-Stimulierung ab und erreichte das
Kontrollniveau. Auch mit der héchsten Plasmidmenge hatte BAG-1M wie erwartet keinen
inhibitorischen Einfluss auf die AR-Aktivitdt. Offenbar wirkte BAG-1M konzentrations-
abhangig auf die GR- und AR-Aktivitat. Da BAG-1M_Ubidel denselben Effekt hatte (vgl.
4.2.5), BAG-1M_mut hingegen nicht, scheint diese Funktion von BAG-1M in erster Linie
Hsc70/Hsp70-abhéngig zu sein. Diese Beobachtung steht im Einklang mit Literaturangaben,
denen zufolge das Verhaltnis von BAG-1M zu Hsc70/Hsp70 fur die Wirkung von BAG-1M
entscheidend ist (Kanelakis et al., 1999; Tzankov et al., 2008).

Eine andere mogliche Erklarung konnte in der intrazelluldren Lokalisation von BAG-
1M liegen. In einer Studie, die den positiven Einfluss der verschiedenen BAG-1-Isoformen
auf die AR-Aktivitat verglich, war nur das nukleér lokalisierte BAG-1L in der Lage, die AR-
abhangige Transkription zu steigern (Knee et al., 2001). BAG-1M, primér im Zytosol
lokalisiert, forderte die Transaktivierung des AR nicht. In derselben Studie flhrte aber die
erzwungene nukledre Lokalisation von BAG-1M zu einer verstarkten AR-AKktivitat.
Lokalisationsstudien der BAG-1-Isoformen in unserem Zellsystem ergaben eine gleichmaRige
Verteilung zwischen Zytoplasma und Zellkern fir BAG-1M (Schmidt et al., in VVorbereitung).
Die Stimulierung des AR koénnte somit durch die vergleichsweise grofiere Kern-Fraktion von
BAG-1M in unserem System bewirkt werden.

b) BAG-1M inhibiert die MR-AKktivitét

Der MR wurde zusétzlich in die Untersuchung mit einbezogen, da bisher kein Einfluss
von BAG-1M festgestellt wurde (Schneikert et al., 1999). Nach bisheriger Literaturlage
unterscheidet BAG-1M zwischen MR und GR (Crocoll et al., 2000). Diese Tatsache wirde
wiederum fur die Relevanz von BAG-1M im Hinblick auf die MR/GR-Balance und somit fir
die Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen sprechen.

In unserem System erfolgte auf die zunehmende Uberexpression von BAG-1M
Uberraschenderweise eine Inhibition der MR-Aktivitat. Mit steigenden Mengen BAG-1M-
Plasmid-DNA wurde die Rezeptor-Aktivitdt des MR deutlich reduziert. BAG-1M_mut hatte
mit denselben Plasmidmengen keinen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitdt des MR.
Eine Verstarkung der MR-abhéngigen Transkription wurde nicht beobachtet. Ahnlich wie im
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Falle des GR hatte BAG-1M den starksten inhibitorische Effekt bei subsaturierenden
Hormonkonzentrationen (0,03 nM Fludro). In Anbetracht dieser Ergebnisse stellte sich die
Frage, warum der negative Einfluss von BAG-1M auf die MR-Funktion bisher nicht
beobachtet wurde. Eine mogliche Erklarung kénnte im verwendeten Hormon selbst oder in
der verwendeten Hormonkonzentration liegen. Der deutlichste Effekt von BAG-1M auf den
MR wurde mit sehr geringen Flutrokortisonkonzentrationen beobachtet. Laut
Literaturangaben wurde der Einfluss von BAG-1M auf die MR-Aktivitat in Anwesenheit von
100 nM Aldosteron untersucht (Schneikert et al., 1999). Mit einer Aldosteron-Konzentration
von 100 nM ist die Sattigung des MR jedoch langst erreicht (Daten nicht gezeigt).

c) HspBP1 inhibiert die Aktivitdt des GR, MR und AR in Abh&ngigkeit von Hsc70/Hsp70

In den funktionellen Analysen reduzierte HspBP1 anders als BAG-1M,
konzentrationsabhangig die transkriptionelle Aktivitat der drei untersuchten Rezeptoren, GR,
MR und AR. HspBP1_mut hingegen wies keine, bis schwach inhibitorische Effekte auf die
Rezeptor-Aktivitdaten auf. Letzteres liegt vermutlich an der Restbindung von Hsc70/Hsp70.
Anders als BAG-1M_mut bindet HspBP1_mut noch geringe Mengen Hsc70/Hsp70 und wirkt
daher wahrscheinlich noch als NEF. Trotzdem wurde die Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit des
inhibitorischen Einflusses von HspBP1 deutlich.

Ahnlich wie unter dem Einfluss von BAG-1M nimmt die inhibitorische Wirkung von
HspBP1 auf die transkriptionelle Aktivitat mit steigenden Hormonkonzentrationen ab. Anders
ausgedriickt, damit die Rezeptoren in Anwesenheit von BAG-1M und HspBP1 die gleiche
Aktivitdt wie in Gegenwart von HspBP1_mut oder BAG-1M_mut erreichen, sind hohere
Hormonkonzentrationen notig. Dies kdnnte bedeuten, dass HspBP1 und BAG-1M, neben den
oben genannten Effekten, die Hormonbindungsaffinitdt der entsprechenden Rezeptoren
herabsetzen.
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d) Modellvorschlag zur Funktionsweise von BAG-1M und HspBPl: zwei Wege der
Modulation der Substratbindung von Hsc70

Ein Weg, um die Ligandenbindungsaffinitat von SR zu beeinflussen, fuhrt Gber den
zytosolischen Faltungszyklus. Am Beispiel der Hsc70/Hsp70-Hsp90-abhdngigen Faltung von
SR lassen sich auch unterschiedliche Einflusse verschiedener Cofaktoren auf die
entsprechenden Chaperone untersuchen. In Interaktionsexperimenten wurde Uberpruft, ob es
Unterschiede im Interaktionsprofil zwischen BAG-1M und HspBP1 mit den Rezeptoren (GR,
MR und AR) selbst oder faltungssrelevanten Cofaktoren gibt.

