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1. Einleitung

1.1 Vorwort

Kardiovaskulare  Erkrankungen  sind  die  hdufigsten  Todesursachen in
Industrienationen *. Anhand verschiedener Tier- und Patientenstudien riickte die
Bedeutung des  Mineralokortikoid-Rezeptors (MR)  bei der  Ausbildung
renokardiovaskularer Erkrankungen in den Fokus der Forschung . Die Entstehung
pathophysiologischer Merkmale wie Inflammation, Fibrose, vaskulédres Remodeling und
Hypertrophie konnten durch MR-Blockade verhindert werden *®. In klinischen Studien
wie RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study) flhrte die Behandlung der
linksventrikularen Dysfunktion bei Herzinsuffizienz-Patienten mit dem MR-Antagonist
Spironolakton zu einer Senkung von Morbiditat und Mortalitat *. Unter Verwendung
des spezifischeren MR-Antagonisten Eplerenon wurden die durch RALES gewonnenen
Daten in einer weiteren Kklinischen Studie EPHESUS (Eplerenon—Post-Acute
Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study) bestatigt 8. Es gibt
Hinweise darauf, dass eine MR-induzierte Fibrose am Herzen durch Eplerenon nicht
nur verhindert, sondern auch riickgangig gemacht werden kann °. Aufgrund dieser
drastischen Reduktion der Mortalitst von Herzinsuffizienz-Patienten trat die
mechanistische Analyse kardiovaskuléarer Erkrankungen, hervorgerufen durch den MR,

in den Vordergrund *°.

1.2 Charakterisierung des Mineralokortikoid-Rezeptors

Der MR, sowie sein nachster Verwandter der Glukokortikoid-Rezeptor (GR), gehdren
zur Superfamilie der nuklearen Rezeptoren (NR), speziell zur Superfamilie 111 **°. Die
Steroidhormonrezeptoren dieser Superfamilie 11l wie der Ostrogen-Rezeptor (ER),
Glukokortikoid-Rezeptor (GR), Mineralokortikoid-Rezeptor (MR), Progesteron-
Rezeptor (PR) und Androgen-Rezeptor (AR) werden Liganden-abhdngig reguliert und

wirken als Transkriptionsfaktoren 4.
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1.2.1 Vorkommen und allgemeine Wirkungen des Mineralokortikoid-
Rezeptors in vivo

Der MR wird in verschiedenen epithelialen Geweben wie Niere, Darm, Speichel- und
SchweilRdriisen exprimiert, aber auch im Nervensystem (Hippocampus), in
Kardiomyocyten, in Endothelzellen und glatten GefaBmuskelzellen *°. In epithelialen
Geweben kontrolliert der MR Uber das Steroidhormon Aldosteron die renale und
intestinale Na’- und Wasserreabsorption und somit langfristig die Regulation des
Blutdruckes ’. In nicht-epithelialen Geweben hingegen verursacht der MR zahlreiche
pathophysiologische Effekte wie Inflammation, Fibrose, Remodeling und Hypertrophie
%7 Der GR wirkt auf den Kohlenhydrat-, Fett- und Proteinstoffwechsel und induziert,

im Gegensatz zum MR, anti-inflammatorische Wirkungen 172,

1.2.2 Struktureller Aufbau des Mineralokortikoid-Rezeptors
Die Steroidhormonrezeptoren der Superfamilie 111 werden in 4 grof3e Proteindomanen
unterteilt, die unterschiedliche konservierte Aminosduresequenzbereiche aufweisen

(Abb. 1.1) % wobei die strukturelle Ahnlichkeit des MR zum GR am GroRten ist
16,21

Mineralokortikoid-Rezeptor Abb. 1.1: Schematische Darstellung
der Proteindomanen von MR und
Koaktivatoren GR®*
Korepressoren HRE
l N A/B-Region: N-terminale Doméne flr
o AF-2- 1 Koaktivator/Korepressor-Bindung; C-
’ AF-1 1S LBD__ 4 Region: DNA-Bindungsdoméne
A/B c D- (DBD); D-Region: Scharnierregion;
1 T T Y 9ga E/F-Region: Liganden-
1| HSP9O Bindungsdoméne (LBD). AF:
Dimerisierung Transaktivierungsdoménen; HRE:
Hormon-responsives Element %%, Die
Glukokortikoid-Rezeptor %-Zahlen geben die
(94%) (57 %) Aminoséduresequenziibereinstimmung
A/B <o - der GR-Domanen zum MR wieder.

1 (< 15 %) (26 %) 777

Die aminoterminale A/B-Region des MR ist die langste Domane (603 aa) und zeigt im
Vergleich aller Steroidhormonrezeptoren die geringste Ubereinstimmung in der

Aminoséauresequenz (< 15 % Homologie) **. Die Transaktivierungsdoméne AF-1 tragt
2
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zur Gesamttransaktivierungsaktivitdt des Rezeptors, in Abhéangigkeit von der zelluléren
Situation und dem Promotorkontext, bei. Der MR besitzt in dieser Region ein flr den
Kernimport wichtiges Kernlokalisierungssignal (nuclear localisation signal, NLS) 2.
Aufgrund der hohen Sequenzvariabilitat von MR und GR, ist davon auszugehen, dass
diese Region entscheidend zur Spezifitat von MR und GR beitragt.

Die zentrale C-Region, die DNA-Bindungsdoméne (DBD), spielt eine wichtige Rolle
bei der Liganden-abhangigen Bindung des Rezeptors an DNA-Sequenzen durch zwei
Cystein-reiche Zinkfingermotive *>*". MR und GR weisen eine Homologie von 94% in
der Aminosduresequenz dieser Region zueinander auf und binden das gleiche
Hormon-responsive Element, GRE (glucocorticoid response element) 2%, Die DBD
vermittelt die Rezeptordimerisierung und ist aus verschiedenen Sequenzelementen
(P-, D-, T- und A-Box) aufgebaut *°. Diese Boxen sind z. B. wichtig fiir die Response-
Element Spezifitat °. Die DBD kann posttranskriptional modifiziert werden und ist an
der Kernlokalisation (nuclear export signal, NES) sowie der Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren beteiligt %.

Die Scharnierregion, D-Region, der Steroidhormonrezeptoren ist eine prolinreiche
Region und schwach konserviert. Sie ermdglicht eine Rotation von DBD und LBD
zueinander, wodurch die Aktivitat des Rezeptors reguliert wird 2%, Zudem spielt die
Scharnierregion eine wichtige Rolle bei der Rezeptordimerisierung 243",

In der C-terminalen Ligandenbindungsdomane (LBD; E/F-Region) sind MR und GR
weniger stark konserviert und zeigen in dieser Doméne eine Homologie von ~60%. Die
E/F-Region vermittelt die Bindung von Liganden, die Dimerisierung, die Bindung von
Koregulatoren sowie die Liganden-abhéngige Transaktivierung durch die
AF-2-Domane. Chaperone, wie HSP70 und HSP90 oder Immunophiline, kénnen in
dieser Region binden ***. Fur die Ligandenbindung ist die LBD strukturell aus einem
antiparallelen o-helikalem Sandwich, mit 12 a-Helices und einem kurzen aus drei
antiparallelen Schichten bestehendem [-Faltblatt (hydrophobe Bindungstasche),
aufgebaut **. Im Bereich der LBD liegt das NLS2, welches durch Ligandenbindung
demaskiert wird und somit eine Steroidhormon-abhéangige Translokation des MR in den

Zellkern bewirkt 2,
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1.2.3 Selektivitat des Mineralokortikoid-Rezeptors

Der MR bindet seinen endogenen Liganden Aldosteron mit &hnlicher Affinitat wie die
Glukokortikoide Cortisol (Mensch) und Cortikosteron (Nager), die in hoherer
Konzentration im Blut zirkulieren als Aldosteron *>*". Aldosteron wird mit deutlicher
Rezeptorselektivitdit nur vom MR, nicht vom GR, gebunden. Fir die
Aldosteron-Selektivitat des MR spielt das Enzym 11-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
2 (11-p HSD2) eine wichtige Rolle. Dieses Enzym ist in manchen Aldosteron-sensitiven
epithelialem Gewebe, wie Niere, Darm und Speicheldriisen exprimiert und wandelt
aktives Cortisol und Cortikosteron in reduzierte Mediate, Cortison und
11-Hydroxycorticosteron, um. Diese inaktiven Derivate konnen nicht mehr vom MR
oder GR gebunden werden **%*% In der Niere, wo MR und 11- HSD2 gleichzeitig
exprimiert werden, kann Aldosteron selektiv und konzentrationsabhangig wirken, da die
11-p HSD2 hier eine hohe Aktivitat besitzt 3, Aldosteron ist durch seine hemiacetale
Konformation der 11-Hydroxylgruppe mit der 18-Aldehydgruppe kein Substrat fur die
11-B HSD2. Bei fehlender 11-f HSD2-Expression in nicht epithelialem Gewebe, z. B.
im Herzen, im Hippocampus oder beim AME-Syndrom (apparent mineralocorticoid
excess) wirkt der MR als Cortikosteroid-Rezeptor aufgrund einer Daueraktivierung
durch Glukokortikoide '**. Da bei Patienten der RALES- und EPHESUS-Studie "®
keine erhohten Aldosteron-Konzentrationen verifiziert werden konnten und eine
MR-Aktivierung v.a. in  nicht-epithelialen  Geweben  pathophysiologische
Veranderungen hervorruft, missen andere molekulare Mechanismen fiir die

Rezeptorspezifitat verantwortlich sein *°.

1.2.4 Physiologische Mineralokortikoid-Rezeptor/Aldosteron Wirkungen

In allen Aldosteron-sensitiven Zellen wird neben dem MR auch der GR exprimiert *.
Beide Steroidhormon-Rezeptoren lokalisieren im inaktivierten Zustand im Zytosol,
stabilisiert durch die Bindung von Chaperonen (z.B.: HSP70 und HSP90) und

Immunophilinen 33404

. Nach Aktivierung durch ihre Liganden, Aldosteron bzw.
Cortisol, wirken MR und GR als Liganden-abhdngige Transkriptionsfaktoren. Sie
translozieren Hormon- und HSP90-abhédngig in den Zellkern und beeinflussen dort die
Expression verschiedener Gene durch Bindung an Glukokortikoid-responsive Elemente
(GRE) in Enhancer- oder Promotor-Regionen ****. Bekannte Gene, die MR-abhangig

reguliert werden, sind z. B. Natrium-Kalium Adenosintriphosphatase (Na*-K*-ATPase),
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Serum- und Glukokortikoid-regulierte  Kinasen und der

Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) ***°.

(SGK) epidermale

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das Steroidhormon Aldosteron wird in der Nebennierenrinde (NNR), der Zono
glomerulosa, aus Cholesterin durch die Aldosteronsynthase (CYP11B2) im
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, gebildet *’. Die Aldosteron-Sekretion aus der
NNR wird durch die Renin-Angiotensin-Aldosteron-(RAAS)-Kaskade gesteuert. Diese
Hormon-Kaskade spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushaltes des Korpers sowie der Aufrechterhaltung des Gefalitonus und

somit der Regulation des Blutdruckes ' (Abb. 1.2).

Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Na*-Mangel
Wasser-Verlust
Verminderter Blutdruck

(juxtaglomeruldre
Nierenzellen)

ACE
Angiotensin-
convering enzyme
(vaskuldres

_________ . )

’ Angiotensin | ‘

_________ > |

’ Angiotensin Il ‘

\l/ Erh6hung des Blutdruckes durch
’ Angiotensinogen ‘ GefaBverengung (Vasokonstriktion)
Renin Na*- Retention

H+-, K+-Sekretion

f

Aldosteron-Sekretion
(Nebennierenrinde)
Vasopression und ACTH

Endothel) (Hypophyse)

|

Erhéhter Kalium-Gehalt
des Blutes

Abb. 1.2: Regulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)

Ein verminderter Blutdruck oder der Verlust von Wasser sowie eine verringerte
Kochsalz-Konzentration im distalen Tubulus der Nierenkandlchen (Macula densa)
aktivieren die Ausschittung des Enzyms Renin aus juxtaglomeruldren Nierenzellen.
Renin katalysiert die Abspaltung des Angiontensin | (Ang I, Dekapeptid), des aus der
Leber freigesetzten Prohormons Angiotensinogen. Das Angiotensin-converting enzyme
(ACE) bildet aus Ang | Angiotensin Il (Ang Il, Oktapeptid). Ang Il, als auch ein
erhohter Kalium-Gehalt des Blutes sind wichtige Stimuli fir die Aldosteron-Freisetzung
aus der NNR und wirken vasokonstriktorisch und somit Blutdruck steigernd
(Abb. 1.2). Verschiedene Studien zeigen, dass Gefal3- und Herzerkrankungen zum Teil

im Zusammenhang mit einer inadaquaten Aktivierung des RAAS einhergehen kdnnen
49-51
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1.25 Pathophysiologische Mineralokortikoid-Rezeptor/Aldosteron-
Wirkungen

Der MR verursacht, unabhangig von seiner klassischen physiologischen Wirkung in
epithelialen Geweben, pathophysiologische Effekte in nicht-epithelialen Geweben wie
dem Herz-Kreislaufsystem (Abb. 1.3). Die molekularen Mechanismen der
pathophysiologischen Aldosteron-Wirkung sind weitestgehend unbekannt. Histologisch
auflert sich ein Aldosteron-induziertes kardiales Remodeling in Form von Proliferation
von Kardiofibroblasten (Fibrose), eine gesteigerte Kollagen-1- und Kollagen-Ill-

Synthese sowie durch perivaskulare Entziindungen °2°°

Die Expression von
Entziindungsmarkergenen, wie TNFa (tumor necrose factor o), COX2
(Cyclooxygenase 2) oder Osteopontin, wird hochreguliert °°". Die pathophysiologische
Aldosteron-Wirkung wird durch hohe Salzaufnahme beglnstigt, unabhangig von
Blutdruckwerten **>°. Es gibt ebenso Hinweise darauf, dass Aldosteron Verénderungen
im Redox-Zustand der Zelle mit verdnderter ROS-Bildung hervorruft, wodurch
pathophysiologische MR-Wirkungen induziert werden ®* (Abb. 1.3).

Das Auftreten von pathophysiologischen Veranderungen im Organismus, hervorgerufen
durch Aldosteron als Mediator, geht nicht hauptsachlich mit einer inadaquaten
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems einher, da bei Patienten der
RALES- und EPHESUS-Studie "® ein vermindertes ventrikulares Remodeling sowie
eine reduzierte myokardiale Kollagenbildung bei physiologischen
Aldosteron-Konzentrationen nach Spironolakton- bzw. Eplerenon-Gabe beobachtet
werden konnte. Das heit Aldosteron allein fuhrt nicht zu renokardiovaskulédren
Erkrankungen, sondern weitere Faktoren missen an der Entstehung beteiligt sein z. B.
nicht-genotrope MR-Effekte, die derzeit intensiv analysiert werden (siehe 1.2.6). Die
durch RALES und EPHESUS gewonnen Daten, die eine drastischen Reduktion der
Morbidit4t und Mortalitat von Herzinsuffizienz-Patienten zeigten, fihrte zur intensiven
mechanistischen Analyse kardiovaskuldrer Erkrankungen, die durch den MR induziert
werden "®. Sorooshian et al. verifizierten, das eine Aldosteron-Infusion in Kombination
mit einer salzreichen Ernéhrung Bluthochdruck (Hypertension) und eine Proteinurie bei
Wistar-Ratten auslosten. Sie schlussfolgerten, dass Aldosteron/Salz fur renale
Verletzungen verantwortlich sind °. Wang et al. verdffentlichte 1994, dass eine
Barorezeptor-Dysfunktion bei Hunden durch Aldosteron zu einer Hypertension fihrt,
deren Ausbildung durch Behandlung mit dem MR-Antagonist Spironolakton verhindert
werden konnte ®. Takeda et al. zeigten einen direkten Zusammenhang von maligner
6
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Hypertension durch die lokale Aldosteron-Produktion in vaskuldrem Gewebe durch eine
erhohte Salzaufnahme bei zum Schlaganfall neigenden spontan hypertensiven Ratten
(SHRSP)-Ratten °. Eine Beteiligung von vaskuldrem Aldosteron an der Ausbildung von
Hypertension und vaskuldrem Remodeling konnte durch verschiedene Arbeitsgruppen
gezeigt werden “>®*. Die Arbeit von Qin et al. zeigte eine direkte Rolle von Aldosteron
bei der Ausbildung von Fibrose, kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz bei
normaler Salzaufnahme durch Uberexpression von 11-f HSD2 in Kardiomyocyten
transgener Méuse (Abb. 1.3). Aufgrund des Ausschaltens der Glukokortikoide, Cortisol
und Cortikosteron, durch 11-B HSD2 findet eine inadaquate Aktivierung des MR durch
Aldosteron statt. Der spezifische MR-Antagonist Eplerenon vermindert die strukturellen

und funktionalen Veranderungen am Herzen der Mause 2.

Pathophysiologische Aldosteron-Wirkung im kardiovaskuldren System
Aktivierung von Endotheliale
Entziindungsmediatoren Dysfunktion
Aldosteron Gesteigerte Entziindung
(:fp Kollagensynthese von Gefil3en : -
m —— —> —> Herzinsuffizienz
“ Proliferation von Fibrose/
Kardiofibroblasten Remodeling
Veranderte Hypertrophie
ROS-Bildung

Abb. 1.3: Pathophysiologische Aldosteron-Wirkung im kardiovaskularen System

Eine Uberaktivierung des MR mit Aldosteron fiihrt zu Entziindungen in GefaRen. Als Folge
entstehen Fibrosen und Remodeling-Prozesse, die zur Entstehung von kardiovaskuldren
Schéden (Hypertrophie) fuhren. ROS: reaktive Sauerstoffspezies.

1.2.6 Nicht-genotrope Mineralokortikoid-Rezeptor/Aldosteron-Wirkungen
Nicht-genotrope Effekte finden sehr schnell, innerhalb von Sekunden oder Minuten in
der Zelle statt und haben keinen direkten Einfluss auf die Expression von Genen, das
heilt sie sind nicht durch Transkriptionsinhibitoren wie Actinomycin D oder
Translationsinhibitoren wie Cycloheximid hemmbar ®°. Verschiedene Mdglichkeiten
nicht-genotroper Aldosteron-Wirkungen in der Zelle werden zur Zeit genauer erforscht:
putative neue Rezeptoren (1), second messenger Systeme (2) und Effektoren (3) .

Der molekulare Mechanismus der pathophysiologischen Aldosteron-Wirkung ist bisher
noch weitestgehend unbekannt und durch unterschiedlich resultierende Effekte
beschrieben. Der MR beeinflusst durch eine Interaktion mit zytosolischen

7



Einleitung

Signalkaskaden verschiedene Komponenten wie die Calcium-Konzentration oder die
Aktivitat von Proteinkinasen (PKA, PKC, PKD) sowie extrazellulér regulierte Kinasen,
wodurch wiederum die Aktivitdt anderer Transkriptionsfaktoren beeinflusst wird
46656788 Kontrovers wird diskutiert, ob die nicht-genotrope Aldosteron-Wirkung
MR-vermittelt stattfindet. Es gibt Hinweise auf vom klassischen MR-unabhéngige,
durch Aldosteron hervorgerufene Ca”*-abhangige Erhdhung der cAMP- Konzentration
unter Beteiligung der Proteinlipase C (PLC) und der Proteinkinase C (PKC) 2, Hierbei
wurden physiologischen Aldosteron-Konzentrationen verifiziert. Diese schnellen
Aldosteron-Effekte konnten nicht durch Spironolakton inhibiert werden %®"°. Andere
Studien zeigen ein Zusammenspiel von Aldosteron und MR bei der Entstehung von
nicht-genotropen Effekten, da diese durch den MR-Antagonisten RU28138 bzw.

Eplerenon, nicht aber durch Spironolakton, inhibiert werden konnten "2,

1.2.6.1 Mineralokortikoid-Rezeptor und cAMP/CREB-Signalkaskade

Es gibt Hinweise auf eine nicht-genotrope Interaktion des MR mit der zytsolischen
cAMP/CREB-Signalkaskade "*"*. Die cAMP/CREB-Signalkaskade wird durch
Stimulation eines membranstandigen Rezeptors (z. B. B-Adrenorezeptoren) durch
extrazellulare Signale, wie Hormone oder Wachstumsfaktoren aktiviert. Dies fuhrt zur
G-Protein-vermittelten Adenylatzyklase (AC)-Aktivierung und Produktion des second
messengers CAMP. Die durch cAMP stimulierte Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert
z. B. den Transkriptionsfaktor CREB (cAMP response element binding protein) am
Ser133, wodurch die Expression von CRE-abhangigen Genen durch Rekrutierung
weiterer Transkriptionsfaktoren aktiviert wird . Die CREB-Aktivierung spielt eine

7

wichtige Rolle bei Zellwachstum und Proliferation ™ und zeigt anti-fibrotische und

anti-oxidative Wirkungen ",

Es ist bekannt, dass die Funktionalitdt des MR entscheidend durch unterschiedliche
Protein-Protein-Wechselwirkungen z. B. durch Interaktion mit verschiedenen
Chaperonen (HSP90), reguliert wird *. Ein mdglicher Interaktionspartner, der in der
Zelle fir Dephosphorylierungsvorgange verantwortlich ist, ist die Phosphatase
Calcineurin (PP2B) "® 8. Verschiedene Studien zeigen, dass eine Uberaktivierung des
Calcineurins ahnliche pathophysiologische Verdnderungen im kardialen System
(Inflammation, Remodeling-Prozesse) hervorruft wie fur den MR beobachtet wurden

11985 In verschiedenen in vivo Studien konnte eine mogliche Wechselwirkung von

8
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MR und Calcineurin als relevanter Mechanismus fir das Ausbilden von Fibrose und
kardialer Hypertrophie verifiziert werden. Der Einsatz von Calcineurin-Inhibitoren, wie
Cyclosporin A oder Takrolimus, verursachte ein Abmildern dieser Krankheitssymptome
8-8 |n Rattennierenzellen wurde eine nicht-genotrope Aldosteron-Wirkung tiber eine
HSP90- und HSP70-abhangige Aktivierung von Calcineurin gezeigt ®°. Mano et al.
verifizierten 2004 eine Steuerung des mitochondrialen apoptotischen Signalweges durch
Aldosteron uber Calcineurin und Dephosphorylierung des proapoptotischen Proteins
Bad 8. Die Arbeit von Takeda et al. zeigte einen direkten Zusammenhang zwischen
Aldosteron und Calcineurin bei der Ausbildung von Herzhypertrophie und Fibrose & In
HEK293-Zellen wurde eine MR induzierte Calcineurin-abhangige Inhibierung der
CAMP/CRE-Signalkaskade beobachtet, die mit einer erhthten Calcineurin-Aktivitat,
einer vermehrten CREB-Dephosphorylierung sowie einer reduzierten Expression der
CREB-abhangigen G6PD einhergeht. Eine Abnahme der G6PD-Expression konnte
durch den Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A verhindert werden °. Aufgrund dieser
Beobachtungen soll aufgeklart werden, ob der aktivierte MR mdoglicherweise zum Teil
uber Calcineurin seine pathophysiologischen Effekte vermittelt.
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1.3 Charakterisierung der Protein-Phosphatase Calcineurin

Phosphoprotein-Phosphatasen  regulieren  metabolische  Signalwege wie den
Glykogen-Stoffwechsel, die Glukoneogenese, Fettsdure- und Protein-Synthese durch
Dephosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten verschiedener Zielproteine *.
PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6, PP7 werden den Phosphoprotein-Phosphatasen
zugeordnet und gehéren zur groRen Familie der Metallophosphatasen %%,

Calcineurin (PP2B) ist die einzige Serin-/Threonin-Phosphatase dieser Gruppe die

 und Serin- und Threonin-Reste verschiedener

Ca®*/Calmodulin-abhangig wirkt
Transkriptionsfaktoren wie CAMP response element binding protein (CREB), nuclear
factor of activated T cells (NFAT), myocyte enhancer factor 2 (MEF2) dephosphoryliert
und somit die Expression verschiedener Gene aktiviert oder inhibiert 3789099 Eijne
spezifische Hemmung von PP2B ist durch Takrolimus (FK-506) und Cyclosporin A
(CsA) maglich. Diese Immunsuppressiva bilden mit den Immunophilinen FKBP12 bzw.
Cyclophilin A (CyP A) einen bindren Proteinkomplex aus (FKBP12-FK506 bzw.
CyP-CsA), der dann direkt an PP2B bindet (ternarer Proteinkomplex) und dessen
enzymatische Aktivitat inhibiert ®>%. PP2B, wird als einzige Phosphatase dieser Klasse,

spezifisch durch die Inhibitoren FKBP12-FK506 oder CyP-CsA gehemmt .

1.3.1 Vorkommen und allgemeine Wirkung von Calcineurin in vivo

PP2B spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation physiologischer Prozesse, die durch
das Signalmolekul Calcium kontrolliert und synchronisiert werden, z. B. Fortpflanzung
und Entwicklung, Zellproliferation, Muskelkontraktion, Migration von Neutrophilen,
Regulation der lonenkanalfunktion in Synapsen und die Entwicklung von Skelett- und
Herzmuskel °%®  PP2B wirkt bei der Apoptose '™ und als Modulator des
Immunsystems, indem es Entziindungsantworten in der Zelle durch die Expression von
Zytokinen %% und die T-Zell-Proliferation durch Stimulation der Interleukin-2 (IL-2)
Expression iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT beeinflusst 2
(siehe 1.5.4.2). Verschiedene in vivo Studien zeigen ein mégliches Zusammenspiel von
MR und PP2B bei der Entstehung von Fibrose und kardialer Hypertrophie, da
Calcineurin-Inhibitoren diese Krankheitssymptome abmilderten %%,

PP2BA-a und PP2BA-B werden in vivo ubiquitér, auch in Kardiomyocyten, exprimiert

103-108 e y-Isoform hingegen wird nur im Hoden und in einer begrenzten Hirnregion
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exprimiert 1% Subzellular ist PP2B hauptsachlich im Zytosol sowie in synaptomalen

Zyptoplamsa lokalisiert, aber auch im Nukleus %,

1.3.2 Struktureller Aufbau

PP2B, ein von Hefe bis Mensch hochkonserviertes Protein, ist aus einer katalytischen A
Untereinheit (PP2BA; CnA, 57-61 kDa), und einer regulatorischen B Untereinheit
(PP2BB, CnB, 16-19 kDa), aufgebaut *®.

Fur CnA existieren 3 Isoformen afy. Die Katalytischen Isoformen, PP2BA-a. und
PP2BA-f werden zusammen mit CnBl, die y-Isoform zusammen mit CnB2
coexprimiert ®'% (Abb. 1.4). CnA und CnB bilden zusammen ein obligates

Heterodimer, das heil3t bei fehlender CnB-Expression wird CnA instabil und schnell
109

degradiert ~.
Calcineurin-Heterodimer
PP2B
Katalytische A-Untereinheit Regulatorische B-Untereinheit
PP2BA PP2BB
| T~
a B v
(CnAa) (CnAB) (CnAy) (CnB1) (CnB2)

l Hoden

ubiquitar

Abb. 1.4: Calcineurin-Heterodimer

Das Calcineurin-Heterodimer besteht aus einer katalytischen Untereinheit (PP2BA, CnhA) und
einer regulatorischen Untereinheit (PP2BB, CnB). Die Isoformen PP2BA-o und PP2BA-B
werden zusammen mit CnB1 (PP2BB1) ubiquitdr, die y-Isoform (PP2BA-y) zusammen mit
CnB2 (PP2BB2) im Hoden und einer begrenzten Hirnregion, coexprimiert.

N- und C-Terminus von a-, B- und y-Isoform weisen in allen Spezies die grofRte
Variabilitat auf (~10% des Gesamtproteins). Die Funktionen dieser Regionen sind
unbekannt '°. Die restlichen 90% des Proteins weisen eine Homologie von 83-89% auf
® Fir PP2BA-a und PP2BA-B existieren drei SpleiR-Varianten, die zueinander eine

hohe Sequenzhomologie ausweisen ** (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5530 bzw.

5532), sich aber in ihrer Substrataffinitat und katalytischen Wirkung unterscheiden *°.
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PP2BA-B besitzt N-terminal ein Polyprolin-Motiv, PP2BA-y zusitzlich basische Reste
in der N-terminalen Region .

CnA ist aus einer N-terminalen Kkatalytischen Domane, einer helikalen
CnB-Bindungsregion (CnB-BR), einer Calmodulin (CaM)-Bindungsregion (CaM-BR)
sowie einem autoinhibitorischen  Peptid (AID) aufgebaut (Abb. 1.5).
CnB-Bindungsregion, CaM-Bindungsregion und das autoinhibitorische Peptid werden
auch als regulatorische Region von CnA bezeichnet . CnA st strukturell
charakterisiert durch die typische B-Sandwich Faltung mit zwei B-Strangen im Zentrum,
umgeben von einem Mix aus o-Helices und B-Strangen ****?, Im inaktiven Zustand wird
das katalytische [Fe**-Zn®*]-Zentrum von PP2B durch ein Pseudosubstrat, das
autoinhibitorische Peptid (Abb. 1.6), blockiert '**** PP2B st ein obligates
Heterodimer, dessen Funktionalitat durch zwei Calcium-Regulatorproteine, CnB und
CaM, gesteuert wird 11>,

Fiir CnB existieren zwei Isoformen, CnB1 (PP2BB1) und CnB2 (PP2BB2) '
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5534 bzw. 5535; Abb. 1.4). CnB weist 4 EF-Hand-
Motive auf, die durch ihre charakteristische hantelformige Struktur (Helix-Loop-Helix)

eine Bindung von insgesamt 4 Ca**-lonen erméglichen (Abb. 1.5). Das myristoylierte
N-terminale Glycin der regulatorischen Untereinheit von PP2B, CnB, ist von Hefe bis
Mensch hochkonserviert °. Die Moyristoylierung dient als stabilisierendes
Strukturelement. Eine Assoziation von CnB an Membranen Uber das myristoylierte

Glycin konnte bisher nicht gezeigt werden. .

A: CnAa
N-Terminus C-Terminus
- - - - e e
71 342 348 370 391 414 457 482
Katalytische Doméane CnB- CaM- Autoinhibitorisches
Bindungs- Bindungs- Peptid (AID)
Region Region
B: CnB1
22 50 54 82 91 119 132 160
EF-Hand # 1 EF-Hand # 2 EF-Hand # 3 EF-Hand #4

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Calcineurin-Proteindoménen

A: Katalytische CnAa-Untereinheit. B: Regulatorische CnB1-Untereinheit ***.
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1.3.3 Mechanismus der Calcineurin-Aktivierung

Eine Aufklarung der Domanenorganisation und ein moglicher Mechanismus der
Aktivierung von PP2B durch CaM konnte mit Hilfe der Identifizierung von
Protease-sensitiven Regionen in der PP2B-Struktur aufgeklart werden ***?*. Durch
limitierte Proteolyse konnte gezeigt werden, dass die CnB-Bindungsregion mit der
CaM-Bindungsregion interagiert, da in Abwesenheit von Ca** die CaM-Bindungsregion
komplett vor Proteolyse geschitzt ist. Diese Interaktion wird in Anwesenheit von
Calcium nicht beobachtet %,

Die Funktionalitst von PP2B wird Ca’*-abhangig durch CnB und CaM reguliert
HLIL125  cnB bindet 4 Ca**-lonen durch 4 EF-Hand-Motive (Abb. 1.5). Im N-Terminus
befinden sich zwei Calcium-Bindestellen (EF-Hand #1 und EF-Hand # 2, Abb. 1.5), die
jeweils ein Ca®*-lon mit geringer Affinitat im pM Konzentrationsbereich binden. Im
C-terminalen Bereich des Proteins binden jeweils zwei Calcium-Bindestellen ein
Ca®*-lon mit hoher Affinitdt (EF-Hand #3 und EF-Hand #4, Abb. 1.5) im nM
Konzentrationsbereich *?° *#’. Die Aktivierung von Calcineurin durch Calcium ist hoch
kooperativ ", In Abwesenheit von Ca®" ist PP2B inaktiv, da das aktive Zentrum durch
das autoinhibitorische Peptid (AID) blockiert wird 3 (Abb.1.6). Eine Besetzung der
niederaffinen Ca®*-Bindestellen von CnB verursacht eine Konformationsénderung,
wodurch eine Dissoziation der CaM-Bindungsregion von der CnB-Bindungsregion
erfolgt. Weitere Ca**-lonen besetzen die hoheraffinen Ca**-Bindungsstellen in CnB und
eine Bindung von durch Ca*" aktiviertem CaM an die CaM-Bindungsregion von PP2B
wird moglich und verursacht eine weitere Konformationsédnderung, die eine
Verschiebung des autoinhibitorischen Peptides aus dem aktiven Zentrum bewirkt und
dessen intrasterische Inhibierung aufhebt **3 (Abb. 1.6). Die hochaffine Ca®*-Bindung
stabilisiert die heterotrimere Struktur des PP2B (CnA-CnB-CaM), wihrend die

niederaffine Ca?*-Bindung, als Calcium-Sensor, eine regulatorische Rolle einnimmt.
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Modell der PP2B-Aktivierung durch Calcium und Calmodulin
PP2B
Katalytische Domane ~— CnB-BR :|
00
— PP28B X
AP Katalytische Domine CnB-BR
inaktiv
+ caZ+
l °0 AID —  CaM-
B * aktiv
Katalytische Domane CnB-BR .o
+Ca?* +CaM
AID
CaM-BR

Abb. 1.6: Mechanismus der Calcineurin-Aktivierung durch Ca*/CaM

PP2B ist in Abwesenheit von Calcium inaktiv, da das aktive Zentrum durch das AID blockiert
wird. CnB-BR interagiert mit CaM-BR. Ein Anstieg der Calcium-Konzentration fihrt zur
Calcium-Bindung an niederaffine Calcium-Bindestellen der CnB-BR, wodurch eine
Konformationsédnderung stattfindet (Dissoziation der CaM-Bindungsregion von der CnB-
Bindungsregion). Die Bindung von Ca*"-lonen an den hoheraffinen Bindestellen der CnB-BR
flhrt zur Stabilisierung der heterotrimeren Struktur (CnA-CnB-CaM). AuBRerdem wird CaM
durch Calcium aktiviert und bindet an die CaM-BR, wodurch eine Verschiebung des AID aus
dem aktiven Zentrum der katalytischen Doméane von PP2B erfolgt und PP2B vollstdndig
aktiviert wird. PP2B: Calcineurin, AID: autoinhibitorisches Peptid; CnB-BR: CnB-Binderegion;
CaM-BR: CaM-Binderegion, CaM: Calmodulin.

1.3.4 Physiologische Calcineurin-Wirkungen

PP2B ist an der Regulation einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt (siehe
1.5.1). Dabei spielen héaufig die Aktivierung oder Inhibierung von
Transkriptionsfaktoren wie CREB, NFAT und MEF2 eine wichtige Rolle *".

1.3.4.1 Calcineurin und CREB
PP2B dephosphoryliert CREB, wodurch eine Aktivierung der
CAMP/CREB-Signalkaskade und somit die Expression von cAMP-abhéngigen Genen

inhibiert wird "%,

1.3.4.2 Calcineurin und NFAT

Die bedeutende Rolle von Calcineurin bei der Regulation der Gentranskription konnte
durch die Verwendung von pharmakologischen Inhibitoren (Immunsuppressiva) wie
Takrolimus (FKBP12-FK506) und Cyclosporin A (CyP-CsA), die in der
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Transplantationsmedizin Anwendung finden, aufgeklart werden. In T-Lymphozyten
wurde durch Verwendung dieser Inhibitoren eine supprimierte Immunantwort detektiert
129.

Calcineurin beeinflusst die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren der NFATc-Familie
(NFATc1-NFATc4), die eine hochkonservierte Rel-Homologie Domane aufweisen .
Diese Transkriptionsfaktoren besitzen Ca”*/PP2B-abhéngige Translokationsdoménen
mit den Calcineurin-Bindungsmotiven, PxIXIXT (N-Terminus) oder LxVP (C-Terminus)
111" Eine direkte Interaktion von PP2B mit diesen Motiven ermdglicht eine
Dephosphorylierung  von  Phosphoserin-Resten  der  Serin-reichen  Regionen
(SR-Repeats) von NFAT, wodurch die konservierten Kernlokalisierungssignale (NLS)
demaskiert werden und der Kernimport von NFAT stimuliert wird . Uber die
Rel-Homologie Doméne tritt NFAT mit anderen Transkriptionsfaktoren (AP-1) und der
DNA in Wechselwirkung und aktiviert die Expression von NFAT-abhangigen Genen
der Immunantwort %213 Der Export von NFAT aus dem Zellkern wird durch p38,
MAPK, Glykogen-Synthase Kinase 3 (GSK-3B), c-jun N-terminale Kinase (JNK),
Casein Kinase | (CK1), PKA " oder durch das Kernexportsignal (NES), lokalisiert im
C-Terminus von NFAT, gesteuert .

NFAT wird in der Zelle auf verschiedene Weise aktiviert. Eine Stimulation von
Signalwegen ber Zelloberflachenrezeptoren wie Immunrezeptoren, Rezeptor-
Tyrosinkinasen oder G-Protein gekoppelte Rezeptoren fliihrt zum einen zur
Ca®*-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum durch Aktivierung von
Proteinlipasen (PLCB/PLCy), wodurch CaM-abhangige Enzyme wie PP2B, die
wiederum NFAT aktivieren, stimuliert werden. Zum anderen werden Uber
Diacylglycerin (DAG) andere Signalmolekille wie GTPasen Ras und Rac, die
Proteinkinase C (PKC) oder MAPK stimuliert, wodurch wiederum andere
Transkriptionsfaktoren wie AP1, MEF2 oder GATAA4 rekrutiert werden und mit NFAT
an der DNA wechselwirken 3%,

PP2B/NFAT spielen eine zentrale Rolle in der Funktionalitdt verschiedener
Immunzellen, wie z. B. in B-Zellen, T-Zellen und Mastzellen *** und sind in anderen
Zelltypen fur Differenzierungsprozesse wie z. B. der Fiber-Typ Ausprdgung im
differenzierten Skelettmuskel und Herzklappenentwicklung verantwortlich **® sowie an

der Ausbildung von kardiovaskularen Schaden beteiligt (siehe 1.5.3) 7780106137,
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1.3.4.3 Calcineurin und MEF2

Im Rahmen der Zelldifferenzierung und Organogenese regulieren MEF2
Transkriptionsfaktoren die Genexpression in verschiedenen Zelltypen, in Abhéngigkeit
des extrazellularen Signals und verschiedener Kofaktoren . MEF2-Proteine,
evolutiondr von Hefe bis Mensch stark konserviert, gehéren zur MADS-Familie von
Transkriptionsfaktoren ¥, In Vertebraten werden 4 MEF2 Gene, MEF2A-D,
exprimiert.  MEF2  Proteine  besitzen N-Terminal das hochkonservierte
MADS-Aminosauresequenzmotiv. (MADS-Box) sowie das MEF2-Motiv. Diese
Doménen vermitteln die DNA-Bindung, Dimerisierung und Kofaktor-Rekrutierung
139140 Dje C-terminale Transaktivierungsdoméne (TAD) unterscheidet sich aufgrund
von unterschiedlichen SpleiRvarianten stark innerhalb verschiedener Organismen !,
MEF2-Transkriptionsfaktoren liegen als Homo- oder Heterodimer gebunden an
AT-reiche DNA-Regionen im Zellkern vor. Die Funktion von MEF2 als
trankriptioneller Aktivator verschiedener Gene wird entscheidend durch die
Rekrutierung von und Kooperation mit anderen Transkriptionsfaktoren bestimmt. Eine
entscheidende Rolle spielen zusatzlich aber auch posttranslationale Modifikationen von
MEF2, wie Phosphorylierungen oder SUMOylierungen %42,

In der Literatur sind bisher drei PP2B-abhangige Mechanismen fiir die Regulation der
MEF2-Aktivitat beschrieben **. 1. In T-Lymphozyten fiihrt eine PP2B-Stimulation
durch Calcium und darauffolgende NFAT Aktivierung, zur Rekrutierung eines
NFAT/p300/MEF2-Komplexes, der direkt an die DNA gebunden ist. Eine
anschlieBende Chromatinauflockerung durch Deacetylierung der Histone durch p300
aktiviert die Nur77-Genexpression ** % Die NFAT-MEF2-Interaktion scheint eine
wichtige Rolle bei der T-Zell-Apoptose ** und bei der Kontrolle der Fasergene im

Skelettmuskel zu spielen . 2.