Es stellte sich heraus, dass GR, MR und AR, Hsc70/Hsp70-abhéngig schwacher an
HspBP1 gebunden haben als an BAG-1M. Dies deutet darauf hin, dass HspBP1l einen
negativen Einfluss auf die Substratbindung von Hsc70/Hsp70 besitzt. Unterstutzt wurde diese
Hypothese dadurch, dass in Gegenwart von HspBP1, im Gegensatz zu BAG-1M, kein Hsp40
préazipitiert wurde. Da Hsp40 zu frihen Zeitpunkten der Rezeptor-Faltung auftritt, kdnnte dies
ein Hinweis darauf sein, dass HspBP1 und BAG-1M die Chaperon-Aktivitit von
Hsc70/Hsp70 zu unterschiedlichen Zeiten im Verlauf der Rezeptor-Faltung beeinflussen.

Basierend auf den hier erlauterten Resultaten und den vorhandenen Literaturangaben

wurde das in Abbildung 45 dargestellte Modell fir den Wirkmechanismus von HspBP1 auf
die Chaperon-Aktivitat von Hsc70/Hsp70 in der SR-Faltung entwickelt.
Die Hypothese dieses Modells fur den inhibitorischen Mechanismus von HspBP1 ist die
Konkurrenz zwischen HspBP1 und Hsp40 um die Bindung an Hsc70. Diese Hypothese wird
weiter durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Hsp40 alleine nicht in der Lage ist, den
Komplex HspBP1-Hsp70 zu dissoziieren, sondern daflir die Kooperation eines weiteren
Cofaktors nétig ist (Oh & Song, 2003).

Dieses Modell wiirde ein ,,allgemeines” Wirk-Prinzip von HspBP1 auf die Chaperon-

Aktivitdt von Hsc70/Hsp70 zulassen. Als Folge davon werden die SR-Faltung und
letztendlich auch die SR-Funktion beeintrachtigt. Es ist anzunehmen, dass nicht vollstandig
gefaltete Substrate entweder abgebaut werden, oder erneut in den Faltungszyklus eintreten.
Dieses Modell bietet auch eine Erklarung fir die in den Reportergen-Experimenten
beobachtete Reduktion der Hormonbindungsaffinitdt des GR, MR und AR in Anwesenheit
von HspBP1.
Der Einfluss von BAG-1M auf die Hormonbindungsaffinitat des GR wurde in dieser Arbeit
mit dem von HspBP1 verglichen. Zusétzlich wurde die kinetische Komponente der
Hsc70/Hsp70-Aktivitat, die sich aus diesem Modell (Abb. 45) ergibt, am Beispiel der
Hormonbindung des GR untersucht. Beide NEF mussten theoretisch einen ahnlichen Einfluss
auf die zeitliche Abfolge des Faltungszyklus haben. Nimmt man jedoch an, dass bei der
Uberexpression von HspBP1 jedes Hsc70-Molekiil von HspBP1 ,,abgebunden‘ wird, wiirde
die Hsp40-Bindung und die damit verbundene geforderte ATP-Hydrolyse von Hsc70
langerfristig gehemmt werden. Folglich wirde die Substratbindung (Rezeptor-Bindung) tber
einen langeren Zeitraum beeintréchtigt werden.
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Abbildung 45: HspBP1 und BAG-1M inhibieren Hsc70/Hsp70 in unterschiedlichen Stadien in
seiner Funktion als Chaperon der SR-Faltung. (a) Wahrend der Translation am Ribosom wird das
Substrat (GR) zuerst von Hsp40 gebunden und anschielend an Hsc70 tbergeben (Laufen et al.,
1999; Hernandez et al., 2002). Zeitgleich zur Ubergabe des Substrats (GR) an Hsc70 fordert Hsp40
die ATP-Hydrolyse durch Hsc70, die eine starke Bindung des Klienten (GR) bewirkt (Russell et al.,
1999a). (b1) Hip tritt in den Zyklus ein und stabilisiert den Hsc70-Substrat-Komplex (Hohfeld et al.,
1995). (c1) BAG-1M konkurriert mit Hip um die Bindung an Hsc70 (Gebauer et al., 1997). Zusatzlich
entkoppelt BAG-1M die ATP-Hydrolyse durch Hsc70. Dies fiihrt zur Freisetzung des unvollstandig
gefalteten Substrats, welches mit Hsc70 und BAG-1M einen Komplex bildet (Bimston et al., 1998).
(b2, b3) HspBP1 besitzt eine deutlich héhere Affinitat fur Hsc70 als Hsp40 (Oh & Song, 2003) und
konnte die Bindung von Hsp40 an Hsc70 dissoziieren oder ganz verhindern. Eine Uberexpression von
HspBP1 wirde die Hsp40-abhangige ATP-Hydrolyse durch Hsc70/Hsp70 und somit die
Substratbindung verhindern. Dies kdnnte entweder nach der Ablosung vom Ribosom (b2) oder am
Ribosom selbst (Dragovic et al., 2006b) (b3) geschehen. Eine Auswirkung wéare die beobachtete
reduzierte Bindung des GR, MR und AR an Hsc70-HspBP1 (c2), verglichen mit Hsc70-BAG-1M (c1).
Dartber hinaus stimuliert HspBP1 ahnlich wie BAG-1 die Freisetzung nicht-nativer Substrate von
Hsp70 (Shomura et al., 2005). Hsc70 ist stellvertretend fir Hsc70 und Hsp70 abgebildet.

Dies konnte sich auch differenziell auf den zeitlichen Ablauf der GR-Faltung in
Anwesenheit von BAG-1M oder HspBP1 auswirken.

Es stellte sich heraus, dass die Coexpression von BAG-1M und GR in Abwesenheit
von Hormon zu einer stark reduzierten GR-Expression flhrt. Wie bereits erwahnt (vgl. 5.1.2)
ist dieser Effekt sehr wahrscheinlich auf den BAG-1-induzierten Abbau des GR (Demand et
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al., 2001) zurickzufihren. Unter diesen Umstanden konnte weder der Einfluss von BAG-1M
auf die Ligandenbindungsaffinitat des GR noch auf die Kinetik der GR-Faltung eindeutig
ermittelt werden. Da in diesen Experimenten mit dem Zellextrakt unbehandelter Zellen
gearbeitet wurde, ist anzunehmen, dass der GR in Gegenwart von BAG-1M durch Hormon
stabilisiert wird, oder, dass BAG-1M den Liganden-gebundenen GR vor dem Abbau schtzt.
Diese Annahme wird durch die Expressionsanalysen der funktionellen Experimente
unterstitzt. Nach Hormonbehandlung zeigte BAG-1M keinen Einfluss auf das
Expressionsniveau des GR.

Der Einfluss von FKBP51, das aufgrund seines bekannten inhibitorischen Effekts auf
den GR in diese Untersuchung mit eingeschlossen wurde, auf die Hormonbindungsaffinitét
konnte bestdtigt werden. Am deutlichsten war der Effekt in den Messungen der
Bindungskinetik zu beobachten. HspBP1 hatte keinen nennenswerten Einfluss auf die
Hormonbindungsaffinitit des  GR,  verzogerte aber die  Einstellung  des
Bindungsgleichgewichtes. Somit scheint HspBP1 die Kkinetischen Eigenschaften der
Hormonbindungsreaktion zu modulieren.

Im Fluoreszenz-Polarisationsexperiment war ein Vergleich von HspBP1 und BAG-1M
nicht moglich, da gleiche GR-Mengen nicht gewéhrleistet werden konnten. Besonders die
Kinetik der Hormonbindung ist in diesen Versuchen sehr empfindlich gegeniiber variablen
Rezeptormengen. Kleinste Unterschiede kénnen zu einer Verféalschung der Ergebnisse fiihren.
Um detaillierte Einblicke in die zeitliche Regulation von HspBP1 und BAG-1M auf die
Hsc70/Hsp70-Aktivitdt zu gewinnen, empfiehlt sich die Wiederholung dieser Experimente
mit gereinigten Proteinen. Nicht nur der Einfluss von HspBP1 und BAG-1M kann
konzentrationsabhdngig bestimmt werden, sondern es kdnnen auch konkrete Angaben Uber
die effektivsten Konzentrationen gemacht werden. Da die Reinigung von SR als
Volllangenprotein schwierig ist, und sich diese gereinigten Proteine teilweise anders verhalten
als im Zellextrakt beobachtet (Dr. Christian Kozany, personliche Kommunikation), ist in
diesem Falle eine Uberexpression im Zellextrakt vorzuziehen.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass BAG-1M und
HspBP1 auf unterschiedliche Weise die Hsc70/Hsp70-Aktivitat beeinflussen und folglich
auch die SR-Funktion. Im Gegensatz zu BAG-1M, das zusammen mit den anderen BAG-1-
Isoformen auf verschiedenen Ebenen die Signaltransduktion von SR moduliert, scheint
HspBP1 nach einem ,allgemeinen* Prinzip, das moglicherweise auf alle SR zutrifft, zu
agieren. Da die richtige Faltung essentiell fiir die SR-Funktion ist, hat ein inhibitorischer
Einfluss auf den Faltungszyklus, gleich zu welchem Zeitpunkt, drastische Folgen fiir die SR-
Signaltransduktion.

Ob HspBP1 auch physiologisch eine Rolle fir die SR-Signaltransduktion spielt, bedarf
weiterer eingehender Studien. Bisher konnten die endogenen HspBP1-Spiegel in unserem
Zellsystem aufgrund der schlechten Antikorperqualitit nicht detektiert werden. Es ist nicht
bekannt, ob Stress zu einer Uberexpression von HspBP1, in z.B. neuronalen Zellen fiihrt. Das
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Gleiche gilt fir BAG-1. Bisher gibt es keine Studien, inwieweit BAG-1 in Hirngewebe durch
Glukokortikoide reguliert wird.