In Neuronen spielt MEF2 eine Schlisselrolle beim
Schutz vor Calcium-induzierter Apoptose. Eine Depolarisation und hohe
Calcium-Konzentration fuhrt zur MEF2-Dephosphorylierung durch PP2B, wodurch
MEF2 vor Caspase-vermittelter Spaltung geschiitzt ist und somit die Aktivierung von
anti-apoptotischen Zielgenen stimuliert. 3. In T-Lymphozyten reprimiert ein
MEF2-CABIN1-Komplex, die Expression von MEF2-abhéngigen Genen. CABIN1
rekrutiert HDACs, hemmt PP2B und blockiert die Bindung von ERK5 an MEF2.
Calcium  aktiviert  CaM-abhangige  Kinasen  (CaMKIV), welche den
CABIN1/HDAC-Komplex zerstort **". CABIN1 wird im Zusammenspiel mit CaM

durch den Chaperone 14-3-3 aus dem Zellkern in das Zytosol exportiert ***. Durch
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Calcium aktiviertes PP2B stimuliert die Ausbildung eines NFAT/p300-Komplexes, der
letztendlich die MEF2-Genexpression stimuliert.

MEF2A, MEF2B, MEF2C und MEF2D treten zeitlich und rdumlich im embryonalen
oder adultem Gewebe in verschiedenen Expressionsmustern auf. Eine hohe Expression
von MEF?2 ist in der gestreiften Muskulatur und Hirn zu detektieren *%, aber auch in
geringer Expression in Lymphozyten, der Neuralleiste, Muskelfasern, Endothel und
Knochen 8% Neben der Regulation von Zelliiberleben, Apoptose und Proliferation,
spielen MEF2 Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle bei Stressantworten
sowie Remodeling-Programmen, z. B. beim Ausbilden der kardialen Hypertrophie oder

bei der Fiber-Typ Auspragung im Herz- und Skelettmuskel ™",

1.3.4.4 Regulation der Calcineurin-Aktivitat durch interagierende Proteine
Die PP2B  Phosphatase-Aktivitat wird in  vivo  durch  verschiedene

PP2B-Bindungsproteine gesteuert ‘0>112,

Es werden 3 Hauptgruppen von
PP2B-interagierenden Proteinen unterschieden: 1. multifunktionale Calcineurin-
Inhibitoren wie CAIN (calcineurin inhibitor; CABIN1), oder CHP (calcineurin
homologous protein). 2. Duale Regulatoren zeigen inhibierende oder stimulierende
Effekte auf PP2B wie RCANL1 (regulator of calcineurin), auch bekannt unter den
Namen MCIP1 oder Calcipressinl.

3. Proteinkinase A-Ankerprotein (A kinase anchoring proteins, AKAP) wie AKAP79
oder FKBP12 verbinden PP2B mit anderen Signalproteinen oder subzelluldren

Strukturen.

1. Calcineurin-Inhibitor CAIN
Das in hoheren Eukaryoten ubiquitar exprimierte 240 kDa Phosphoprotein CAIN wurde
durch Hefe-Dihybrid-Sichtung einer Maus-T-Zell-cDNA-Bibliothek identifiziert 144>,
Lai et al. zeigten eine direkte Interaktion von CAIN mit PP2B in vitro und in vivo **.
Durch CAIN-Mutationsanalysen konnte eine hoch basische aus 38 Aminoséuren
bestehende PP2B-Bindungsregion von CAIN identifiziert werden. CAIN interagiert
direkt, als nicht-kompetetiver Inhibitor, mit dem C-Terminus von PP2B %2 Eine
Interaktion von PP2B/CAIN verhindert z. B. die IL-2-Expression sowie die

NFAT-Dephosphorylierung %,

Eine  Regulation des PP2B-abhangigen
MEF2-Signalweges wird durch CAIN reguliert %**1%° Des Weiteren wurde eine

Kolokalisation von PP2B und CAIN im Hirn und Lebergewebe nachgewiesen **.
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2. Dualer Calcineurin-Regulator RCAN1
Der, von Hefe bis Mensch hochkonservierte PP2B Regulator RCANL, spielt eine
essentielle Rolle bei der PP2B-Signalgebung in der Zelle *'*. RCAN1 wird im Herzen,
Muskel und Hirn exprimiert. Eine Uberexpression von RCAN1 konnte bei
Alzheimerkranken oder Patienten mit Down-Syndrom beobachtet werden °0%%7,
RCANL1, ein negativer PP2B-Feedback-Regulator, wirkt auf PP2B bei niedrigen
Konzentrationen stimulierend und bei hohen Konzentrationen inhibierend °%'*%, Die
Expression von RCAN1 wird durch PP2B reguliert, da RCAN1 einen alternativen
Promotor, mit einem Cluster aus 15 NFAT-Konsensussequenzen flr die Bindung des
durch PP2B aktivierten Transkriptionsfaktors NFAT, besitzt. Die Bindung von RCAN1
an PP2B wird aufRerdem durch verschiedene Phosphorylierungsstadien von RCAN1
gesteuert und weist auf ein Zusammenspiel von PP2B mit verschiedenen Signalwegen

(MAPK) vermittelt durch RCAN1 hin *°1°.

1.3.5 Pathophysiologische Calcineurin Wirkungen
In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von in vitro und in vivo Studien durchgefihrt,
in denen ein Zusammenhang der Aktivierung des PP2B/NFAT-Signalweges und

" In der Mehrzahl dieser Studien konnte das

Herzhypertrophie untersucht wurden
Ausbilden der Kkardialen Hypertrophie durch pharmakologische Inhibitoren,
Cyclosporin A (CyP-CsA) und Takrolimus (FKBP12-FK506), reduziert oder verhindert
werden 77,86,106,137.

Molkentin et al. verifizierten 1998 einen direkten Zusammenhang zwischen der
Aktivierung von PP2B/NFAT und der Entstehung von Kkardialer Hypertrophie,
hervorgerufen durch hypertrophe Stimuli wie Angll und Phenylephrin. Uber eine
Aktivierung des PP2B/NFAT-Signalweges wurde die Hypertrophie-Antwort stimuliert.
In vivo flhrte eine konstitutive Expression von Calcineurin und NFAT im Méauseherzen
zu einer massiven Herzhypertrophie, die durch Blockade von PP2B mittels
Cyclosporin A (CyP-CsA) und Takrolimus (FKBP12-FK506) inhibiert werden konnte
86.

Eine signifikant verminderte kardiale Hypertrophie konnte durch Uberexpression von
PP2B-interagierenden Proteinen wie CAIN, AKAP79, RCAN1 (MCIP1) sowie bei
adenoviraler rekombinanter Expression dieser Konstrukte verifiziert werden ’’. Eine
adenovirale Expression von CAIN in neonatalen Kardiomyocyten sowie CAIN

137,161

Uberexpression in transgenen Mausen verminderte die PP2B-Aktivitit , wodurch
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die IL-2 Expression sowie die NFAT-Dephosphorylierung verringert wurden ***. Eine
Vielzahl ~ von  Funktionsverlust-Studien  (loss-of-function)  bestatigte  eine
PP2B-Aktivierung bei der Ausbildung von Herzhypertrophie .

CnA-B-/- Nullmduse wiesen eine um 12% verringerte HerzgroRe sowie eine
verminderte Hypertrophie-Antwort nach hypertrophem Stimulus, z. B. durch Ang Il

oder Isoprenalin, auf '

. Lim et al. zeigten, dass Sparque-Dawley Ratten bei
Uberdruckbelastung eine Hypertrophie entwickeln, die mit einer erhohten
PP2B-Aktivitat und einem erhéhten CnA-Proteingehalt einhergeht. Durch Gabe von
Cyclosporin A (CyP-CsA) konnte die Entstehung der Hypertrophie verhindert werden
163 Ritter et al. detektieren eine erhéhte PP2B/NFAT-AKktivitat bei Kardiomyopathie
und Aorteninsuffizienz ***. Wilkins et al. verifizierten 2003 einen PP2B-vermittelten
Effekt ber den Transkriptionsfaktor NFATc3 auf die kardiale Hypertrophie, der in
NFATc3-/- Nullmausen nicht beobachtet werden konnte **°. Der PP2BA-B Promotor
von Mausen, besitzt putative NFAT- sowie GATA4-Bindestellen und konnte in
kultivierten Herzmyocyten (in vitro) nach hypertrophen Stimuli sowie durch
konstitutive Expression von CnA, NFAT oder GATA4 in transgenen Mé&usen (in vivo)
stark aktiviert werden .

Die zunehmend bedeutende Rolle des PP2B/NFAT-Signalweges im Rahmen der
kardiovaskularen Pathophysiologie wurde in den letzten Jahren erkannt """9%
PP2B/NFAT sind Dbeteiligt an Gefa-Remodeling, Gefal-Proliferation und
GefaR-Alterung sowie Hochregulation von inflammatorischen Regulatoren wie
RANTES oder Osteopontin 8. Diese charakteristischen Merkmale werden auch bei
der MR-induzierten Vaskulopathie, charakterisiert durch parainflammatorische
Veranderungen z. B. bei gestdrter ROS-Homdostase, beobachtet . Aus diesem Grund
ist ein Zusammenspiel von MR und PP2B bei der Ausbildung von kardiovaskuléren
Erkrankungen vorstellbar. Der molekulare Mechanismus, welcher der Wechselwirkung
von MR und PP2B bei der Entstehung von pathophysiologischen Effekten zu Grunde

liegt, ist nur gering verstanden und Gegenstand gegenwartiger Untersuchungen "2,
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1.4 Zielstellung der Arbeit

Analyse des Mineralokortikoid-Rezeptor-Calcineurin-Signalnetzwerkes
Neben seiner klassischen Wirkung in epithelialen Geweben, vermittelt der MR
zusatzlich seine transkriptionelle Aktivitat (ber die Phosphatase PP2B, in dem er
nicht-genotrop  wirkt und mit  zytosolischen  Signalkaskaden wie  der
CAMP/CREB-Signalkaskade in Wechselwirkung tritt  "°.  Auf die basale
CRE-Transkriptionsaktivitat hat der MR keinen Einfluss. Eine Stimulation der
CAMP/CREB-Signalkaskade mit Forskolin und gleichzeitige MR-Aktivierung mit
Aldosteron fihrt zu einer Inhibierung der CRE-SEAP-Transkriptionsaktivitat bei
gleichzeitiger Abnahme der CREB-Phosphorylierung. Die Inhibierung der
CAMP/CREB-Signalkaskade durch den aktivierten MR ist HSP90- und PP2B-abhéngig
und geht mit einer Erhéhung der PP2B-Aktivitat einher. Eine verdnderte
CRE-Transkriptionsaktivitat wird, weder durch eine veranderte cAMP-Konzentration,
noch durch eine Verinderung der Calcium-Konzentration, hervorgerufen. Der GR
zeigt, im Vergleich zum MR, keinen Einfluss auf die Forskolin-stimulierte
CRE-SEAP-Transkriptionsaktivitat. Aus diesem Grund wurde das
MR/PP2B-Signalnetzwerk im heterologen Expressionssystem, unter Verwendung der
HEK293-Zellen, untersucht. HEK293-Zellen exprimieren keinen MR und bieten die
Maoglichkeit zwischen MR- und GR-induzierten Effekten zu unterscheiden. AuRerdem
besitzen HEK293-Zellen keinen [B-Adrenorezeptor, exprimieren aber die
downstream-Komponenten des cAMP/CREB-Signalweges *’ (Abb. 1.7). Der
inhibierende Effekt von Aldosteron/MR auf die CRE-Transkriptionsaktivitat wurde
auch in OK- und VSMC-Zellen gefunden .

Weitestgehend sollte im Rahmen dieser Arbeit eine Analyse des molekularen
Mechanismus der pathophysiologischen Aldosteron/MR-Wirkung unter mdglicher
Beteiligung von PP2B an der MR-induzierten Regulation der Transkription Uber
verschiedene Signalwege wie cAMP/CREB- sowie NFAT - und MEF2-Signalweg
untersucht werden (Abb. 1.7). Anhand von siRNA-Experimenten sollte aufgeklart
werden, welche der beiden katalytischen Calcineurin-Isoformen, PP2BA-a- und/oder
PP2BA-f, die spezifischen MR-Effekte vermittelt.
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Einleitung
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Abb. 1.7: Modell einer moglichen Wechselwirkung von MR und PP2B mit zytosolischen
Signalkaskaden = (CREB/MEF2/NFAT) in HEK293-Zellen im Rahmen der
pathophysiologischen Aldosteron-Wirkung

HEK293-Zellen exprimieren die downstream-Komponenten des cAMP/CREB-Signalweges ',
der durch Forskolin stimuliert werden kann und die Expression von CRE-abhdngigen Genen
aktiviert. PP2B dephosphoryliert die Transkriptionsfaktoren CREB, NFAT und MEF2 und
steuert somit die Expression von Genen ">%° Fir die Analyse des cAMP/CREB-Signalweges
in HEK293-Zellen missen diese mit humanem MR transfiziert werden, da HEK293-Zellen
keinen MR exprimieren. AC: Adenylat-Zyklase; CREB: cAMP response element binding
protein; PKA: Proteinkinase A; MEF2: myocyte enhancer factor 2; NFAT: nuclear factor of
activated T cells; P: Phosphat-Rest; CRE: cAMP-response element; Cyclosporin A bildet mit
Immunophilin  CyP und Calcineurin (PP2B) einen terndren Komplex aus; MR:
Mineralokortikoid-Rezeptor.
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2. Material & Methoden

2.1. Chemikalien

Verwendete Chemikalien wurden von der Firma Sigma Aldrich bezogen, mit Ausnahme

der verwendeten SiRNA und des Transfektionsreagenz DharmaFECT 1 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA).

2.1.1 Losungen und Puffer

Tab. 2.1: Haufig verwendete Lésungen und Puffer

Ldsung Zusammensetzung

PBS 13,7 mM NaCl; 0,27 mM KCI; 0,81 mM Na,HPO, x 2 H,0; 0,15 mM KH,PO,
10 x TBS 170 nM Tris-HCI; 30 mM Trizma Base; 1,4 M NaCl; pH 7,6

TBS/Tween 20 20 mM Tris; 140 mM NacCl; 0,05% Tween 20

Laufpuffer 25 mM Trizma Base; 3,5 mM SDS, 22,7 mM Glycin

Transferpuffer 25 mM Trizma Base; 192 mM Glycin; 20% Methanol; H,0

Ponceau-S-Ldsung

30% Ponceau-S-Farbstoff; 30% TCA; 30% Sulfosalicylsdure

CST-Lysispuffer

20 mM Tris-Base, pH 7,5; 150 mM NaCl, 1% Triton X-100; Protease-Inhibitor-
Cocktail; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1mM Natrium-Orthovanadat; 0,7 mM
Natrium-Pyrophosphat, 1 mM B-Glycerolphosphat

Laemmli-Puffer

0,5 mM Tris-HCI, pH 6; 4% SDS; 10% 2-Mercaptoethanol; 20% Glycerol; 0,01%
Bromphenolblau

10 x TAE 0,4 M Tris; 0,5 M EDTA, pH 8.0; 11,5 mM Eisessig-Essigsaure

10 x TBE 0,9 M Trizma Base; 0,9 M Borséaure; 20 mM EDTA

Elutionspuffer 10 mM Tris pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8; 50 mM NaCl

Ladepuffer 20% Ficoll 400; 0,1 M EDTA pH 8,0; 1% SDS; 0,25% (w/v) Bromphenolblau
SEAP-Puffer 60 mM L-Homoarginin; 3 mM MgCl,; 0,2 mM ZnCl,; 100 mM Tris-HCI (pH 9.3)
MOPS-Puffer 20 mM MOPS + 0.1% Triton-X-100; pH 7.4

Cleavage Puffer

NaH,PO, x H,0O (55,2 g/l); Na,HPO, x 2 H,0 (106,8 g/l); KCL (7,4 g/l); MgSO,4 x
7 H,0 (2,4 g/l)

Paraformaldehyd
4%

1,33 M Paraformaldehyd in PBS; pH 7,4 auf 65 °C erhitzen, mit NaOH versetzen
bis klare Ldsung entsteht

Stop-Puffer

1 M Na,CO0;

2.2. Bakterienkultivierung

2.2.1. Escherichia coli

Fur Plasmid-Amplifizierungen und -Praparationen wurde der E. coli-Stamm TOP10 der

Firma Invitrogen verwendet. Die Anzucht erfolgte Gber Nacht bei 37 °C in Lauria
Bertani (LB)-Medium (Tab. 2.2). Die Né&hrplatten wurden mit 1,5% (w/v) Bacto-Agar
hergestellt. Eine Selektion fir ein bestimmtes Plasmid erfolgte durch Verwendung eines
Antibiotikums, das dem LB-Medium beigefiuigt wurde (Tab. 2.3).
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Tab. 2.2: Nahrmedien fur E. coli

Nahrmedium

Luria Bertani (LB)-Medium 1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Bacto-Hefe-Extrakt, 1% (w/v) NaCl; pH
7,5

S.0.C. (Super optional | 2% (w/v) Bakto-Trypton; 0,5% (w/v) Bakto-Hefe-Extrakt; 0,05% (w/v) NaCl;
computing Broth)-Medium 20 mM Glucose

Tab. 2.3: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Konzentration
Ampicilin 60 mg/l
Kanamycin 5 mg/l

2.2.2 Dauerhafte Lagerung von Bakterien
Nach der Anzucht des E. coli-Stammes in Flissigkultur wurden 850 pl Kultur und
150 pl Glycerin (99%) gemischt und bei - 80 °C gelagert.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Humane embryonaleNierenzellen - HEK293-Zellen

HEK293-Zellen (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) wurden in
serumhaltigem DMEM/HamF12-Medium mit stabilem Gluthamin und 10% FCS (PAA
Laboratories) in 60 cm? -Schalen bei 37 °C und 5% CO, in feuchter Atmosphére im
Brutschrank (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) kultiviert. HEK293-Zellen
wachsen adhérent, lassen sich gut transfizieren und besitzen morphologisch
Fibroblasten-ahnliche Eigenschaften '®®. Eine Subkultivierung der HEK293-Zellen
erfolgte je nach Wachstumsgeschwindigkeit 1-2x wdchentlich. Die Zellen wurden mit
EDTA-LGsung (0,7 mM) fir ca. 5 min und anschlieRend mit Trypsin-Ldsung (0,1%)
pro 60 cm?Schale inkubiert bis die Zellen sich leicht vom Boden der Schale ablésten.
Die Zellen wurden in 10 ml serumhaltigem DMEM/HamF12-Medium aufgenommen
und die Zellzahl mittels eines Zellmessgerates (CASY-Zellzahler, Innovatis AG,
Reutlingen) bestimmt. Die Aussaat der Zellen erfolgte mit einer Dichte von 3-5*10°
Zellen/cm? (reine Kultivierung), 1,5-2,5%10° Zellen/cm? (6 well Platten), 1,5%10°
Zellen/cm? (24 well Platten).