5.1.4 Alles eine Frage der Zeit?

Im Zusammenhang mit kinetischen Messungen wird manchmal die Frage nach der
biologischen Relevanz gestellt. Da adaptive Prozesse zu den wichtigsten Uberlebensstrategien
von Zellen und Organismen gehdren, ist eine ausgeprégte Feinmodulation nétig. Es ist
essentiell, sich schnell und kontrolliert an veranderte Umweltbedingungen anzupassen. Aus
diesem Grund ist es nicht nur wichtig, dass kompensatorische Prozesse ablaufen, sondern
auch, wann dies geschieht. So wurde z. B. mittels Microarray Analysen der RNA-Expression
festgestellt, dass die GR-abhéngige Transkription durch Dexamethason, einen selektiven GR-
Agonist, zeitabhéngig unterschiedliche Verldufe aufweist. So stiegen die RNA-Spiegel
mancher Gene sehr rasch nach der GR-Aktivierung, andere wiederum zeigten einen
kontinuierlichen Anstieg Uber die Zeit (John et al., 2009).

Malgeblich fiir die Wirkung des GR als Transkriptionsfaktor ist auch sein Transport
in den Zellkern. Laut Literatur ist die Mobilitat des nukledren Transportes von den Liganden
und der Ligandenaffinitat abhangig (Schaaf & Cidlowski, 2003). Dieser Studie zufolge
beeinflusst die Affinitat flr verschiedene Liganden das Translokationsverhalten des
Rezeptors, indem sie eine Konformationsanderung im Rezeptor verursacht. Daher kénnen
Cofaktoren auch durch eine Verénderung der Hormonbindungsaffinitdt des Rezeptors die
Translokationsrate des Rezeptors beeinflussen. Durch die ligandeninduzierten Konfor-
mationsanderungen andert sich wahrscheinlich das Interaktionsprofil des Rezeptors fur
verschiedene Cofaktoren. Die so modulierte Interaktion mit transportrelevanten Proteinen wie
z.B. Dynein hatte wiederum Einfluss auf die Translokationsrate. Ahnliches konnte bereits fiir
den MR gezeigt werden (Gallo et al., 2007). Diese Faktoren modulieren den nukleéren
Transport, und somit auch die Zeitspanne bis ausreichend GR in den Zellkern gelangt, um die
Transkription entsprechender Gene zu aktivieren.

Die Signaltransduktion des GR wird nicht nur durch die Kinetik des Kerntransportes,
sondern auch durch die zeitliche Dynamik regulatorischer Prozesse im Kern beeinflusst.
Neben dem Ligand induziert die DNA-Sequenz selbst strukturelle Veranderungen im GR.
Bereits der Unterschied von einem Nukleotid kann zu einer Wandlung der Struktur wie auch
der regulatorischen Aktivitat fihren (Meijsing et al., 2009). Lange Zeit glaubte man, der GR
bliebe dauerhaft an die DNA gebunden, solange sich Hormon in der Zelle befindet (Becker et
al., 1984). Inzwischen ist bekannt, dass die Interaktion des GR mit seinen Zielsequenzen ein
sehr dynamischer Prozess ist (McNally et al., 2000). Der kontinuierliche Wechsel zwischen
DNA-gebundenem und nicht gebundenem Rezeptor ermdglicht der Zelle eine schnelle
Anpassung der GR-Aktivitat. Ist der Rezeptor nicht an die DNA gebunden, ist er vermutlich
leichter zugénglich fir regulatorische Modifikationen. So wird die transkriptionelle Aktivitat
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je nach Bedarf durch z.B. Phosphorylierung des GR oder anderer transkriptioneller
Komponenten moduliert, da das Interaktionsspektrum fur bestimmte Cofaktoren veréndert
wird. Die Dissoziation des GR wird unter anderem von Chaperonen und Cochaperonen
reguliert (Freeman & Yamamoto, 2002; Hong et al., 2008). Auch am regulierten Abbau von
Transkriptionskomponenten, der essentiell fur eine kontinuierliche transkriptionelle
Modulation ist, sind Chaperone und das Proteasom beteiligt. Wird ein Faktor im falschen
zeitlich-raumlichen Kontext exprimiert, zieht dies Konsequenzen fir den transkriptionellen
Ablauf nach sich. All diese Prozesse fur die Aufrechterhaltung der zellularen Homdoostase
oder ihrer Wiederherstellung nach Stress sind einer fein abgestimmten zeitlichen Reihenfolge
unterworfen. Verzogerungen wahrend der Faltung, dem Transport, der DNA-Bindung oder
Dissoziation etc., konnen die Prézision dieses zelluldren ,,Uhrwerks® empfindlich stéren und
weitreichende Folgen haben. In diesem Sinne konnen kinetische Messungen Chaperon-
abhéangiger Prozesse Einblicke Uber die temporére Regulation bestimmter Abschnitte der
Signaltransduktion von SR geben.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit demonstriert, dass zwischen HspBP1 und
BAG-1M ein mechanistischer Unterschied in ihrer Wirkung auf SR besteht. Basierend auf
ihrem differenziellen Einfluss auf Hsc70/Hsp70, wirken HspBP1 und BAG-1M é&hnlich, aber
teils auch gegensétzlich auf die Aktivitat von SR. Anders als BAG-1M scheint HspBP1 dies
ausschlieBlich Uber Hsc70/Hsp70 zu bewirken. Davon ist auch die zeitliche Abfolge
Hsc70/Hsp70-koordinierter Prozesse betroffen. Im Gegensatz dazu moduliert BAG-1M,
aufgrund seines Dbreiteren Interaktionsspektrums (Hsc70/Hsp70, Rpt6 etc.), die
Signaltransduktion von SR auf verschiedenen Ebenen. In jedem Fall besitzt HspBP1, ebenso
wie BAG-1M, das Potenzial, den in depressiven Patienten beobachteten Hyperkortisolismus
zu verursachen und zu fordern.
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5.2 Modulation der Steroidhormonrezeptor-Aktivitat durch gezielte
Modifikationen der MR-LBD