24 h vor Beginn der Experimente wurden die Zellen mit serumfreien Medium ruhig
gestellt, um das Wachstum der Zellen zu synchronisieren und Einflisse, die den
Grundstoffwechsel der Zellen, z. B. durch Hormone beeinflussen konnten, zu

vermeiden.
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2.3.2 Einfrieren und Auftauen von HEK?293-Zellen
Einfrieren: HEK293-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70 % eingefroren. Hierfur
wurden die Zellen trypsiniert (siehe 2.3.1) und bei 400 x g zentrifugiert (HERAEUS
FRESCO 17, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Das Pellet wurde in
serumhaltigem DMEM-HamF12. 1*10° Zellen wurden mit 500 pl Einfriermedium
(55% DMEM-HamF12, 30% DMSO, 15% FCS) versetzt, in Kryo-Roéhrchen uberfuhrt
und uber Nacht in einer Kryo-Box auf -80 °C abgekuhlt. Die Lagerung der Zellen

Material & Methoden

erfolgte in einem fllissigen Stickstoff-Versorgungssystem (Thaylor-Wharton Germany).

Auftauen: Ein schnelles Auftauen der Zellen erfolgte bei 37 °C mit anschlieRender

Aufnahme in 10 ml vorgewdrmtes serumhaltiges DMEM/HamF12-Medium. Die

Kultivierung von HEK293-Zellen erfolgte in 60 cm? -Schalen bei 37 °C und 5% CO5.

2.4 Plasmide

Tab. 2.4: Haufig verwendete Plasmide

Plasmid Protein Resistenz Referenz

pDsRed2-N1 RFP Kan/Neo BD Clontech

pMR-DsRed2-N1 MR-RFP Kan/Neo S

pPEGFP-C1 eGFP Kan/Neo BD Clontech

pEGFP-C1-hMR eGFP-MR Kan/Neo 169

und

trunkierteMR Varianten

pEGFP-MR “PFF

pEGFP-MR PFF

pEGFP-C1-hGR eGFP-GR Kan/Neo S

pSEAP basic SEAP Amp BD Clontech

pCRE-SEAP SEAP Amp 17017

pNFAT-SEAP SEAP Amp 17017

pMEF2-SEAP SEAP Amp 3.3.2.1

pcDNA3.1His-Lacz R-Galactosidase Amp Invitrogen,
Karlsruhe

Die Vektorkarten befinden sich im Anhang.
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2.4.1 Transfektion von Plasmid-DNA in humane Zellen

Fur eine Transfektion von HEK293-Zellen wurde das Transfektionsreagenz Polyfect der
Firma Qiagen verwendet. Das verwendete Volumen an Polyfect war abhangig von der
verwendeten Plasmidkonzentration. Es wurde ein Verhaltnis von 1:10 Plasmid-DNA zu
Polyfect in 100 pl serumfreien Medium eingesetzt. Das Gemisch wurde 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. HEK293-Zellen einer 10 cm?-Schale wurden mit 1 ml
frischem serumfreien Medium tberschichtet. 600 pl serumfreies Medium wurde dem
Transfektionsansatz zugegeben, gut gemischt und auf die Zellen gegeben. Anschlielend
erfolgt eine Inkubation der Zellen bei 37 °C und 5% CO,. 24 h nach Transfektion wurde

frisches serumfreies Medium auf die Zellen gegeben.

2.4.2 Transfektion von siRNA in humane Zellen

siRNAs sind kleine 19-21 Nukleotid lange doppelstrangige RNA-Molekiile mit einem
2 Nukleotid 3¢-Uberhang, die an sogenannte ,,seed“-Regionen im 3 UTR von mRNAs
binden und somit eine sequenzspezifische Degradation der mRNA einleiten oder den
RNA-induced silencing complex (RISC) aktivieren, wodurch eine Translation dieser

markierten mRNA nicht mehr méglich ist *2

. Haufig treten ,,off-target““-Effekte auf, bei
denen unbeabsichtigt und unvorhergesehen Transkripte herunterreguliert werden, die
nur eine geringe Sequenzkompatibilitit zur ,seed“-Region der SiRNA besitzen.
Aufgrund von speziellen Modifikationsmustern an sense- und antisense-Strang der in
dieser Arbeit verwendeten SiRNAs der Firma Dharmacon wird ein solches
unerwinschtes Herunterregulieren von Genen durch ,off-target*-Effekte verhindert
173174 Der verwendete Pool an siRNAs (Tab. 2.5) bindet spezifisch in der kodierenden
Region der Ziel-mRNA. Fur die Herunterregulation von PP2BA-a und PP2BA-f wurde
ein ON-TARGETplus SMARTpool an siRNAs von Dharmacon (Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA) (Tab 2.5) verwendet.

Tab. 2.5: Sequenzen der verwendeten siRNAs

ON-TARGETplus Zielsequenz
SMARTpool siRNA
PP2BA-a

-GCAAAGCGCUACUGUUGAG-3’
-GGUGAAAGCUGUUCCAUUU-3’
-CAACAAGGCUCUCACCUCA-3’

-GAACAAGAUCCGAGCAAUA-3’
-GCGCUUAGAAUUAUCAAUG-3’
-UGACAUCCAUGGCCAAUUU-3’
-UAGUAUAGAGUGUGUCUUA-3’
-GCAGACACCUUACUGAAUA-3’

PP2BA-p

W L D D D D
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Als Kontrolle wurden die Zellen mit ,,scrambled“-sSiRNA (ON-TARGETplus control-
siRNA) transfiziert. Diese scrambled-siRNA besitzt keine Homologie zu einem
bekannten humanen Gen und hat keinen Einfluss auf die humane Genexpression. Die
Transfektion der Zellen erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die verwendete siRNA
wurde in sterilem Wasser gelost und fir 30 min bei Raumtemperatur schiittelnd
inkubiert.

Es wurden 1,5-2,5 x 10° Zellen/cm? in einer 6-Well Platte angesit und bei einer
optimalen Konfluenz von 80-90% transfiziert. Flr die Transfektion wurde die siRNA
(Stammldsung 2 uM) in serumfreien Medium verdinnt sowie das Transfektionsreagenz
DharmaFECT1 1:25 mit serumfreien Medium versetzt und fir 5 min inkubiert.
AnschlieRend wurden beide Ansétze (SIRNA und Transfektionsreagenz) vereinigt und
fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Transfektionsansatz (100 nM SiRNA-
Endkonzentration) wurde mit serumhaltigen Medium (2 ml/Well) aufgefiillt und auf die
Zellen gegeben. Danach erfolgte eine Inkubation der Zellen fiir 96 h (120 h, 144 h) bei
37 °C und 5% CO,. Fur die Titrationsreihe wurden die Zellen mit SiRNA-
Konzentrationen von 50 nM, 100 nM und 200 nM transfiziert.

Das siRNA-Transfektionsprotokoll wurde fiir die SEAP-Reportergen-Assays (siehe 2.9)
entsprechend auf das 24-Well Platten (2 cm*Well) angepasst.
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2.5. Molekularbiologisches Arbeiten mit RNA

2.5.1 Isolieren von RNA

Die RNA-Isolation aus HEK293-Zellen wurde nach einem Waschschritt mit 1 x PBS
unter Verwendung des InviTrap® Spin Tissue RNA Mini Kit (Invitek, Berlin) geman
Herstellerangaben isoliert. Die RNA wurde in 30 pl sterilen Wassers eluiert und bei -
80 °C gelagert.

2.5.2 Bestimmen von RNA- bzw. DNA-Konzentrationen

Eine Quantifizierung der RNA- und DNA-Proben erfolgte mittels NanoVue-
Spektrometer  (GE  Healthcare, = Buckinghamshire,  GrofRbritannien)  durch
Absorptionsbestimmung bei einer UV-Absorption von 260 nm und 280 nm. Der
Absorptionsquotient Azsonm/Azsonm 18sst eine Aussage tber die RNA-Qualitat zu, wobei
der optimale Quotient bei 2,0 liegt. Eine Absorption von 1 bei Azsonm entspricht einer

RNA-Konzentration von 40 pug/ml sowie einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml.

2.6 Molekularbiologisches Arbeiten mit DNA

2.6.1 Isolieren von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde aus einer E. coli-Flussigkultur unter Verwendung des Miniprep
Kit der Firma Qiagen Uber eine Silika-Matrix-Saule isoliert. Die Plasmid-Préparation
erfolge gemaR Herstellerangaben. Die Plasmid-DNA wurde mit 50 pl Wasser eluiert
und die DNA-Konzentration bestimmt (siehe 2.5.2)

2.6.2 Sequenzierung
DNA-Sequenzierungen wurden kommerziell durch die Eurofin MWG Operon
(Ebersberg, Deutschland) durchgefihrt.

2.6.3 Primer-Design

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofin MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) bezogen und der vom National Center for Biotechnology Information
(NCBI, www.ncbi.nim.nih.gov/) stammenden Gensequenzen unter Verwendung des
NCBI-Programmes Primer3 (Version 4.0) erzeugt. Alle Primerpaare wurden Intron-
spannend gewahlt. Somit konnte bei der Primeretablierung mittels Gradienten-PCR
(siehe 2.6.4), genomische Verunreinigungen der entstehenden PCR-Produkte, aufgrund

von amplifizierten Introns, durch unterschiedliche Produktgrofien bei der Agarose-
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Gelelektrophorese (siehe 2.6.5) unterschieden werden. Es wurden nur Primerpaare

verwendet, denen eindeutig ein spezifisches Amplifizierungsprodukt bei entsprechender

Anlagerungstemperatur (Ta) zugeordnet werden konnten (Tab 2.6).

Tab. 2.6: Verwendete Oligonukleotide in Real-Time PCR

Genname Primersequenz Reaktions- Genbank-
bedingungen Nummer

PP2BA-a sense: Ta: 57 °C 5530
5’-CCGGCTTACAGCAAAAGAAG-3’ Elongationszeit: 30 sec
antisense: Zyklen: 40
5’-CATGAATGTCCCCACAAACA-3’ Produktgréfe: 197 bp

PP2BA-B sense: Ta: 57 °C 5532
5’-CAACCATGAATGCAGACACC-3’ Elongationszeit: 30 sec
antisense: Zyklen: 40
5’-TGGTGAAAGTCCACCATGAA-3’ Produktgrofe: 166 bp

CAIN sense: Ta:57°C 23523
5’-CAGACCAAACTGGAAAGC-3’ Elongationszeit: 30 sec
antisense: Zyklen: 40
5’-TTCAGGTAGCGCATCATCAG-3’ Produktgréfe: 157 bp

RCAN1 sense: Ta: 57 °C 1827
5’-CCAGTGGGATGGAAACAAGT-3’ Elongationszeit: 30 sec
antisense: Zyklen: 40
5’-GGCCTCCTGGTCTGGATAAT-3’ Produktgrofe: 285 bp

18S sense: Ta:57°C 10008588
5’-CTCAACACGGGAAACCTCAC-3 Elongationszeit: 30 sec
antisense: Zyklen: 30
5> CGGACATCTAAGGGCATCAC-3’ Produktgréfie:268 bp

eNOS sense: Ta:60°C 4846
5’-TCTGCGGCGATGTCACTATGGC-3’ | Elongationszeit: 20 sec
antisense: Zyklen: 50
5’-TGCGTATGCGGCTTGTCACCTC-3" | ProduktgroBe: 186 bp

2.6.4 Reverse Transkriptionsreaktion

Die Reverse Transkription (RT) ist eine Methode, bei der RNA durch RNA-abhéangige
DNA-Polymerasen in cDNA umgeschrieben wird. Diese cDNA wird dann als Template

flir eine PCR eingesetzt.
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Nach jeder RNA-Isolierung (siehe 2.5.1) wurde ein DNase-Verdau durchgefiihrt, um
eventuelle genomische DNA-Verunreinigungen der Proben zu entfernen. Der DNase-
Verdau wurde wie folgt durchgefiihrt:

DNase-Verdau Ansatz: (Firma MBI Fermentas, USA)

RNA 1 pg/ul
10 x DNase Puffer 1 pl
DNase 1l
Aqua ad 8 ul

Die Proben wurden im Thermocycler (Biometra, Goéttingen) fir 10 min bei 37 °C,
10 min bei 75 °C inkubiert und anschlieBend auf 4 °C heruntergekihlt. Zuletzt wurde
jeder Probe 4 pl Wasser zugesetzt.

Die RT-Reaktion wurde mit dem SuperScript™ One-Step RT-PCR Kit (Invitrogen,
Karlsruhe) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Fir die cDNA-Synthese
wurden zwei Reaktionsansatze mit jeweils gleichen RNA-Konzentrationen (1 pg/pl)
verwendet. Es wurde jedoch nur ein Ansatz mit Reverser Transkriptase
(Positivkontrolle) versetzt. Der zweite Ansatz ohne Reverse Transkriptase
(Negativkontrolle) wurde mitgefuhrt, um eventuelle unspezifische Genamplifikationen,

aufgrund von DNA-Kontaminationen zu erkennen bzw. ausschlief3en zu kénnen.

Folgender Standardansatz wurde fiir RT-Reaktionen verwendet:

Komponente Stamm- Menge Endkonzentration
Losung
First Strand Puffer 5x 4 ul 1x
DTT 100 mM 0,25 pl 1mM
dNTPs 10 mM 1l 0,4 mM
RnaseOut 0,5 ul 40 U/ml
Random Primer 0,3M 0,67 ul 8 mM
Reverse Transkriptase +0,25 pl +200 U/ml
Aqua ad. 18 pl
Template 1 pg/ul 7 ul 80 ng
Gesamt 25 ul
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Die Reverse Transkription wurde standardméRig nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt: 25 °C fur 5 min, 42 °C fur 30 min gefolgt von 95 °C fir 5 min
anschlieBend wurden die Proben auf 4 °C heruntergekhlt.

Nach der RT-Reaktion wurden die Ansatze 1:1 mit Wasser vermischt, bei -80 °C
gelagert und die synthetisierte cDNA weiterfuhrend fir quantitative Real-time PCR

(siehe 2.6.6) verwendet.

2.6.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifizierung von
DNA-Fragmenten durch das Enzym Tag-Polymerase mittels spezifischer
Oligonukleotide. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Temperaturzyklus-Steuergerét
(Biometra, Gottingen) mit beheizbarem Deckel durchgefiihrt. Fir die Primer-
Etablierung wurde eine Gradienten-PCR durchgefihrt. Hierfur wurden parallel mehrere
gleiche PCR-Ansatze unter Nutzung eines Temperaturgradienten (50-70 °C) analysiert.
Nach anschlieRendem  Auftrennen der PCR-Produkte  mittels  Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 2.6.5) konnte aus der Produktgrofle, der sichtbaren
Produktmenge und den  entstandenen  Nebenprodukten  die  optimale
Anlagerungstemperatur (Ta) flr das Oligonukleotidpaar ermittelt werden. Als Template
wurde cDNA, die mittels Reverser Transkription (siehe 2.5.3) hergestellt wurde,

verwendet.

Folgender Standardansatz wurde verwendet:

Komponenten Stammldsung Verwendete pl Endkonzentrationen
Template cDNA 1 po/ul 2 80 ng
PCR-Puffer 10x 2,5 1x

dNTPs 10 mM 0,6 240 uM
Oligonukleotid A 10 uM 1 0,4 uM
Oligonukleotid B 10uM 1 0,4 uM
Tag-Polymerase 0,25 1 U/ul

Aqua ad. 25
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Die PCR wurde standardmafig nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 30s
Anlagerung 50-70 °C 30s 40-50 Zyklen
Elongation 72°C 20-30s
Elongation 72 °C 5 min
4°C 0

Die Anlagerungstemperatur (T ), die Elongationszeit sowie die Zahl der Zyklen wurden
an die verwendete Matrizen-DNA und die entsprechenden Oligonukleotidpaare

(Tab. 2.6) angepasst.

2.6.6 Auftrennen von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese
Eine Auftrennung von DNA-Fragmenten hinsichtlich ihrer GréRie erfolgte Uber eine
horizontale Gelelektrophorese unter Verwendung von 1-2%igen (w/v) Agarosegelen
(PeqGold Universal-Agarose, Peglab, Erlangen). Als Laufpuffer diente 0,5 x TAE-
Puffer (Tab. 2.1). DNA-Proben wurden mit 6 x Ladepuffer (Tab. 2.1) vermischt. Als
Langenstandard wurde ein 1 kb L&ngenstandard (1 kb-Leiter, PeglLab, Erlangen)
verwendet. Fur die Elektrophorese wurde eine Spannung von 10 V/cm Gel angelegt.
Die Detektion erfolgte durch nachfolgende Inkubation mit einer Ethidiumbromid-
Losung (1000 x Ethidiumbromid-Stammldsung: 0,5 mg/ml) fir 15 min, gefolgt von
zwei Waschschritten mit destilliertem Wasser a 15 min. Die Banden wurden auf einem
Transilluminator (Biometra, Gottingen) mit UV-Licht bei 355 nm sichtbar gemacht und
mit einer Polaroidkamera oder mittels UV-Transilluminator Image System (Cambride,
UK) fotografiert.
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2.6.7 Quantitative Real-time PCR
Die sogenannte Echtzeit-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode von Nukleinsauren die
auf dem Prinzip der normalen PCR beruht, bei der zusétzlich eine Quantifizierung der
gewonnenen DNA durch einen interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green 1)
moglich wird. Die Fluoreszenz von SYBR Green | steigt bei Bindung an
doppelstrangige DNA um das 1000fache an. Das Fluoreszenzsignal steigt proportional
zur Produktmenge an (Intensitat der Fluoreszenz ~ Amplifikationszyklus). Nach jedem
Amplifikationsschritt wird eine Fluoreszenz-Messung durchgefuhrt. Als sogenannten
Grenzwert C; wird der Wert bezeichnet, bei dem erstmalig ein Fluoreszenzsignal durch
Amplifizierung im Vergleich zum Hintergrundrauschen detektiert werden kann. Die
Quantifizierung des Fluoreszenzsignals erfolgt in der exponentiellen Phase der PCR. Im
Anschluss an die PCR-Reaktion wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Hierbei
wird die DNA kontinuierlich aufgeschmolzen (50°C — 95°C). Jedes Fragment besitzt
eine spezifische Schmelzkurve. Die Temperatur bei der DNA schmilzt, ist abhangig von
der Lange des PCR-Produktes. Molekiile homogener Lange weisen einen einzigen
Warmelbergang auf und somit eine einzige Schmelzkurve. Dies zeigt eine spezifische
Amplifikation eines einzigen PCR-Produktes an. Beim Ubergang der doppelstrangigen
DNA in einzelstrangige DNA wird der Fluoreszenzfarbstoff wieder freigesetzt und eine
Fluoreszenzabnahme registriert. Sind mehrere PCR-Produkte amplifiziert worden, dann
werden mehrere Wéarmeubergange/Schmelzkurven detektiert und eine Auswertung der
Genexpression ist mit diesem Oligonukleotidpaar nicht moglich .
Fur die relative Quantifizierung wird die Expression eines Zielgens auf die Expression
eines Referenzgenes (18S), das homogen und ubiquitdr in der Zelle exprimiert wird,
normalisiert (AA-Ci-Methode). Damit werden Fehler innerhalb der Reversen
Transkription, die Zielgen und Referenzgen innerhalb einer Probe betreffen,
beriicksichtigt *"®.
AC: = C; (Zielgen) — C; (Referenzgen)
AA Ci= AC;(Kontrolle) - AC; (Behandlung)
Ratio =2 4
Jedes Primerpaar (Tab. 2.6) wurde vor Verwendung auf Spezifitat mittels Gradienten-
PCR (siehe 2.6.4) sowie Auftrennung im Agarosegel (siehe 2.6.5) und Bestimmung der
Amplifizierungseffizienz lberprift. Flr jede Probe wurde bei der gRT-PCR eine 3fach
Bestimmung des Ansatzes mit Reverser Transkriptase (Positivkontrolle), eine
Einfachbestimmung des Ansatzes ohne Reverse Transkriptase (Negativkontrolle,
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Identifizierung von genomischer DNA) (siehe 2.5.3) und eine Wasserkontrolle
(Uberprifung auf Primerdimere) durchgefiinrt. Die mRNA-Expression wurde mittels

AAC-Methode ermittelt.

gRT-PCR wurde standardmé&Big nach folgendem Protokoll in einem Gesamtvolumen

von 12,5 ul durchgefiihrt:

Platinium SYBR Green Kit (Invitrogen, Karlsruhe):

Komponenten Stammlésung Verwendete pl Endkonzentrationen
Supermix 2X 6,25 pl 1x

SYBR Green | 0,025 pl

Oligonukleotid A 10 uM 0,5 ul 0,4 mM
Oligonukleotid B 10uM 0,5 ul 0,4 mM
Template RT-Reaktion 1 pg/ul 2l 0-40 ng

Aqua ad. 12,5 ul

Die gRT-PCR wurde standardmaRig nach folgendem Protokoll mittels Stratagene Mx
3005P™ System durchgefiihrt:

95°C 15 min

95°C 30 sec

X Tac°C 20-30 sec 40-50 Zyklen
72 °C 30 sec

Schmelzkurve

95 °C Imin

XTa°C 30 sec

95°C 30 sec

Die Anlagerungstemperatur X Ta, wie in Tab. 2.6 unter 2.6.3 angegeben, wurde fur

jedes Primerpaar, individuell gewahlt.