Der letzte Abschnitt dieser Arbeit befasste sich mit der Modulation der SR-Aktivitat
durch Mutationen in der Ligandenbindungsdoméne (LBD) des SR selbst. Durch gezielte
Substitution der gesamten LBD oder einzelner Aminosauren wurde die Glukokortikoid-
Affinitat des mMR an die des mGR angeglichen. Die auf diese Weise generierten mMR-
Mutanten waren die Vorarbeit fur die Herstellung eines transgenen Tiermodells. Dieses
Tiermodell dient der Uberpriifung der Hypothese, dass das Gleichgewicht zwischen MR und
GR ausschlaggebend fur die Aufrechterhaltung der basalen Selbstregulation und den Umgang
mit Stress ist. Unter stressfreien Bedingungen ist aufgrund seiner hohen Glukokortikoid-
Affinitat der MR aktiv. Durch erhdhte Kortisolspiegel unter Stress ist es primér der GR,
dessen Aktivitét fur adaptive Prozesse mitverantwortlich ist. Es hat sich jedoch gezeigt, dass
chronischer ~ Stress, und damit verbunden chronisch erhéhte Kortisolspiegel,
pathophysiologische Auswirkungen haben, und auch mit der Entwicklung depressiver
Stérungen assoziiert sind (Holsboer, 2000; Young, 2006). Unter diesen hyperkortisolaren
Bedingungen ist das Gleichgewicht in Richtung GR-Aktivitat verschoben. Im angestrebten
Tiermodell soll die ektopische Expression der hier klonierten mMR-Mutanten dazu fuhren,
dass unter Stress ein MR aktiviert wird, der die Balance zwischen MR- und GR-Aktivitét
wiederherstellt.

5.2.1 Veranderung der Hormonbindungsaffinitdt des mMR durch Substitution und
Mutationen der LBD

Fur die Herstellung eines mMR mit der Kortikosteron-Affinitat des mGR wurden zwei
unterschiedliche Strategien angewandt. Basierend auf strukturellen Unterschieden zwischen
den LBDs von GR und MR wurde eine MR-GR-Chiméare (mCH) kloniert, deren mMR-LBD
durch die mGR-LBD ersetzt wurde. In Anlehnung an die bereits existierenden
Kristallstrukturen des hGR (Bledsoe et al., 2002; pdb: 1M2Z) und hMR (Bledsoe et al., 2005;
pdb: 2AA2) wurden verschiedene MR-Mutanten hergestellt, die Mutationen in der mMR-
LBD tragen. Diese Mutationen sollten einerseits zu einer lokalen Korrektur der
Hormonbindungstasche fuhren, andererseits zur Verschiebung der bindungsrelevanten Helix
7 im MR. Auf diese Weise wurde angestrebt, die Position von Helix 7 im mMR strukturell an
die der homologen Helix 5 im hGR anzupassen.

Die Mutation S811G sollte die Re-Positionierung der Helix7 in der mMR-LBD
bewirken, um sie an die Struktur der hGR-LBD anzugleichen.

Die lokale Korrektur erfolgte durch den Austausch von Q772E und M848l. Diese
Mutationen sollten die Bindung von Mineralokortikoiden, den bevorzugten Liganden des
mMR, schwdachen (Q772E) und Raum schaffen, fir die Re-Positionierung (M848I) von H7.
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Im funktionellen Vergleich besal sowohl die MR-GR-Chimare (mCH) als auch eine
MR-Mutante, die beide Mutationen (S811G/M848l, mGl) trégt, eine mGR-dhnliche
Responsivitat auf Kortikosteron (Tab. 9). Allerdings variierten die Konzentrationen, die zu
einer Aktivitat von 50% fihrten, zelltypabhéngig. Beide MR-Mutanten respondierten bei
deutlich hoéheren Konzentrationen als der Wildtyp mMR, jedoch teilweise bei etwas
niedrigeren Kortikosteronkonzentrationen als der Wildtyp mGR.

Tabelle 9: Kortikosteronresponsivitat im Vergleich

Rezeptor mMR mGR mCH mGl
Zelllinie SK N2A SK N2A SK N2A SK N2A

Kort. [nM] | basal basal 3-10 3-10 10-20 1-3 1-3 0,1-1

Kortikosteronkonzentration (Kort) in nM, bei der mMR, MGR, mCH und mGI 50% ihrer Aktivitéat
erreichten. Die Abkirzungen SK und N2A bezeichnen die verwendeten Zelllinien SK-N-MC und
Neuro-2A.

In den Zelllinien SK-N-MC und N2a erreichte der mMR bereits unter basalen
Bedingungen 50% seiner maximalen Aktivitat. Dies ist sehr wahrscheinlich auf einen bisher
unbekannten Liganden in dem fur die Medien-Herstellung verwendeten steroidfreien FBS
zurlckzufihren.