2.6.8 Aufreinigung und Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten fir die Herstellung von Plasmiden wurden die
entsprechenden Proben mit einem 0,5-2%igen Agarosegel (w/v) aufgetrennt, durch
Ethidiumbromid-Farbung (siehe 2.6.5) auf einem Transilluminator (Biometra,
Gottingen) sichtbar gemacht, mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und

anschlielend mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) extrahiert.
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2.6.9 Herstellung eines pMEF2-SEAP-Plasmides

Mittels Oligohybridisierung der

MEF2-Konsensussequenz  (siehe 2.6.8.1) und

anschlieBender Ligation des Oligohypridisierungsproduktes in pSEAP-basic (Tab. 2.4,
siehe Ligation 2.6.12) wurde ein pMEF2-SEAP-Plasmid konstruiert.

2.6.9.1 Oligohybridisierung

Fur die Oligohybridisierung wurden zwei MEF2-Oligonukleotide verwendet, die eine

dreifache Wiederholung der MEF2-Konsensussequenz enthalten (Tab. 2.7), um ein

Signalverstarkung im jeweiligen MEF2-SEAP-Reportergen-Assay zu erreichen. Die

zweite Wiederholung der MEF2-Konsensussequenz ist spiegelverkehrt eingebaut.

Tab. 2.7: Verwendete Oligonukleotide fur Oligohybridisierung

MEF2-Konsensus- Firma

Sequenz CTAGCGCTCTAAAAATAACCCT

(SABioscience,

Qiagen)

MEF2 sense CCTAGCGCTCTAAAAATAACCCTCTAGCGCTCTAAAAAT Eurofins

(68 bp) AACCCTCTAGCGCTCTAAAAATAACCCTG MWG Operon
(Ebersberg)

MEF2 antisense
(75 bp)

CATGGATCGCGAGATTTTTATTGGGAGATCGCGAGATTT
TTATTGGGAGATCGCGAGATTTTTATTGGGACGATC

Folgender 2-fach Ansatz wurde verwendet:

MEF2-sense (unverdinnt) 5ul
MEF2-antisense (unverdunnt) 5ul
NEB-Puffer 3 5ul
Agua ad 35 ul

Der Oligohybridisierungsansatz wurde fir 5 min auf 95 °C erhitzt, anschlieRend

langsam uber 2-3 h auf Raumtemperatur abgekihlt und Gber Nacht bei -20 °C gelagert.

AnschlieBend erfolgte eine Auftrennung des Oligohybridisierungsproduktes Uber ein
10%iges PAGE-Gel (siehe 2.6.9).
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2.6.10 Auftrennen und Isolieren von DNA-Fragmenten mittels PAGE-
Gelelektrophorese

Der Oligohybridisierungsansatz wurde aufgeteilt und jeweils 5 pl pro Tasche des
10%igen PAGE-Gels (Tab. 2.8) beladen und fir 30 min bei 180 V (oder 40 min bei 140
V) aufgetrennt.

Tab. 2.8: Zusammensetzung des PAGE-Gels

Konzentration: 10% Volumen
1x TBE 6 ml
40% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 2ml
10% APS 100 pl
TEMED 10 pl

Anschliefend wurde das PAGE-Gel mit Ethidiumbromid fir 10 min inkubiert, fur
15 min in Wasser gewaschen und mittels UV-Licht (Transilluminator, Biometra,
Gottingen) die Bande der richtigen GroRe sichtbar gemacht und ausgeschnitten.
Gelstiicke wurden in einem Reaktionsgefal mit dem Skalpell zerkleinert und 100 pl
Elutionspuffer (Tab. 2.1) bei Raumtemperatur fir 4-8 h oder tber Nacht inkubiert. Die
Gelfragmente wurden 1 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
ReaktionsgefaR Uberflhrt. Die Gelfragmente wurden ein zweites Mal zentrifugiert und
die Uberstande vereinigt. AnschlieRend wurde die DNA aus dem Uberstand gefallt
(siehe 2.6.10).

2.6.11 DNA-Fallung

Zur lIsolierung von DNA (siehe 2.6.9) wurde der aus dem PAGE-Gel gewonnene
Uberstand mit 1:10 3 M Natriumacetat (pH 5,2) gemischt und das 2,5-faches Volumen
100% eiskalten Ethanols (500 pl) zum Ausféllen der DNA hinzugegeben (1h - (ber
Nacht). AnschlieRend wurde bei 16200 x g fur 15 min, 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert (16200 x g fiir 15 min, 4 °C), der Uberstand abgenommen und das Pellet
im Heizblock bei 37 °C getrocknet. Die DNA wurde in 20 pl sterilen Wassers

aufgenommen.
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2.6.12 Spezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen  sind  Enzyme, die einen  DNA-Doppelstrang
sequenzspezifisch spalten. Pro 1 pug DNA wurde 1 U Restriktionsendonuklase (MBI
Fermentas, USA) mit dem zugehdrigen Puffer verwendet. Die Reaktionsansatze (50 pl)
wurden bei 37 °C im Thermocycler (Biometra, Goéttingen) 1-3 h inkubiert (siehe
2.6.12).

2.6.13 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur eine Ligation des durch Oligohybridisierung gewonnenen MEF2-DNA-Fragmentes
in den SEAP-basic (Tab. 2.4; Tab. 2.7) erfolgte eine Linearisierung des Vektors mittels
Restiktionsendonukleasen.

Ansatz des Restriktionsverdaus:

pSEAP-basic 2 ug
Kpnl 2 ul
Nhel 2 ul
NEB-Puffer 1 5 pl
Aqua ad 50 pl

Die verwendeten Enzyme wurden so ausgewdhlt, dass das Oligohybridisierungsprodukt
mit seinen sticky ends in richtiger Orientierung in den pSEAP-basic kloniert werden
konnte. Der Restriktionsansatz wurde durch ein 1%iges Agarosegel (w/v) aufgetrennt
(sieche 2.6.5) und der linearisierte SEAP-basic durch Gel-Extraktion (Qiaquick
Gelextraktion Kit) isoliert. AnschlieRend erfolgte eine Ligation des MEF2-DNA-
Fragmentes mit dem linearisierten SEAP-basic (Inkubationszeit von 72 h).

Ligationsansatz bei 14 °C (Thermoblock, Biometra, Gottingen):
pSEAP-basic 47 ng

T4-DNA-Ligase 1pl

T4-DNA-Ligase-Puffer 1pl

MEF2-DNA-Fragment 2,25 ng

Agqua ad 10 pl
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2.6.14 Chemische Transformation von E.coli

50 pl chemisch kompetente E.coli ToplO-Zellen (One Shot Competent Cells,
Invitrogen, Karlsruhe) wurden mit 5 pl des Ligationsansatzes (siehe 2.6.12)
transformiert. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis, dann fir 30 sec bei 42°C
(Hitzeschock) und anschlieBend auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 250 ul
S.0.C.-Medium (Tab. 2.2) erfolgte eine Inkubation flr eine Stunde bei 37 °C. Die
Selektion positiver Klone erfolgte auf LB-Agar-Platten mit Ampicilin (Tab. 2.3) und
Tab. 2.4) und Inkubation bei 37 °C ber Nacht. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA
isoliert (siehe 2.6.1) und sequenziert (siehe 2.6.2).

2.7. Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Isolation von Proteinen von HEK?293-Zellen

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden Zellen in 1 x PBS (Tab. 2.1) gewaschen.
AnschlieRend wurden 10-20 pl/cm? Lysispuffer (Tab. 2.1) auf die Zellen gegeben und
30 min bei 4 °C schuttelnd inkubiert. Die Zellen wurden mit dem Zellschaber abgel6st
und fir 10 min bei 3500 x g (HERAEUS FRESCO 17, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA), 4 °C, zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefaR
uberfiihrt und die Proteinkonzentration (siehe 2.7.3) bestimmt. Die erhaltenen Proben
wurden bei -80°C gelagert.

2.7.2 Isolierung von Zytosol- und Zellkernfraktion von HEK?293-Zellen

Hierfir wurden Zellen mit Protease-Inhibitor versetztem PBS gewaschen und
anschlieBend mit einem Detergenz-haltigem hypertonem Puffer behandelt, wodurch die
zytosolische Zellfraktion nach Zentrifugation bei 14000 x g (HERAEUS FRESCO 17,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), fiir 30 sec bei 4 °C, erhalten wurde. Die
zytosolische Fraktion (Uberstand) wurde in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt und bei
-80 °C gelagert. Das verbliebene Pellet wurde in 50 ul Lysispuffer aufgenommen und
fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellkernfraktion wurde durch Zentrifugation bei
14000 x g (HERAEUS FRESCO 17, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), flr
10 min bei 4°C, gewonnen. Die Proteinkonzentrationen von Zytosol- und
Zellkernfraktion wurden mittels Bradford-Assay bestimmt (siehe 2.7.3.2) und die

Proben bei -80 °C gelagert.
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2.7.3 Proteinbestimmung

2.7.3.1 BCA (Bicinchoninsaure)-Assay

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde die BCA-Methode verwendet 7. Bei dieser
Methode fiihrt eine Reduktion von Cu?*- zu Cu*-lonen durch Proteine im alkalischen
Milieu (Biuret-Reaktion) und anschlieRende Chelatisierung des Cu® mit zwei
Molekiilen Bicinchoninsaure zur Ausbildung eines violetten, wasserldslichen
Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Fir die Reaktion wurden 4
pl Probe (siehe 2.7.1) bzw. 15 pl der BSA-Standardldsung mit je 200 pl des Nachweis-
Reagenzes [50 Teile BCA-Reagenz (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) mit
einem Teil CuSO4 (4% wi/v)] vermischt und fir 30 min bei 37 °C inkubiert und die
Extinktion bei 560 nm gemessen (MultiWell Counter, Tecan Infinit 2000, Schweiz). Als
Standardkurve fir eine Kalibrierung der erhaltenen Messwerte wurde eine Eichreihe

von BSA-Ldsungen verschiedener Konzentrationen (100-1000 pg/ml) verwendet.

2.7.3.2 Bradford-Assay

Eine Alternative zur BCA-Methode der Proteinbestimmung ist die Methode nach
Bradford *"®"° . Hierbei bildet Coomassie Brilliant Blue G-250 in saurem Milieu mit
kationischen und unpolaren Seitenketten Proteinkomplexe aus, wodurch sich das
Absorptionsmaximum von 465 nach 595 nm verschiebt. Fir die Quantifizierung wurde
das Bradford Reagenz (Bio-Rad) 1:5 mit Wasser verdiinnt. 4 pl Proteinlysat bzw. 15 pl
der BSA-Standardldsung (100-1000 mg/1) wurden mit 200 ul des Nachweisreagenzes in
einer 96-Well Schale gemischt. Nach 10-minditiger Inkubation bei 37 °C erfolgte die
Messung der Extinktion bei 590 nm (MultiWell Counter; Tecan Sunrise, Schweiz).

2.7.4 Herstellen von Proteinlysaten aus HEK293-Zellen

Die Zelllysate wurden 1:1 (v/v) mit Laemmli-Puffer (Tab. 2.1) versetzt, fir 10 min bei
95 °C denaturiert und bei -20 °C gelagert. Von den Proteinlysaten wurden 20-80 pg
Protein mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 2.4.7) aufgetrennt.

2.7.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres

Molekulargewichtes. Durch Denaturierung der Proteine mittels Laemmli-Puffer (siehe

2.7.4) binden die denaturierten Polypeptidketten SDS (negativ geladen) und wandern im

elektrischen Fluss zur Anode. Anhand von Polyacrylamidgelen mit 6%igem Sammelgel

(Tab. 2.9) und 8-12%igem Trenngel (Tab. 2.9) wurden die gesuchten Proteine
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entsprechend der Grolie aufgetrennt. Zur ProteingrofRenbestimmung wurde auf jedem
Gel ein Protein-GroRenstandard PegGold Proteinmarker 1V (PeqLab, Erlangen)
aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgt im Laufpuffer (Tab. 2.1) flr das
Sammelgel bei 11 mA/Gel fiir 35 min und fiir das Trenngel bei 22 mA/Gel fir 1 h und

50 min.

Tab. 2.9: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele

Sar::;lgel 12% Trenngel 10% Trenngel | 8% Trenngel

Wasser 0,964 ml 1,88 ml 2,285 ml 2,713 ml
0,5M Tris-HCI, pH 6.8 625 pl

1,5M Tris-HCI; pH 8.8 - 1,563 mi 1,563 ml 1,563 ml
?é:f)g,z;mld/Blsacrylamld 576 pl

';;;y:'%rgf/lgisacry'amid 2,55 ml 2,14 ml 1,715 ml
10% SDS 25 pl 125 pl 125 pl 125 pl
10% APS 30 pl 75 pl 75 pl 75 pl
TEMED 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

2.7.6 Westernblot-Analysen

Die Proteine wurden durch das
(Whatman ™,  GE
Buckinghamshire, Grol3britannien) tbertragen. Fur den Transfer der negativ geladenen
Proteine aus dem SDS-PAGE-Gel auf die PVDF-Membran wurde die Apparatur

(Biometra, Gottingen oder Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) wie folgt aufgebaut: 2 x

Semidry-Blot-Verfahren auf

PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membranen Healthcare,

Filterpapier, PVDF-Membran, 2 x Filterpapier. Durch einen gerichteten Stromfluss von
Kathode zur Anode wurden die negativ geladenen Proteine auf die PVDF-Membran
transferiert. Der Transfer erfolgte bei 2 mA/cm? (iber 75-90 min in Transferpuffer
(Tab. 2.1). Zur Uberpriifung der Qualitit des Transfers, wurde die PVDF-Membran fiir
3 min in Ponceau-S-Losung (Tab. 2.1) gefarbt und durch wiederholtes Waschen in
destilliertem Wasser die Proteinbanden sichtbar gemacht. Nach Entfarbung der
Membran wurde diese bei Raumtemperatur mit Blockierungslosung (5% fettfreies
Milchpulver (w/v) in TBS/Tween 20) inkubiert, um unspezifische Bindungen
abzuséttigen. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran in einer Losung mit Primar-
Antikorper (5% BSA (w/v) in TBS/Tween 20) tber Nacht bei 4 °C (Tab. 2.10 und 2.11)
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inkubiert. Nach weiterem Waschen mit TBS/Tween 20 (Tab. 2.1) wurde die Membran
mit einem Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Sekundér-Antikorper (Tab. 2.12) in
Blockierungslosung fur 1-2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit TBS/Tween 20 erfolgte die Detektion der Membran mit dem
ECL- (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) oder dem Immun-Star-WesternC-
System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), das auf einer Peroxidase-katalysierten
Oxidation des zyklischen Diacylhydrazids Luminol durch H;O, unter alkalischen
Bedingungen beruht. Die Chemolumineszenz wurde mit dem ChemiDoc XRS-System
(Bio-Rad, Munchen, Deutschland) detektiert und mit der Software QuantityOne (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) semi-quantitativ ausgewertet. Wenn dieselbe Membran mit
verschiedenen Primar-Antikorpern inkubiert wurde, erfolgte als Zwischenschritt eine
Entfernung bereits gebundener Antikorper mit dem Restore-Western-Blot-Stripping-
Puffer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Als Beladungskontrollen fur die

Auswertung wurden HSP90 oder B-Actin verwendet.

Tab. 2.10: Verwendete Priméar-Antikorper fur die Detektion der katalytischen

Untereinheiten des Calcineurins

Primar-Antikdrper Firma Ziel

Pan-a Cell Signaling detektiert bevorzugt a-Isoform,

Technologies erkennt auch B- und y-Isoform

PP2BA AbDSerotec detektiert a- und p-1soform

PP2BA-a Santa Cruz detektiert a-1soform
Biotechnology

PP2BA-j Santa Cruz detektiert B-1soform
Biotechnology

PP2BA-p Millipore, USA detektiert B-1soform

Fur eine Detektion der Proteinexpression von PP2BA-a bzw. PP2BA-B wurden
verschiedene spezifische Antikorper verschiedener Firmen (Tab. 2.10) verwendet. Fir
PP2BA-a sowie PP2BA-B existieren  jeweils drei Spleillvarianten
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5530) mit hoher Sequenzkompatibilitat (~90% des
Gesamtproteins) ‘®. N- und C-Terminus (ca. 10% des Gesamtproteins) dieser
SpleiRvarianten weisen die groRte Variabilitat zueinander auf "°*%!°  Die hier
verwendeten Antikorper wurden gegen Peptidbereiche der variablen C-terminalen
Region von PP2BA generiert. Eine Unterscheidung von PP2BA-a bzw. PP2BA-B war
aufgrund von unterschiedlichen Proteingréfien moglich, d.h. PP2BA-a konnte bei ~59

kDa und PP2BA-p bei ~62 kDa im Westernblot detektiert werden.
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Tab. 2.11: Verwendete Priméar-Antikorper
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Primar- Firma eingesetzte Klonalitat Spezies
Antikorper Verdlinnung
Pan-a Cell Signaling 1:1000 polyklonal Kaninchen
Technologies
PP2BA-p Santa Cruz 1:100 -300 polyklonal Ziege
Biotechnology
PP2BA AbDSerotec 1:100 monoklonal Maus
USA
PP2BA-p Millipore 1:500 polyklonal Kaninchen
USA
B-Actin Cell Signaling 1:1000 monoklonal Kaninchen
Technology
HSP90 SantaCruz 1:3000 polyklonal Kaninchen
und
Cell Signaling 1:100 polyklonal
MR (1-18) Dr. Gomez- 1:500 monklonal Maus
Sanchez *®
eGFP (FL) Santa Cruz 1:1000 polyklonal Kaninchen
Biotechnology
Tab. 2.12: Verwendete Sekundar-Antikorper
Sekundar-Antikorper eingesetzte Firma
gegen Verdinnung
Kaninchen 1:5000 Cell Signaling Technology
Ziege 1:20000 Rockland
Maus 1:3000 Cell Signaling Technology
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2.8 Co-Immunoprazipitation

Eine Prazipitation von GFP und eGFP-MR aus Proteinlysaten erfolgte mittels
MultiMACS™ GFP Isolation Kit der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland). Dabei wurde ein monoklonaler Anti-eGFP-Antikérper verwendet, der an
sogenannte MACS MicroBeads gekoppelt ist. Dieser Antikorper erkennt und bindet
spezifisch eGFP-gekoppelte Proteine eines Zelllysates. Die Durchfiihrung der Co-
Immunoprazipitation erfolgte nach Herstellerangaben. Die Proteinlysate von 60 cm?
Schalen und das gewonnene Eluat wurden anschlieBend mittels Westernblot (siehe 2.7)

analysiert.