In einer Masterarbeit wurden beide MR-Mutanten noch genauer bezlglich ihrer
Responsivitat auf Kortikosteron, Aldosteron und Dexamethason, wie auch ihrer
Bindungsaffinitat fir Kortikosteron, charakterisiert und mit den Wildtyp-Rezeptoren
verglichen (Weidinger, 2009).

Beide Mutanten erreichten mit deutlich hoheren Kortikosteronkonzentrationen als der
Wildtyp MR 50% ihrer maximalen Aktivitat. In der Hormonbindungsstudie wurde fur den
mMR eine Kp von 1,44 nM und fir den mGR eine Kp von 11,54 nM bestimmt. Der
Unterschied zwischen der Ligandenaffinitiat des GR und MR stimmt mit Literaturangaben zu
den murinen Rezeptoren Uberein (Rozeboom et al., 2007). Mit einer berechneten Kp von
10,93 besall die MR-GR-Chimaére eine vergleichbare Kortikosteron-Affinitat wie der mGR.
Die Kp der MR-Punktmutante lag mit 3,09 nM ndher am MR als die Responsivitat in
Reportergen-Experimenten vermuten liel3. Dasselbe galt auch fir die berechnete Kp des MR.
Basierend auf den funktionellen Analysen hétte man eine deutlich geringere Kp (< 1 nM) fiir
den mMR erwartet. Da die Ligandenaffinitat das Translokationsverhalten von SR beeinflusst
(Schaaf & Cidlowski, 2003), und dadurch ihre transkriptionelle Aktivitat, ware dies eine
denkbare Erklarung, fur den Widerspruch in der Responsivitat und der gemessenen Kp der
mMR_GI-Mutante. Die mutierten Reste und die damit einhergehende strukturelle Anderung
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der mMMR-LBD kdnnten sich auf die nukledre Translokation auswirken. Allerdings ist nicht
sicher, dass sich eine Variation in der Transportrate des Rezeptors Uber den experimentellen
Zeitraum bemerkbar macht. Der Widerspruch beziglich der beobachten Responsivitit und der
gemessenen Kp des mMR-Wildtyps kann vermutlich auf den Unterschied in der
experimentellen Methode, lebende Zellen versus Zellextrakt zuriickgefiihrt werden.
Intrazelluldr wird die Rezeptor-Aktivitat von verschiedenen Cofaktoren und auch der DNA
selbst reguliert (Meijsing et al.,, 2009). Im in vitro-System ist es schwierig, die
Versuchsbedingungen vollstéandig an alle zellularen Parameter anzupassen.

Wie sich beide mMR-Mutanten im Tiermodell verhalten, muss noch untersucht
werden. Bei diesem Tiermodell handelt es sich um eine ektopische Uberexpression der Flag-
MR-Mutanten, die durch den Promotor der Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase Il
(CaM kinase Il) angetrieben wird. Dies flhrt zu einer postnatalen Expression der MR-
Mutanten im Vorderhirn (Neocortex, Striatum, Hippocampus und Amygdala) (Minichiello et
al., 1999). Fir beide MR-Mutanten wurden Wildtyp-Mé&use verwendet, die endogenen mGR
und mMR exprimieren. Dieses Tiermodell wurde mit der Absicht Kkreiert, unter basalen
Bedingungen sowohl im Verhalten als auch auf genregulatorischer Ebene das Wildtyp-Niveau
zu erhalten, und erst unter Stress das Signal auf einen modifizierten mMR umzuleiten. Die
erwartete Konsequenz ist eine Wiederherstellung der MR-GR-Balance unter Stress.

5.2.2 Ein neuer Ansatz zur Uberpriifung der Relevanz der MR/GR-Balance fiir die
Stressbewaltigung

Lange galt als traditionelles Konzept fir die Atiologie depressiver Erkrankungen die
Monoaminhypothese. Wahrend der letzen Jahre jedoch wurde es offensichtlich, dass neben
einer Monoamindefizienz und einem Ungleichgewicht anderer Neurotransmittersysteme
weitere Faktoren fur die Verdnderung in der Neuroplastizitat und neuronalen Architektur eine
Rolle spielen. Eine Beobachtung aus Klinik und Préklinik diesbeziglich ist die signifikante
Reduktion des Hippocampusvolumen bei depressiven Patienten. Die moglichen Ursachen fur
dieses Phanomen werden kontrovers diskutiert, da haufig unterschiedliche Beobachtungen in
Tiermodellen und bei der Untersuchung depressiver Patienten (u. a. post mortem) gemacht
werden (Czeh & Lucassen, 2007).

Viele dieser Veranderungen der neuronalen Architektur wurden nach chronischem
Stress oder nach Belastung mit Glukokortikoiden, wie auch bei einer Hyperaktivitat der HPA-
Achse bei manchen depressiven Erkrankungen, festgestellt (Woolley et al., 1990; Bowley et
al., 2002). Teilweise konnten sie durch die Behandlung mit Antidepressiva oder
Glukokortikoid-Antagonisten korrigiert werden (Malberg & Schechter, 2005; Oomen et al.,
2007).