2.9 SEAP-Reportergen-Assay

Fur die Messung der Transkriptionsaktivierung von CRE-, NFAT- und MEF2-
abhangigen Genen wurden pCRE-SEAP, pNFAT-SEAP und pMEF2-SEAP (Tab.2.4)
verwendet. Diese Vektoren enthalten als Zielgen die sekretorische alkalische
Phosphatase (SEAP). HEK293-Zellen wurden in einer 24-Well Platte (2 cm? pro Well;
siehe 2.3.1) angesét und bei einer optimalen Konfluenz von 80-90% mit 100 nM siRNA
sowie 0,05 pg pCRE-SEAP, 0,05 png eGFP-MR und 0,05 pg
pcDNAS3.1His-LacZ-Plasmid transfiziert (siehe 2.4.2). Als Negativkontrolle diente
jeweils eine ,,Scheintransfektion® von HEK293-Zellen, die nur mit dem
Transfektionsreagenz DharmaFECTL1 inkubiert wurden. 96 h nach Transfektion wurden
die Zellen mit unterschiedlichen Substanzen behandelt. Es erfolgte eine 3fach-

Bestimmung pro Stimulanz (siehe Tab. 2.13).

Tab. 2.13: verwendete Substanzen und Konzentrationen fiir die Stimulation der HEK293-

Zellen im SEAP-Reportergen-Assays

Stimulanz Endkonzentrationen
Vehikel (DMSO-Kontrolle) 0,1 % (v/v)

Aldosteron 10 nM
Dexamethason 100 nM

Forskolin 10 pM
Geldanamycin 2 uM

Forskolin + Aldosteron 10 uM Forskolin 10 nM Aldosteron
Geldanamycin + Aldosteron 2 UM Geldanamycin 10 nM Aldosteron
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Findet eine Transkriptionsaktivierung statt, wird SEAP exprimiert, in das Medium
sekretiert und deren Aktivitat durch Verwendung des AttoPhos Kit (Promega, Madison,
USA) bestimmt. Hierbei entsteht das stark fluoreszierende BBT-Anion
(2°-[2-Benzothiazoyl]-6"-Hydroxy-Benzothiazol), das mit einem MultiWell Reader
(Tecan Group AG, Schweiz) gemessen wurde. Dafur wurde das Medium der Zellen
nach entsprechenden Stimulationszeiten (24 h) abgenommen. 60 pul Medium wurden mit
60 pl SEAP-Puffer (Tab. 2.1) bei 65 °C fur 30 min inkubiert, um andere im Medium
vorhandene Phosphatasen zu inaktivieren. Nach anschlieRender Inkubation bei 4 °C
wurden 100 pl des Ansatzes 1:1 mit dem Substrat Atto-Phos-AP-Lésung (0,5 M
Endkonzentration, Promega, Madison, USA) vermischt und die
Fluoreszenzentwicklung (Anregung 440 nm, Emission 560 nm) fur 60 min bei
Raumtemperatur im MultiWell-Reader (Tecan Group AG, Schweiz) gemessen. Fir eine
Normalisierung der Transfektionseffizienz der Zellen wurden diese mit pcDNA3.1His-
LacZ transfiziert, wodurch diese Zellen B-Galaktosidase exprimieren. Die Zellen
wurden mit MOPS-Puffer (Tab. 2.1) lysiert (30-minutige Inkubation bei 4 °C).
Anschliefend wurde bei 13800 x g fir 10 min zentrifugiert (HERAEUS FRESCO 17,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) und die B-Galaktosidasekonzentration des
Uberstandes wie folgt bestimmt: 10 pl Lysat wurden mit 50 pl Cleavage Buffer (Tab.
2.1), 20 pl ONPG (4 mg/ml) fur 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit
125 pl Stop Puffer (Tab. 2.1) beendet und die Absorption bei 405 nm gemessen
(Multiwell Reader, Tecan Sunrise, Schweiz). Eine Auswertung der SEAP-
Transkriptionsaktivitdt erfolgte durch Bestimmung der Steigung/sec. Die Steigung ist
ein MaR fiir die Anderung entlang einer Regressionsgeraden, die durch die Datenpunkte
verlauft. AnschlieBend wird die Steigung/sec auf die Transfektionskontrolle f-
Galaktosidase normiert, die ein Mall fir die Transfektionseffizienz des jeweiligen
Versuches darstellt.
Die Berechnung der Aldo-induzierten Inhibierung erfolgte nach folgender Formel:
100 x [(Aldosteron + Forskolin)) - (Forskolin-100)]

(Forskolin-100)
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2.10 Immunfluoreszenz

Um die Lokalisation von Proteinen in der Zelle sichtbar zu machen, wurde die Methode
der Immunfluoreszenz angewendet. Dafur wurde das Calcineurin spezifisch mittels
eines Primar-Antikorpers, der wiederum durch einen fluoreszenzmarkierten sekundaren

Antikorper erkannt wird, sichtbar gemacht.

Tab. 2.14: Verwendete Antikoper in der Immunfluoreszenz

Primar- Spezies Ver- Sekundar- Spezies Ver-
Antikoper diinnung Antikorper dinnung
PP2BA-a (B) Kaninchen 1:50 Oregon Green Ziege 1:1000

PP2BA-B Ziege 1:50 AlexaFluor 488 Esel 1:1000

(C20)

Mit MR-RFP transfizierte Zellen wurden durch Behandlung mit 1 ml EDTA (0,7 mM)
und 1 Tropfen Trypsin (0,1%) von der 10 cm? Schale abgelést und in 1,5 ml
serumhaltigem Medium aufgenommen. Die Zellzahl wurde mittels CASY-Zellzahler
(Innovatis AG, Reutlingen) bestimmt und die Zellsuspension (3-4 x 10° Zellen/ml) mit
konditioniertem Medium im Verhéltnis 1:4 (v/v) gemischt. 40 pl dieser Suspension
wurde pro Well auf 10-Well-Objekttrager getropft. Nach 4-5-stindiger Inkubation der
Zellen in einer feuchten Kammer wurde mit 20 ml serumfreien Medium bedeckt und
uber Nacht bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen mit 0,1% DMSO (Vehikel) bzw. 10 nM Aldo fir 2 h stimuliert. Das Medium
wurde abgesaugt und die Objekttrédger in eine feuchte Kammer gelegt. Die Zellen
wurden fir 30-60 min mit 4% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert.
Anschlielend wurde 3 x 5 min mit PBS gewaschen und die Zellen mit 1%
TritonX-100/PBS fur 10 min permeabilisiert. Es erfolgten weitere Waschschritte von
1x 10 min mit 1% SDS/PBS und 1 x 10 min mit 100 mM Glycin/PBS. Eine
Blockierung von unspezifischen Bindungen durch den Zweitantikdrper erfolgte in
PBS/10% Esel-Serum fir den PP2BA-p Antikorper von Santa Cruz (Tab. 2.14) bzw.
mit PBS/10% Ziegen-Serum flr den Pan-o Antikorper (Cell Signaling) fur 30 min. Ein
Anfarben des Calcineurins erfolgte anschlieRend mit dem jeweiligen Primar-Antikorper
(Pan-a, Cell Signaling) oder PP2BA-B (Santa Cruz, Tab. 2.14) tuber Nacht bei 4 °C in
der feuchten Kammer. Es erfolgten drei Waschschritte fir 5 min mit PBS und eine
Inkubation im Dunkeln mit dem Sekund&r-Antikérper Oregon Green (Tab. 2.14) in
PBS/1% Kaninchen-Serum/1% BSA bzw. mit dem Sekundér-Antikorper
AlexaFluor488 (2mg/ml) (Tab. 2.14) in PBS/1% Esel-Serum/1% BSA. Nach 3 x 5 min
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waschen mit PBS wurde die DAPI-Arbeitslosung (1 pg/ml) fir 2 min hinzugegeben.
DAPI interkaliert mit der DNA und féarbt die Zellkerne an. Anschliefend wurde
3 x5 min mit PBS gewaschen und die Objekttrager mit DAKO (Dako, Deutschland)
eingedeckelt. Nach dem Antrocknen des Deckglaschens wurden die Objekttrager
mittels Fluoreszenz-Mikroskop (Keyence BZ-8100E, Osaka, Japan) und der BZ image
analysis application software fotografiert und ausgewertet. Die subzellul&re Verteilung
von PP2BA wurde in Abwesenheit (RFP) und Anwesenheit des MR (RFP-MR)
bestimmt (rot: Anregungs-A: 558 nm; Emission: 583 nm; griin: Anregungs-A: 490 nm;
Emission: 530-560 nm; blau: Anregungs-A: 365 nm; Emission: 460 nm). Durch
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen und eine Auswertung dieser Zellen mittels des
Keyence BZ-8100E konnte eine spezifische PP2BA-Farbung gezeigt werden, da
singulére Inkubationen der Zellen mit Primdr- oder Sekundar-Antikorper kein
Fluoreszenzsignal zeigten, wodurch unspezifische Bindungen der Antikorper

ausgeschlossen werden konnten.

2.11 Statistische Analyse

Die gewonnenen Daten wurden mit dem Tabellen-Kalkulationsprogramm Microsoft
Excel ausgewertet. Die Verteilung der Messdaten ist als arithmetischer Mittelwert plus
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Der Vergleich von zwei Gruppen
erfolgte mittels gepaartem oder ungepaartem Student-t-Test oder Chi%Test, wenn fiir
die zugrundeliegenden Daten keine Normalverteilung angenommen werden konnte.
Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen und mit einem ,,**

gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss des aktivierten Mineralokortikoid-Rezeptors auf die
Expression der katalytischen Calcineurin-lsoformen PP2BA-a und

PP2BA-B

HEK?293-Zellen wurden als heterologes Expressionssystem fiir diese Promotionsarbeit
ausgewahlt, weil sie keinen MR exprimieren und somit als kontrollierbares System fir
die Analyse von Wechselwirkungen von hMR und der cAMP/CREB-Signalkaskade

%7 Anhand vorausgehender Analysen konnte gezeigt werden, dass die

dienen
Inhibierung der cAMP/CREB-Signalkaskade durch den aktivierten MR HSP90- und
PP2B-abhangig reguliert wird. Mittels Calcineurin-Aktivitats-Assay wurde eine
2,5-fache Erhéhung der PP2B-Aktivitat nach 6-stindiger MR-Stimulation mit 10 nM
Aldosteron nachgewiesen “. Es konnte keine Veranderung des Proteinexpressionslevels
der beiden katalytischen Calcineurin-lsoformen, PP2BA-a und PP2BA-f3, nachgewiesen

werden (Abb. 3.1).

Abb. 3.1: Proteinexpression der
katalytischen  Calcineurin-Isoformen
PP2BA-0. und PP2BA-f nach MR-

PP2BA-a — ‘_-._- Aktivierung

Mit MR transfizierte HEK?293-Zellen

> wurden fur 6 h mit 10 nM Aldosteron

PP2BA- — S s — stimuliert.  AnschlieBend wurde die

- ’ Proteinexpression mittels Westernblot

Aldosteron: -+ -+ -+ unter Verwendung der Santa Cruz

Antikdrper (PP2BA-0, PP2BA-B)
detektiert. N=3; n=6.
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3.2. Herunterregulation der katalytischen Calcineurin-Isoformen

PP2BA-a und PP2BA-p durch siRNA

Die beiden katalytischen Calcineurin-Isoformen, PP2BA-a und PP2BA-B, wurden
unabhéngig voneinander mittels sSiRNA herunterreguliert (siehe 2.4.2). Fur PP2BA-a
siRNA wurden unterschiedliche siRNA-Konzentrationen (50, 100, 200 nM) (Abb. 3.2
A), sowie unterschiedliche Inkubationszeitpunkte (96, 120, 144 h) getestet (Abb. 3.2 B).

A Abb. 3.2 A: Konzentrations-
250 - abhangige Reduktion von

— PP2BA-a. PP2BA-a mRNA mittels SIRNA
=—= PP2BA-B .
200 1 HEK?293-Zellen wurden mit
unterschiedlichen PP2BA-o. siRNA
150 1 Konzentrationen (50, 100, 200 nM)

MRNA-Expressionslevel
(% der Kontrolle)

( [ fiir 96 h inkubiert und die mMRNA-
100 1 Expression  mittels  gRT-PCR
* * * quantifiziert. Fir 50 nM, 200 nM:
50 | N=2, n=3-4; fir 100 nM: N=5;
n=6-7; *p<0,05.
0

PP2BA-a SiRNA: OnM  50nM  100nM 200 nM
B: : : Abb. 32 B: Zeit-abhangige
Zeitin h: % | 120 i 144 Reduktion von PP2BA-a

' : ' Proteinexpression mittels SIRNA

55kDa -

e - e

HEK293-Zellen wurden mit 100

PP2BA-asiRNA: - - + + - - 44 oo 4 4 nM PP2BA-a siRNA fir die

: : angegebenen Zeitpunkte (96, 120,

144 h) inkubiert und die Proteinexpression mittels Westernblot unter Verwendung des Pan-a
Antikdrpers detektiert. N=3; n=6; *p<0,05.

Eine Verwendung von 100 nM PP2BA-a siRNA zeigte bei verschiedenen
Inkubationszeiten folgende Proteinexpressionsniveaus der PP2BA-a Isoform: fiir 96 h
eine Herunterregulation von PP2BA-o um 62%, fir 120 h eine Herunterregulation von
PP2BA-a um 56 % und fiir 144 h eine Herunterregulation von PP2BA-a um 52 %
(Abb. 3.2 B).
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Zur Kontrolle wurden in allen Versuchen die Zellen mit scrambled (scr)-siRNA

transfiziert, um unspezifische Effekte, die durch die SiRNA hervorgerufen werden

konnten, auszuschlieBen. Die Verwendung von scr-siRNA (100 nM) zeigte keinen
Einfluss auf die mRNA- sowie Proteinexpression von PP2BA-o. und PP2BA-B (Abb.

3.3).

scr-siRNA (100 nM):

PP2BAG M

scr-siRNA: - - + +

anti Pan-a (Cell Signaling)

PP2BA-B — Ca— — —

scr-siRNA: - -+ o+
anti PP2BA-B (Milipore)

Abb. 3.3: PP2BA-o. und PP2BA-§
Proteinexpression unter Verwendung von
scr-siRNA

HEK?293-Zellen wurden mit scr-siRNA
(100 nM) transfiziert. AnschlieBend wurde
die Proteinexpression unter Verwendung des
anti Pan-a Antikorpers (PP2BA-a) sowie
des anti PP2BA- Antikorpers (PP2BA-B)
bestimmt. PP2BA-o. (120 h), PP2BA-B (96
h), N=3; n=6.

Eine Verwendung von 100 nM PP2BA-a siRNA und eine Inkubationszeit von 96 h

zeigte eine stabile und reproduzierbare Herunterregulation der PP2BA-o Isoform auf
MRNA- um 58% und Proteinexpressionsniveau um 62% (Abb. 3.4, Abb. 3.5).

PP2BA-a siRNA (100 nM): 96h

1 scr-siRNA

250

200 1

150

100 | I l [

—= PP2BA-a siRNA

50 | |

mRNA-Expressionslevel
(% der scr-siRNA-Kontrolle)

PP2BA-a PP2BA-3

Abb. 3.4: Spezifische Reduktion der
PP2BA-a mRNA-Expression unter
Verwendung von siRNA

Quantifizierung der mRNA-Expression
von PP2BA-a und PP2BA-f mittels qRT-
PCR nach Verwendung von PP2BA-a
siRNA (100 nM, 96 h) in Bezug zur mit
scr-siRNA transfizierten Kontrolle. N=5;
n=6-7;*p<0,05.
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A: PP2BA-a siRNA (100 nM): 96h B:
5 150 - <
[9]
[%]
=
PP2BA-0L — (M s %g 100 T
£ &
g2
PP2BA-a-siRNA - -+ + o)
. r O
scr-siRNA +  + - - 2 S 50 1 T
o}
N
o
a
0
anti Pan-a (Cell Signaling) SiRNA 96 h: scr- PP2BA-a

Abb. 3.5: Spezifische Reduktion der PP2BA-a Proteinexpression unter Verwendung von
SsiRNA

A: HEK293-Zellen wurden mit PP2BA-a siRNA (100 nM) transfiziert und nach 96 h die
Proteinexpression unter Verwendung des anti Pan-o Antikorpers (PP2BA-a) bestimmt. B:
Quantifizierung der PP2BA-a Proteinexpression nach Herunterregulation mit siRNA in Bezug
zur mit scr-siRNA transfizierten Kontrolle. N=3; n=6; *p<0,05.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine spezifische Herunterregulation
der PP2BAo Untereinheit erzielt wurde, ohne die mRNA Expression der zweiten
katalytischen Isoform des Calcineurins, PP2BA-f, zu verdndern (Abb. 3.4).