Die Relevanz des MR fir die Regulation der Kortikosteron-Ausschittung oder die
Uberlebensrate von Neuronen (Macleod et al., 2003; Mitra et al., 2009), wie auch der damit
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verbundene Einfluss auf Verhaltensparameter, wurde mehrfach beschrieben. So fihrt die
Uberexpression des mMR im Vorderhirn zu einer Reduktion eines Angst-ahnlichen
Verhaltens, sowie zu einer veranderte Stressantwort (Rozeboom et al., 2007). In Ratten flhrt
die MR-Uberexpression unter basalen Bedingungen oder Stress zu verminderter Angst (Mitra
et al., 2009). In Méusen, in denen das fir MR kodiernde Gen inaktiviert wurde, erwies sich
die MR-Funktion wichtig fir die Kontrolle der emotionalen Erregbarkeit und fur das adaptive
Verhalten auf Angst (Brinks et al., 2009). In all diesen Tiermodellen ist das Gleichgewicht
zwischen MR und GR schon unter basalen Bedingungen in Richtung der MR- oder GR-
Funktionen verschoben.

Hier bietet das angestrebte Tiermodel einen stressrelevanteren Ansatz fir die
Untersuchung zur Bedeutung der MR/GR-Balance. Im Gegensatz zu den bisherigen
Tiermodellen wird die MR-Manipulation erst bei erhohten Kortikosteronspiegeln relevant,
also genau in den Situationen (Stress), in denen zusétzlich MR benétigt wird.

Als Stressmodell ermdglichen diese transgenen Tiere die Untersuchung der
beobachteten neuroprotektiven Effekte des MR und der neurodegenerativen Wirkung des GR
nach Stress auf zellularer Ebene. Auch wenn die Studien zwischen depressiven Patienten und
Tiermodellen bisher unterschiedliche Ergebnisse lieferten, trdgt die Untersuchung
neurodegenerativer oder regenerierender Prozesse nach chronischem Stress in diesem Modell
zur Klarung der bisher im Tier beobachten Veranderungen bei. Verhaltenstest bezuglich der
Stress-Reaktivitdt oder des Angstverhaltens kénnen Uber die Relevanz der MR/GR-Balance
fur emotionale Parameter Klarheit schaffen. Genexpressionsanalysen koénnen zu einem
besseren Verstandnis der Regulation fur adaptive und kompensatorische Prozesse fiihren. Das
Studium dieser Tiere Uber die Lebensspanne hinweg kann Aufschluss darliber geben,
inwieweit das Gleichgewicht von GR und MR im Gehirn zur neuronalen Plastizitat beitragt
und somit die kognitiven Fahigkeiten beeinflusst.

Neben den eben beschriebenen Parametern ist die dauerhafte Aktivierung des GR
ebenso ein Risikofaktor fir metabolische Erkrankungen wie Typ |l Diabetes oder
GefaBerkrankungen. Zusammengefasst werden die metabolischen Veranderungen unter dem
Begriff metabolisches Syndrom (Anagnostis et al., 2009).

Dieses Tiermodell, in dem durch einen modifizierten mMR unter Stress das
Gleichgewicht zwischen MR und GR wiederhergestellt werden soll, bietet in vielerlei
Hinsicht einen neuen Ansatz, um Einblicke in die Regulation und Modulation adaptiver
Prozesse, struktureller Veranderungen der neuronalen Architektur wie auch veranderter
kognitiver Fahigkeiten und emotionaler Parameter zu gewinnen. Die daraus resultierenden
Ergebnisse konnten einen wesentlichen Beitrag zum Verstandnis der Pathophysiologie und —
biologie leisten, wie sie nicht nur bei depressiven, sondern auch bei anderen psychiatrischen
Erkrankungen stressbedingt auftreten.
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6 Zusammenfassung

Das Verstandnis der molekularen Mechanismen, die zur Pathogenese einer
depressiven Storung beitragen, ist Voraussetzung fiir die Verbesserung der therapeutischen
Behandlungsstrategien. Die hé&ufig beobachteten erhohten Kortisolspiegel, sowie eine
verénderte Reaktion im kombinierten Dex-CRH-Test von depressiven Patienten, deuten auf
eine mogliche Beeintrachtigung der Funktion der Kortikosteroidrezeptoren (GR, MR) hin. In
der vorliegenden Arbeit wurde zum einen die Modulation der SR-Aktivitat durch die
Cochaperone BAG-1M und HspBP1 untersucht. Zum anderen wurde die Ligandenaffinitat
des MR durch gezielte Modifikationen der Ligandenbindungsdomane (LBD) veréndert und
funktionell analysiert.

Im Gegensatz zu HspBP1 ist BAG-1 ein bereits beschriebener Modulator der Funktion
verschiedener SR, mit Ausnahme des Progesteronrezeptors (PR). In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass BAG-1M, ein GR-Inhibitor, &hnliche inhibitorische Effekte auf die
transkriptionelle Aktivitit des PR ausiibte. Die scheinbar Hsc70/Hsp70-unabhédngige
Reduktion der PR-Aktivitdt in Reportergen-Experimenten, sowie die Interaktionsanalyse
verschiedener PR-Mutanten mit BAG-1M mittels Co-Immunprazipitationsexperimenten,
weisen darauf hin, dass der PR-Inhibition durch BAG-1M ein zum GR unterschiedlicher
Mechanismus zu Grunde liegt.

In einer vergleichenden Studie Gber die Wirkung von HspBP1 und BAG-1M auf die
transkriptionelle Aktivitat des GR, MR und AR wurde ein funktioneller und mechanistischer
Unterschied zwischen den beiden Hsc70/Hsp70-NEF festgestellt. Anders als BAG-1M fuhrte
HspBP1 in den funktionellen Analysen bei allen drei Rezeptoren zur Reduktion der
Transaktivierung des Reportergens. Fir BAG-1M wurde erstmals ein inhibitorischer Effekt
auf die MR-Aktivitdt gezeigt. Dartber hinaus verstarkte BAG-1M in geringen
Konzentrationen die transkriptionelle Aktivitat des GR und AR. Im Falle des AR wurde eine
deutliche Hsc70/Hsp70-Abhéngigkeit der Rezeptor-Stimulierung beobachtet.