Dieses etablierte Protokoll der PP2BA-a Herunterregulation (100 nM, 96h) wurde im
Anschluss fur die PP2BA-B Untereinheit unter Verwendung von PP2BA-B siRNA
Ubertragen. Hierbei zeigte sich eine spezifische Reduktion der PP2BA-B mRNA
Expression um 60% sowie eine um 54% verminderte Proteinexpression (Abb. 3.6;
Abb. 3.7). Die mRNA- und Proteinexpression der PP2BA-o. Untereinheit wurde durch
die PP2BA-B Herunterregulation, im Vergleich zur mit scr-SiRNA transfizierten
Kontrolle, nicht beeinflusst (Abb. 3.6; Abb. 3.7).
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PP2BA-B SIRNA (100 nM): 96h Abb. 3.6: Spezifische Reduktion der
. PP2BA-p mRNA-Expression unter
C— scr-siRNA .
—— PP2BA-asiRNA | Verwendung von siRNA
5% 250 1 « Quantifizierung der mRNA-Expression
s o von PP2BA-a und PP2BA-B mittels
5< gRT-PCR nach Verwendung von
2 150 | PP2BA-B siRNA (100 nM, 96 h) in
(O] . . P
sk Bezug zur mit scr-siRNA transfizierten
w 2 100 | = = Kontrolle. N=3; n=10-11;*p<0,05.
% 3 s
g ]
Eg L
0
PP2BA-a PP2BA-B
A: PP2BA-B siRNA (100 nM): 96h B:
s 150 *
0
8~
= o
PP2BA-B — | s o $3 }
2 & 100
22
PP2BA-0 — | e o s s 31%
< E\O/ 50 1 T
8
PP2BA-B-SRNA - - + + o
scr-siRNA +  + - - 0
anti PP2BA-B (Santa Cruz) SsiRNA 96 h: scr- PP2BA-S

Abb. 3.7: Spezifische Reduktion der PP2BA-$ Proteinexpression unter Verwendung von

siRNA

A: HEK293-Zellen wurden mit PP2BA-B siRNA (100 nM) transfiziert und nach 96 h die
Proteinexpression unter Verwendung des anti PP2BA-B Antikorpers (PP2BA-B) bestimmt. B:
Quantifizierung der PP2BA-B Proteinexpression nach Herunterregulation mit siRNA in Bezug
zur mit scr-siRNA transfizierten Kontrolle. N=4, n=10-12;*p<0,05.
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3.3 Analyse des Einflusses des aktivierten Mineralokortikoid-
Rezeptors und Calcineurins auf die Transkriptionsaktivitat

verschiedener zytosolischer Signalwege

3.3.1 Einfluss des Mineralokortikoid-Rezeptors und Calcineurins auf die

CREB-Transkriptionsaktivierung

Um zu kl&ren, ob eine der beiden katalytischen Calcineurin-Isoformen tber die
Aktivierung des MR eine Inhibierung der cAMP/CREB-Signalkaskade auslést, wurde
ein CRE-SEAP-Reportergen-Assay (siehe 2.8), unter Herunterregulation von PP2BA-a
bzw. PP2BA-B, durchgefiihrt.

Abb. 3.8 A zeigt die inhibierende Wirkung des aktivierten MR auf die durch Forskolin
stimulierte cAMP/CREB-Signalkaskade in scr-siRNA transfizierten HEK293-Zellen.
Forskolin (10 uM) fihrte zu einer starken Aktivierung der CRE-Transkriptionsaktivitét
(914% = 59), welche bei gleichzeitiger Stimulation des MR mit Aldosteron (10 nM)
vermindert wurde (440 % £28). Eine Stimulation der Zellen mit Aldosteron zeigte
keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat des CRE-Reporters .

Der Einfluss der Aldosteron-induzierten Inhibierung auf die Forskolin-stimulierte CRE-
Transkriptionsaktivitat nach siRNA-Behandlung ist in Abb. 3.8 B dargestellt. Eine
Stimulation der cAMP/CREB-Signalkaskade mit Forskolin (10 uM) und gleichzeitige
MR-Aktivierung mit Aldosteron (10 nM) fiihrte unter Kontrollbedingungen sowie bei
der Herunterregulation von PP2BA-a zu einer Inhibierung der CRE-SEAP-
Transkriptionsaktivitat (Abb. 3.8 B). Eine PP2BA-f Reduktion in den HEK-Zellen
bewirkte bei MR-Aktivierung und Stimulation der cAMP/CREB-Signalkaskade eine
signifikante Verminderung der Inhibierung der CRE-SEAP-Transkriptionsaktivitat um
~60% (Abb. 3.8 B). Aus diesen Daten lasst sich schlussfolgern, dass die MR-
Aktivierung die durch Forskolin stimulierte CRE-Transkriptionsaktivierung Uber die
katalytische PP2BA-B Isoform inhibiert.
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A: B
SiRNA: scr- scr- scr- SiRNA: scr- PP2BA-a PP2BA-S
1200 - o 0
* c
g _ 2 -10 |
$2 1000 4 1 2
x0 = -20
<E 800 | = J
o O
I X 2 -30
th& 600 .
4 s g
< - c
o 400 - 3 50 1 T
2 L
200 A < -60 -
20 n.s
0 *
Vehikel: + -
Forskolin: - + + Forskolin: + + +
Aldosteron: - - + Aldosteron: + + +

Abb. 3.8: Einfluss der MR-Aktivierung sowie der Herunterregulation von PP2BA-a/p auf
die CRE-Transkriptionsaktivitat

HEK293-Zellen wurden mit eGFP-MR, pCRE-SEAP, lacZ sowie scr-, PP2BA-0. bzw.
PP2BA- siRNA (je 100 nM) transfiziert. Nach 24-stindiger Stimulation der Zellen mit
Vehikel/Forskolin (10 pM) bzw. Aldosteron (10 nM, Aldo) und Forskolin (10 pM) in
Kombination wurde die CRE-Transkriptionsaktivitdt (CRE-SEAP-Reportergen-Assay)
bestimmt. A: zeigt die CRE-Transkriptionsaktivitdt in mit scr-siRNA transfizierten
Kontrollzellen. N=5; n=15; *p<0,05. B: zeigt die berechnete Aldosteron-induzierte Inhibierung
in Abhangigkeit von PP2BA-o und PP2BA-p.
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3.3.2 Einfluss von Mineralokortikoid-Rezeptor und Calcineurin auf die

MEF2-Transkriptionsaktivierung

3.3.2.1 Konstruktion eines MEF2-SEAP-Plasmides

Fur die Durchfuhrung eines MEF2-SEAP-Reportergen-Assays wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein pMEF2-SEAP-Plasmid konstruiert (siehe 2.6.8). Fur eine Signalverstarkung
im jeweiligen MEF2-SEAP-Reprotergen-Assay wurde die MEF2-Konsensussequenz
der Promotorregion von MEF2-abhéngigen Genen (SABiosciences, Qiagen) (Tab. 2.7)
in dreifacher Wiederholung fur die Herstellung eines Oligohybridisierungsproduktes
(75 bp, Abb. 39 A) eingesetzt. Die flankierenden Basenpaare des
Oligohybridisierungsproduktes sowie die Restriktionsendonukleasen (Kpnl, Nhel), die
den pSEAP-basic linearisieren (~4,7 kb, Abb. 3.9 B), wurden so ausgewahlt, dass eine
korrekte Ligation des MEF2-Oligohybridisierungsproduktes in den pSEAP-basic (Abb.
3.9 C; Tab. 2.4, 2.6.12) moglich war. Durch Sequenzierung wurde eine korrekte
Orientierung der MEF2-Konsensussequenz in den pSEAP-basic Gberpruft und
verifiziert (siehe 2.6.2; Abb. 3.9 C).

1 2 3 1 2 3* 4

R 75 bp —

Abb. 3.9: Konstruktion eines MEF2-SEAP-Plamides

A: Oligohybridisierung: MEF2-DNA-Fragmente (Spur 1-3) wurden im PAGE-Gel aufgetrennt,
das Reaktionsprodukt der richtigen GroRe (75 bp) aus dem Gel eluiert und die DNA durch
Féallung gewonnen. B: Linearisierung des SEAP-basic durch Restriktion (Kpnl, Nhel). Die
Banden der gewiinschten GroRe (Spur 1, 2) wurden aus dem Gel extrahiert (Spur 3*, 4* zeigen
unverdauten pSEAP-basic). Ligation des MEF2-Oligohybrisisierungsproduktes (75 bp; A) in
den linearisierten pSEAP-basic (B) C: zeigt einen DNA-Kontrollverdau von Plasmid-DNA
verschiedener E.coli-Klone (Kpnl, Nhel). Nach Isolierung der Plasmid-DNA wurden Klone 3*
und 4* (C) als positive Klone mittels Sequenzierung identifiziert.
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3.3.2.2 Stimulation der MEF2-Transkriptionsaktivitat durch aktivierten

Mineralokortikoid-Rezeptor

Eine Anwendung des MEF2-SEAP-Reportergen-Assays sollte klaren, ob der aktivierte
MR in der Lage ist, die MEF2-Transkriptionsaktivitdt zu beeinflussen. Eine MR-
Aktivierung durch Aldosteron (10 nM) zeigte eine signifikante Stimulation der MEF2-
Transkriptionsaktivierung im Vergleich zur Kontrolle (Vehikel) (Abb. 3.10).

Abb. 3.10: Stimulation der MEF2-

400 1 Tanskriptionsaktivitdt durch MR-
* Aktivierung
300 1 - HEK?293-Zellen wurden mit eGFP-MR,

MEF2-SEAP sowie lacZ transfiziert,
fuir 24 h mit Vehikel/Aldosteron

200 1 (10 nM) stimuliert und die MEF2-
Transkriptionsaktivitat mittels MEF2-
100 1 + SEAP-Reportergen-Assay  bestimmt.

MEF2-SEAP-Aktivitat
(% der Kontrolle)

N=3; n=12; *p<0,05.

Vehikel Aldosteron

Im Gegensatz dazu bewirkte die mit Dexamethason (100 nM) induzierte Stimulation
des GRs, dem ndachsten Verwandten des MR, keine MEF2-Tranaktivierungsaktivitat
(Abb. 3.11). Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die Induktion der MEF2-

Transkriptionsaktivitat MR-spezifisch verlduft.

—— MR/Aldosteron Abb. 3.11: MEF2-
350 . ——~ =7 GR/Dexamethason Transkriptionsaktivitat nach

MR- bzw. GR-Stimulation

= 300 1 T .
=i 050 | HEK293-Zellen wurden mit eGFP-
€73 MR bzw. eGFP-GR, MEF2-SEAP
i % 200 sowie lacZ transfiziert. Nach 24-
< 150 | stiindiger Stimulation mit
N Vehikel/Aldosteron
[ s 100 = (10 nM)/Dexamethason (100 nM)
'g = 50 | wurde die Transkriptionsaktivitat
mittels MEF2-SEAP-Reportergen-
0 Assay bestimmt. N=2-3; n=3-8;

0 10 0 100 *p<0,05,
Hormon (nM)
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Um zu kléren, ob eine der beiden katalytischen Calcineurin-lsoformen (ber eine MR-
Stimulation eine MEF2-Transkriptionsaktivierung induziert, wurde ein MEF2-SEAP-
Reportergen-Assay (siehe 2.9), unter Herunterregulation von PP2BA-o bzw. PP2BA-,
durchgefuhrt. Mit scr-siRNA transfizierte Kontrollzellen (100 nM, 96 h) zeigten eine
Stimulation der MEF2-Transkriptionsaktivitat bei Aldosteron induzierter Aktivierung
des MR an (Abb. 3.12). Eine Herunterregulation einer der beiden katalytischen
Calcineurin-Isoformen, PP2BA-a bzw. PP2BA-p, zeigte keine Verdnderung der MEF2-
Transkriptionsaktivitdt im Vergleich zu Kontrollbedingungen (scr-siRNA, siehe Abb.
3.12).

Somit lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass die Transkription MEF2-
abhéangiger Gene durch MR-Aktivierung induziert wird (Abb. 3.10), der MR-Effekt
dabei aber nicht Gber Calcineurin vermittelt wird (Abb. 3.12).

n.s. C— Vehikel
400 ; £=—= 10 nM Aldo
5 [ -
@ 3007 I
£ 0
<5
oo
5 E 200 +
23
z 100 7
0
SiRNA 96h: scr- PP2BA-3 PP2BA-a

Abb. 3.12: MEF2-Transkriptionsaktivitit nach MR-Stimulation und spezifischer
Reduktion von PP2BA-a und PP2BA-f durch siRNA

HEK?293-Zellen wurden mit eGFP-MR, MEF2-SEAP, lacZ sowie scr-, PP2BA-a bzw. PP2BA-
B siRNA (100 nM, 96 h) transfiziert. Nach 24-stindiger Stimulation der Zellen unter
Kontrollbedingungen (Vehikel)/Aldosteron (10 nM) wurde die MEF2-Transkriptionsaktivitét
mittels MEF2-SEAP-Reportgergen-Assay bestimmt. N=3; n=9-18; *p<0,05.
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3.3.3 Einfluss von Mineralokortikoid-Rezeptor und Calcineurin auf die
NFAT-Transkriptionsaktivierung

Eine Anwendung des NFAT-SEAP-Reportergen-Assays sollte klaren, ob der aktivierte
MR in der Lage ist, die NFAT-Transkriptionsaktivierung zu beeinflussen. Eine MR-
Stimulation induzierte eine signifikante Erhohung der NFAT-Transkriptionsaktivitat im
Vergleich zu Kontrollbedingungen (Vehikel) (Abb. 3.13).

Abb. 3.13: Stimulation der NFAT-
400 - * Tanskriptionsaktivitat durch MR-
Aktivierung
8 _ T :
=@ 300 HEK293-Zellen wurden mit eGFP-MR
zf = transfiziert, fur 24 h mit
2S5 500 Vehikel / Aldosteron (10 nM) stimuliert und
W NFAT-Transkriptionsaktivitat mittels
i T\g NFAT-SEAP-Reportergen-Assay bestimmt.
; S 100 | = N=3; n=9; *p<0,05.
0
Vehikel Aldosteron

Im Gegensatz dazu bewirkte die mit Dexamethason (100 nM) induzierte Stimulation
des GRs keine NFAT-Transaktivierungsaktivitat (Abb. 3.14). Aus diesen Ergebnissen
lasst sich schlussfolgern, dass die Aktivierung des MR spezifisch die NFAT-abhangige
Transaktivierungsaktivitat induziert.

—— MR/Aldosteron Abb. .. 3'1.4:. NFAT-
= GR/Dexamethason Transkriptionsaktivitit nach MR-

400 * bzw. GR-Stimulation
23 30l HEK293-Zellen wurden mit eGFP-MR
g@ bzw. eGFP-GR, NFAT-SEAP sowie
a5 200 | lacZ transfiziert. Nach 24-stlindiger
XX Stimulation mit Vehikel/Aldosteron
23 (10 nM)/Dexamethason (100 nM)
£ 100 wurde die Transkriptionsaktivitat
z mittels NFAT- SEAP-Reportergen-
0 Assay  bestimmt. N=2-4; n=3-6;

0 10 0 100 *p<0105.

Hormon (nM)
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Um zu kléren, ob eine der beiden katalytischen Calcineurin-lsoformen (ber eine MR-
Stimulation eine NFAT-Transkriptionsaktivierung induziert, wurde ein NFAT-SEAP-
Reportergen-Assay (siehe 2.9), unter Herunterregulation von PP2BA-o bzw. PP2BA-,
durchgefuhrt. Mit scr-siRNA transfizierte Kontrollzellen (100 nM, 96 h) zeigten eine
Stimulation der NFAT-Transkriptionsaktivierung bei  Aldosteron induzierter
MR-Aktivierung an (Abb. 3.13). Die durch Aldosteron induzierte NFAT-
Transkriptionsaktivitat wurde durch die Herunterregulation von PP2BA-a. im Vergleich
zu mit scr-siRNA transfizierten Kontrollzellen nicht veréndert. Es wurde eine
signifikant verminderte NFAT-Transkriptionsaktivitat durch Herunterregulation von
PP2BA-B, im Vergleich zur Kontrolle (scr-SIRNA) um 51% detektiert (Abb. 3.15).
Daraus l&sst sich schlussfolgern, dass die Transkription NFAT-abhangiger Gene durch
MR-Aktivierung Calcineurin-f-abhéngig beeinflusst wird.

Abb. 3.15: NFAT-

B: Transkriptionsaktivitdt — nach

400 - . —— Vehikel MR-Stimulation und

— === 10nMAldo spezifischer ~Reduktion von

= — i PP2BA-a und PP2BA-B durch
s 2 300 siRNA

E

&é T HEK?293-Zellen  wurden  mit

u s 2007 eGFP-MR, NFAT-SEAP, lacZ

£ sowie scr-, PP2BA-a  bzw.

LS 400 = T - PP2BA-B siRNA (100 nM, 96 h)

transfiziert. Nach 24-stindiger

Stimulation der Zellen mit

Y Vehikel/Aldosteron (10 nM)

SIRNA 96h: scr- PP2BA-B  PP2BA-q wurde die NFAT-

Transkriptionsaktivitat mittels

NFAT-SEAP-Reportergen-Assay
bestimmt. N=4;n=11-22; *p<0,05.
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3.3.4 Mechanistische Analyse der MR-induzierten MEF2- und NFAT-

Transkriptionsaktivitat

3.3.4.1 Dosis-Wirkungsbeziehung der MR-vermittelten MEF2- und NFAT-
Transkriptionsregulation im Vergleich zur klassischen GRE-Aktivierung

Der MR bindet klassisch wie sein naher Verwandter der GR, an das gleiche Hormon-
responsive Element, GRE % %,

Abb. 3.16 zeigt die Dosis-Wirkungsbeziehung von GRE-, MEF2- und NFAT-
Transkriptionsaktivitit ~— in  Abhdngigkeit von  verschiedenen  Aldosteron-
Konzentrationen. Eine Aktivierung der GRE-abhangigen Genexpression (GRE-SEAP-
Reportergen-Assay) durch den MR findet bereits bei niedrigen Aldosteron-
Konzentrationen (ECsp = 0,1 + 0,02 nM) statt. Im Vergleich dazu werden MEF2- sowie
NFAT-Signalweg bei deutlich hoheren Aldosteron-Konzentrationen aktiviert. Dies ist
an den ECso-Werten ersichtlich. Die MEF2- und NFAT-Aktivierungen fallen deutlich
geringer aus, als die klassische GRE-SEAP-Transkriptionsaktivitat, sichtbar durch eine
verminderte maximale Geschwindigkeit (Vmax) (Abb. 3.16). Das bedeutet, dass die
entsprechenden maximalen SEAP-Aktivitaten hier erst bei deutlich héheren Aldosteron-
Konzentrationen erreicht werden.

Aus diesen Daten lasst sich ableiten, dass die MR-abhéngige Aktivierung der MEF2-
sowie NFAT-abhangigen Signalkaskade bei pathophysiologisch erhéhten Aldosteron-

Konzentrationen auftreten kann.

Abb. 3.16: Dosis-

600 | ® MEF2 GRE-, NFAT- und MEF2-

=T © Transkriptionsaktivitat  in

S ¢g 500 1 Abhéangigkeit verschiedener

§ S 400 . Aldosteron-Konzentrationen
(s EC,,=1.5+0.5 nM

g:\g 300 1 Ec-09:01nv | HEK293-Zellen wurden mit

= 00 eGFP-MR, GRE-

SEAP/MEF2-SEAP oder

100 € : ' ' ' ' NFAT-SEAP  sowie lacZ

0 001 01 1 10 100 trqnsf|2|§:rt. Nac-h 24-stindiger

Stimulation mit Aldosteron

Aldosteron (nM) (0,01-100 nM) wurde die

Transkriptionsaktivitat mittels
GRE-, MEF2- bzw. NFAT-SEAP-Reportergen-Assay bestimmt. N=2-4; n=6-12; *p<0,05.
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3.3.4.2 Einfluss der MR-Doménen auf die MEF2-/NFAT-Transkriptionsaktivitat
MEF2- bzw. NFAT-SEAP-Reportergen-Assays wurden unter Verwendung von

trunkierten MR-Varianten, denen zum einen N-terminal die A/B-Doméne (MR®P5F)
bzw. die A/B- und zusatzlich die DNA-Bindungsdomane (MRP5F) fehlen, durchgefiihrt.
Fehlen im MR-Protein die Regionen, die filr Kofaktor- und DNA-Bindung (MRPFH)
wichtig sind, konnte weder eine MEF2- noch eine NFAT-Transkriptionsaktivitat
detektiert werden (Abb. 3.17). Unter Verwendung der trunkierten MRPE" Variante
konnte eine zum kompletten MR (MR”®P%F) vergleichbare MEF2-SEAP-Aktivitat

gemessen werden, die NFAT-SEAP-AKktivitat war hingegen reduziert. Die A/B-Doméne

des MR ist fur die MR-abhangige Aktivierung des NFAT-Reporters von Bedeutung.