In weiterfuhrenden Co-Immunprazipitationsexperimenten stellte sich heraus, dass
HspBP1 und BAG-1M die Zusammensetzung des Hsc70-Rezeptor-Heterokomplexes
differentiell beeinflussen. In Gegenwart von HspBP1 konnte Hsp40 nicht im Chaperon-
Rezeptor-Heterokomplex nachgewiesen werden. Damit einhergehend wurde eine Reduktion
der Hsc70/Hsp70-abhangigen Rezeptor-Bindung beobachtet. Im Gegensatz dazu lag Hsp40
als Teil des durch BAG-1M coprazipitierten Chaperon-Rezeptor-Heterokomplexes vor.
Zusatzlich  war die Hsc70/Hsp70-vermittelte Rezeptor-Assoziation mit BAG-1M
vergleichsweise stérker.

Basierend auf diesen Befunden wurde die Hypothese entwickelt, dass HspBP1 die
Hsp40-Bindung an Hsc70/Hsp70 verhindert. Die daraus resultierende Inhibition der Hsp40-
abhangigen ATP-Hydrolyse durch Hsc70/Hsp70 ist in Ubereinstimmung mit der
verminderten Bindung von Hsc70 an seine Substrate GR, MR und AR. Dieses Modell fiihrte
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zu der Annahme, dass beide Proteine die Hsc70/Hsp70-Chaperon-Aktivitdt zu
unterschiedlichen Zeitpunkten beeinflussen. Tatséchlich wurde in Polarisationsexperimenten
ein Einfluss von HspBP1 auf die zeitliche Abfolge der Hsc70/Hsp70-assistierten GR-Faltung
festgestellt. Da die Coexpression von BAG-1M und GR in diesen Experimenten eine
Reduktion der Proteinmenge des ligandenfreien Rezeptors zur Folge hatte, konnte der
Einfluss von BAG-1M auf die GR-Faltung nicht analysiert werden. Uberraschenderweise war
die Reduktion der Rezeptor-Expression nur in Abwesenheit des Hormons zu beobachten.
Unter Verwendung von BAG-1M_Ubidel sollte Gberprift werden, ob der BAG-1M-
vermittelte proteasomale Abbau ursdchlich fir die Reduktion der Rezeptor-Aktivitat
verantwortlich ist. Die Deletion der UL-Doméne hat bekanntermal’en den Verlust der
Interaktion von BAG-1M mit dem Proteasom zur Folge. Der verstérkte inhibitorische Effekt
von BAG-1M_Ubidel auf die GR- und MR-Transaktivierung legte nahe, dass die reduzierte
Rezeptor-Aktivitdt durch Wildtyp BAG-1M nicht auf den BAG-1M-vermittelten
proteasomalen Abbau der Rezeptoren zurtickgefiihrt werden kann. Durch Anreicherung von
BAG-1M-assoziierten ~ Proteinen  mittels  Immunprazipitation und anschlieBender
massenspektrometrischer Analyse wurden erstmalig zwei neue, von Hsc70/Hsp70
unabhangige Interaktionspartner, Rpt4 und Rpt6, identifiziert, die ebenfalls Teil des 26S-
Proteasoms sind. Diese Daten lassen vermuten, dass neben der Interaktion mit Hsc70/Hsp70
die Rekrutierung proteasomaler Untereinheiten eine weitere Mdglichkeit zur Regulation der
GR- und MR-abhangigen Transkription durch BAG-1 darstelit.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde am Beispiel des mMR eine weitere Moglichkeit
zur  Modulation der Steroidhormonrezeptor-Aktivitat untersucht. Durch gezielte
Modifikationen der Ligandenbindungsdoméane (LBD) des mMR wurde die Kortikosteron-
Affinitat des mMR herabgesetzt. Die Substitution der mMR-LBD durch die LBD des mGR
einerseits und die Mutationen S811G/M848l in den ligandenbindungsrelevanten Helices
andererseits, fuhrten zu einer mGR-ahnlichen Hormonresponsivitat. In Reportergen-Analysen
wurde  gezeigt, dass beide mMR-Mutanten erst bei  deutlich  hdheren
Kortikosteronkonzentrationen transkriptionell aktiv wurden als mMR Wildtyp. Diese
Mutationsanalysen bildeten die Vorarbeiten fir ein transgenes Tiermodell. In diesen M&usen
sollte unter Stress die Kortikosteron-Antwort auf einen modifizierten MR umgeleitet werden,
um das MR/GR-Gleichgewicht wiederherzustellen. Durch phanotypische Charakterisierung
dieses Tiermodells erhofft man sich neue Erkenntnisse, Uber die Bedeutung des MR/GR-
Gleichgewichts fur die Auswirkungen von Stress auf das Verhalten und emotionale Parameter
ZU gewinnen.

Zusammenfassend lieferte diese Studie neue Einblicke in die Chaperon-abhéngige
Regulation von SR und tragt zur ldentifizierung potentieller Einflussfaktoren der HPA-
Achsen-Aktivitat bei.
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