— MEF2
) 400 . ¥ === NFAT
= %
8 300 A
4
@
©
o *
= 200 -
T
>
< 100 -
o
<
i
n 0 -
Kon Aldo Kon Aldo Kon Aldo
;MR_JLMRCDEF_ILMRDEF_I

Abb. 3.17: NFAT-/MEF2-SEAP-
Transkriptionsaktivitat in
Abhangigkeit der trunkierten MR-
Varianten MRP5F und MR<P5F

HEK293-Zellen wurden mit
MEF2-SEAP, NFAT-SEAP und lacZ
sowie unterschiedlichen
MR-Konstrukten transfiziert: dem
kompletten MR (MR”BPEF) " der
trunkierten MR-Version (MR °PFF),
der die N-terminale A/B-Domaéne
fehlt sowie der MR-Version, der die
A/B- und zusitzlich die DNA-
Bindungsdoméne (MRPFF) fehlen.
Nach 24-stiindiger Stimulation unter
Kontrollbedingungen (Kon, DMSO
0,1% (v/v)) bzw. Aldosteron (Aldo,
10 nM) wurde die

Transkriptionsaktivitat mittels NFAT- bzw. MEF2-SEAP-Reportergen-Assay bestimmt. N=2-4;

n=3-5; *p<0,05.
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3.34.3 Einfluss von HSP90 auf die MR-induzierte MEF2-/NFAT-

Transkriptionsaktivitat

0 84182 Fine

MR sowie Calcineurin sind Klientenproteine des Chaperons HSP9
Verwendung des HPS90-Inhibitors Geldanamycin blockiert die Bindung von MR-
HPS90 und verhindert die durch den MR hervorgerufene Inhibierung des Forskolin-

stimulierten CRE-Signalweges .

Die Verwendung von Geldanamycin (2 pM)
verhinderte ebenfalls eine Stimulation der MEF2- sowie NFAT-Transkriptionsaktivitat

im Vergleich zur Stimulation des MR mit Aldosteron (Abb. 3.18).

A . Abb. 3.18: Einfluss des HSP90-
350 — Vehikel Inhibitors Geldanaymcin auf die
300 | e Mdo. NFAT-  bzw.  MEF2-
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Ee\‘i transfiziert. Nach  24-stlindiger
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50 | Kontrollbedingungen Vehikel
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+ Geldanamycin (2 puM, Gelda)
wurde die Transkriptionsaktivitat

B: mittels NFAT- bzw. MEF2-SEAP-
Reportergen-Assay bestimmt.
350 4 . —— Vehikel N=2-5; n=3-6; *p<0,05.
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3.4 Analyse der MR-PP2B Interaktion

Fir einen Nachweis einer moglichen Interaktion von MR und Calcineurin wurden
HEK293-Zellen untersucht, die nicht transfiziert, mit eGFP (Negativkontrolle) bzw.
eGFP-MR transfiziert und anschliefRend fiir 2 h mit Vehikel (Kontrollbedingungen) oder
Aldosteron (10 nM) stimuliert wurden. AnschlieBend erfolgte eine Isolation des
eGFP/eGFP-MR durch einen monoklonalen anti eGFP-Antikorper, der an sogenannte
MACS Micro Beads gekoppelt ist (siehe 2.10). Dieser Antikorper erkennt und bindet
spezifisch eGFP-gekoppelte Proteine eines Zelllysates und ermdéglicht die Isolierung des
im Lysat vorhandenen eGFP-MR mitsamt seiner Interaktionspartner (Co-Prézipitate,
Eluat). AnschlieRend wurden eGFP bzw. die an eGFP-MR gekoppelten Proteine mittels
Westernblot nachgewiesen (siehe 2.7.6) (Abb. 3.19). Abb. 3.19 A und 3.19 B zeigen die
Spezifitdit des an die MACS Micro Beads gekoppelten monoklonalen
anti eGFP-Antikorpers. eGFP, als auch an eGFP gekoppelte Proteine (eGFP-MR),
kdnnen eluiert werden und anschliefend im Eluat durch Verwendung des anti eGFP-
Antikorpers mittels Westernblot nachgewiesen werden (Tab. 2.11). Kontrolllysate

(mock, Vehikel) zeigten keine unspezifischen Co-Prazipitationen (Abb. 3.19).

Fur alle in dieser Arbeit durchgefuhrten Co-Immunoprézipitationen diente ein Vergleich
von eGFP mit eGFP-MR transfizierten Zellen zur Uberpriifung auf mogliche
unspezifische Prazipitationen durch den anti-eGFP-Antikorper.

Eine Anreicherung des MR mit PP2BA-B in unstimulierten eGFP-MR transfizierten
Zellen konnte durch Verwendung des anti-Pan-a Antikorpers verifiziert werden (Abb.
3.20 A, Spur 3-4). Mittels anti-Pan-a Antikorpers wurde auch eine schwache PP2BA-3
Bande in mit eGFP transfizierten Kontrollzellen detektiert, was auf eine schwache nicht
spezifische Immunoprézipitation hinweist (Abb. 3.20 A und B). Aus diesem Grund ist
ein Vergleich zwischen eGFP und eGFP-MR transfizierten Lysaten notwendig, um eine
MR-abhéangige Co-lImmunoprazipitation festzustellen.

Fir die Generierung unabhangiger Daten wurde flr den Westernblot in Abb. 3.20 C ein
PP2BA Antikorper der Firma AbDSerotec (Tab. 2.10) verwendet und eine
Anreicherung des eGFP-MR mit PP2BA-B (Abb. 3.20 A, Spur 3, 4) bestéatigt, jedoch
keine Interaktion mit PP2BA-a im Vergleich zur mit eGFP transfizierten Kontrolle
(Abb. 3.20 A, B, C).
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eGFP eGFP-MR

55 kDa—»’ ! | 130 kDa —| --

35 kDa — . 72 kDa —

mock+Vehikel
eGFP + Vehikel
eGFP +Aldo
mock+Vehikel
eGFP-MR+Vehikel
eGFP-MR +Aldo

IP: anti eGFP IP: anti eGFP
IB: anti eGFP IB: anti eGFP

Abb. 3.19: Nachweis der Spezifitat des in der Co-Immunoprazipitation verwendeten
monoklonalen anti eGFP-Antikorpers

Untransfizierte (mock), mit eGFP (Negativkontrolle) bzw. eGFP-MR transfizierte HEK293-
Zellen wurden unter Kontrollbedingungen (Vehikel, 0,1% DMSO) bzw. mit Aldosteron
(10 nM) fir 2 h stimuliert. Die Isolation von eGFP und eGFP-MR aus Zelllysaten erfolgte
mittels anti eGFP-Antikdrpers (Immunoprazipitation, IP). eGFP bzw. eGFP-MR wurden mittels

Westernblot (IB, Immunoblot) unter Verwendung des anti eGFP-Antikdrpers (Santa Cruz)
detektiert.

Eine Interaktion von MR und PP2BA-f konnte unter Kontrollbedingungen (Vehikel)
und Stimulation (Aldosteron) in eGFP-MR Eluaten nachgewiesen werden und ist
HSP90-abhangig (Abb. 3.20 B, Spur 3,4 und Abb. 3.20 C). Die MR-PP2BA-B
Interaktion ist HSP90-vermittelt, da durch Inkubation der HEK293-Zellen mit dem
HSP90 Inhibitors Geldanamycin keine MR-PP2BA-f Interaktion im Eluat mehr
detektiert werden konnte (Abb. 3.20 C).

Abb. 3.19 B und Abb. 3.22 A (Spur 3) zeigen ein diffuses MR-Proteinsignal in mit
Aldosteron behandelten Zellen, wahrscheinlich hervorgerufen durch posttranslationale
Modifizierungen des aktivierten MR. Aus diesem Grund sieht man eine Verschiebung
der Lauffront des Proteins im Vergleich zur mit Vehikel behandelten Probe. Fir den
MR sind verschiedene potentielle posttranslationale Modifizierungen (PTM) wie z. B.

Phosphorylierung, Acetylierung, SUMOylierung und Ubiquitinylierung beschrieben %.
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Abb. 3.20: Nachweis eines MR-HSP90-
PP2BA-p Proteinkomplexes mittels Co-
Immunpréazipitation

Mit eGFP/eGFP-MR transfizierte
HEK?293-Zellen wurden flr
unterschiedliche Zeitpunkte (B, C) mit
Vehikel (0,1% DMSO)/Aldosteron (Aldo,
10 nM) bzw. Geldanamycin (2 uM, Gelda)
stimuliert und eine Co-
Immunoprazipitation (IP) mittels anti
eGFP-Antikorper  gekoppelten  Micro
Beads durchgefiihrt. Die Proteinexpression
wurde mittels anti Pan-a Antikorper bzw.
anti PP2BA-B Antikdper und anti HSP90
Antikorper detektiert (1B, Immunoblot).
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Zusétzlich konnte ebenfalls eine MR-HSP90 Interaktion durch Co-lImmunoprézipitation
nachgewiesen werden (Abb. 3.21). Die Inkubation der HEK293-Zellen mit
Geldanamycin flhrte ebenfalls zu einer stark reduzierten MR-HSP90 Interaktion, die
nicht durch eine MR-Degradation verursacht wurde (Abb.3.21 B).

Aus diesen Daten lasst sich ableiten, dass eine HSP90-vermittelte MR-PP2BA-
Interaktion existiert, unabhangig vom Aktivierungszustand des MR.

Lysat
eGFP-MR — — — —_— “
Lysat
HSP90 — e — Vehikel Gelda
eGFP: + - -
eGFP-MR: - + +
Gelda: _ R + IP: anti eGFP
IB: anti HSP90

Abb. 3.21: Nachweis einer HPS90-sensitiven Co-lmmunoprézipitation von eGFP-MR
mittels Geldanamycin

Mit eGFP/eGFP-MR transfizierte HEK293-Zellen wurden fir 2 h unter Kontrollbedingungen
(Vehikel, 0,1% DMSO)/ Geldanamycin (Gelda, 2 pM) stimuliert und eine Co-
Immunoprazipitation mittels anti-eGFP-Antikorper gekoppelten Micro Beads durchgefiihrt. A)
Die Analyse der MR-HSP90 Interaktion erfolgte nach Immunoprézipitation des eGFP-MR
mittels des anti-HSP90 Antikdrpers im Eluat. B) Analyse der MR-Expression nach Kontroll-
bzw. Geldanamycin-Behandlung durch anti eGFP-Antikorper.
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3.5 Analyse des Mineralokortikoid-Rezeptor Einflusses auf die

subzellulare Lokalisation des Calcineurins

Ohne seinen Liganden ist der MR im Zytosol der Zellen lokalisiert und wird durch
einen  Heterokomplex bestehend aus HSP90/HSP70/p23 und verschiedener
Immunophiline (IMMs) stabilisiert und vor Degradation geschiitzt **. Eine MR-
Stimulation flihrt zu einer Translokation des Rezeptors mit seinen Interaktionspartnern
in den Zellkern, wo er an Hormon-responsive Elemente (z. B.. GRE) der DNA bindet
und die Expression verschiedener Genen beeinflusst 3346056768,

Aus diesen Grinden sollte geklart werden, ob eine HSP90-abhéngige MR-PP2BA-
Interaktion unabhangig vom Aktivierungszustand des MR besteht. Aufllerdem sollte
analysiert werden, ob PP2BA nach Aktivierung des MR " sowohl im Zytosol wirken
kann  (NFAT-Dephosphorylierung und NFAT-Aktivierung) als auch durch
Umverteilung in den Zellkern die Aktivitat weiterer Transkriptionsfaktoren wie MEF2
und CREB beeinflusst. Um diese Fragestellungen zu klaren, wurde die Umverteilung
des Calcineurin nach MR-Aktivierung durch das Verhaltnis des PP2BA-B Gehaltes von
Zytosol zu Zellkernfraktion bestimmt (3.5.1) sowie durch Immunfluoreszenz (3.5.2)

untersucht.

3.5.1 Analyse von Zellkern- und Zytosolfraktion

MR-RFP transfizierte HEK293-Zellen wurden mit DMSO (Kontrollbedingungen),
Aldosteron (10nM) bzw. Geldanamycin (2 puM) fir 2 h stimuliert und im Anschluss die
Zellkern- bzw. Zytosol-Fraktion mittels Active Motif Kit isoliert (siehe 2.7.2) und die
Konzentration der Proteinlysate mittels Bradford-Assay bestimmt (siehe 2.7.3.2). Die
Proteinexpression von MR, PP2BA-a, PP2BA-B, HSP90 und B-Actin wurden mittels
Westernblot (siehe 2.7.5) bestimmt.

Eine MR-Aktivierung mit Aldosteron (10 nM, 2 h) induzierte eine Translokation des
Rezeptors vom Zytosol in den Zellkern (Abb. 3.22 A, Spur 1-4). Die PP2BA-a
Expression in der Zellkern- sowie Zytosol-Fraktion wurde durch MR-Aktivierung nicht
veréndert (Abb. 3.22 A, Spur 1-4). Durch MR-Stimulation konnte eine erhéhte PP2BA-
B Proteinexpression im Zellkern im Vergleich zur zytosolischen Fraktion sowie im
Vergleich zu Kontrollbedingungen verifiziert werden (Abb. 3.22 A, Spur 1-4). HSP90
konnte im Zytosol, als auch in geringerer Konzentration im Zellkern detektiert werden.

Der Einfluss des HSP90 Inhibitors Geldanamycin (2 uM) auf die Proteinverteilung von
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MR, PP2BA-o und PP2BA-f ist in Abb. 3.22 A, Spur 5-8, dargestellt. Geldanamycin
bewirkt eine Dissoziation des HSP90 vom MR im Zytosol, wodurch auch die MR-
PP2BA-f Interaktion verschlechtert wird (Abb. 3.22 A, Spur 5-8). Der MR transloziert
deutlich schlechter unter Geldanamycin in den Zellkern (Abb. 3.22 A, Spur 7-8).
PP2BAR liegt nach Geldanamycin-Behandlung vornehmlich zytosolisch vor.
Geldanamycin verhindert den PP2BA-B Import in den Zellkern auch wahrend MR-
Aktivierung durch Aldosteron. 3-Actin diente als Beladungskontrolle (Abb. 3.22 A).
Eine Quantifizierung der subzelluldren Lokalisation von MR, PP2BA-a und PP2BA-3
in der Zelle in Abhéngigkeit von unterschiedlichen Stimuli (Kontrollbedingungen
(Vehikel)/Aldosteron (10 nM, Aldo)/+Geldanamycin (2 uM)) von vier voneinander
unabhéngigen Versuchen ist in Abb. 3.22 B und C dargestellt. Eine MR-Stimulation
fihrte zu einer signifikanten Umverteilung des Rezeptors aus dem Zytosol in den
Zellkern um ~ 48%. Dabei anderte sich auch die subzelluldre Lokalisation der
katalytischen PP2BA-B Isoform des Calcineurins, jedoch nicht die der PP2BA-a
Isoform. Rund 45% des PP2BA-B war nach MR-Stimulation vermehrt im Zellkern
lokalisiert. Eine solche Umverteilung von PP2BA-f und MR konnte nach Stimulation
der Zellen mit dem HSP90 Inhibitor Geldanamycin nicht mehr beobachtet werden.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass Aldosteron eine Kerntranslokation von
MR und PP2BA-B induziert. Die Verwendung des HSP90-Inhibitors Geldanamycin
verhindert die subzellulare Umverteilung des MR sowie der PP2BA-f Isoform des
Calcineurin vom Zytosol in den Zellkern. Eine Umverteilung des PP2BA-a. findet nicht
statt. Diese Daten unterstutzen die HSP90-abhangige MR-PP2BA-B Interaktion.
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Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 Abb.  3.22:  Proteinexpression  und
Quantifizierung von MR, PP2BA-¢,
anti MR; anti Pan-a; anti HSP90 PPZBA-B in Zellkern- und Zytosol-
anti PP2BA- (Santa Cruz); anti B-Actin Fraktion in Abhanglgkelt

unterschiedlicher Stimuli

MR-RFP  transfizierte = HEK293-Zellen
wurden fiir 2 h unter Kontrollbedingungen
(Vehikel)/Aldosteron (10 nM, Aldo) bzw.
+Geldanamycin (2 uM) stimuliert.

A: Nach Isolation der Zellkern- und Zytosol-
Fraktionen wurde die Proteinexpression
mittels Westernblot unter Verwendung des
anti MR, anti Pan-a (Cell Signaling), anti
PP2BA-B (Santa Cruz), anti HSP90und anti
B-Actin Antikorpers detektiert. N=4; n=6-7;
*p<0,05. B, C: Quantifizierung der
subzellul&ren Lokalisation von MR, PP2BA-

a und PP2BA-B in HEK293-Zellen. Dargestellt ist die Zytosol/Nukleus-Ratio.

67




Ergebnisse

3.5.2 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz-Analyse wurde verwendet um die subzelluldre Lokalisation des
MR und PP2Bs mittels einer zweiten differenten Methode nachzuweisen (siehe 2.10).
MR-RFP/RFP transfizierte HEK293-Zellen wurden unter serumfreien Bedingungen fir
2 h unter den angegebenen Bedingungen stimuliert (Kontrollbedingungen (0,1 %
DMSO) bzw. Aldosteron (10 nM)) und anschlieRend fixiert. PP2BA wurde mittels des
Primar-Antikorpers Pan-o (Abb. 3.23)/ PP2BA-B (Abb. 3.25) sowie eines grin
fluoreszierenden Sekundar-Antikorpers angefarbt. Der MR hingegen leuchtete rot durch
seine Fluoreszenzmarkierung. Die Zellkerne wurden zur genauen Bestimmung der
Translokation von MR und PP2BA mit DAPI angefarbt.

Die Lokalisation von PP2BA wurde in Abhdangigkeit von der MR-Aktivierung
bestimmt. In fiinf voneinander unabh&ngigen Versuchen wurden unter Verwendung des
Pan-o.  Antikdrpers verschiedene Wells des Objekttragers fotografiert. Unter
Kontrollbedingungen wurden insgesamt 611 und nach Aldosteron-Stimulation 1578 mit
MR-RFP transfizierte Zellen auf die Lokalisation des PP2BAs untersucht und
ausgezahlt.

Der rotfluoreszierende MR (MR-RFP) ist unter Kontrollbedingungen (Vehikel) im
Zytosol lokalisiert (rot), ebenso die Phosphatase Calcineurin (griin) (Abb. 3.23). Eine
MR-Stimulation (10 nM Aldosteron) MR transfizierter Zellen bewirkte einen
signifikant erhéhten im Zellkern lokalisierten Anteil des PP2BA (~37%) (Abb. 3.23).
Dies entspricht dem Ergebnis der PP2BA vermittelten Umverteilung nach MR-
Aktivierung, nachgewiesen durch den Pan-o. Antikorper, dargestellt in Abb. 3.23 und
3.24 und zeigt, dass es sich bei der umverteilten Calcineurin-Isoform um PP2BA-f
handelt.
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1: MR-RFP 2: Calcineurin 3: Overlay DAPI-MR
Vehikel
20 ym

Aldosteron

(10 nM)

B: 1: RFP 2: Calcineurin 3: Overlay DAPI-MR
Aldosteron

(10 nM)

Abb. 3.23: Nachweis der Lokalisation von PP2BA nach MR-Aktivierung mittels
Immunfluoreszenz

HEK293-Zellen wurden mit MR-RFP (A) oder RFP (B) transfiziert, flir 2 h unter
Kontrollbedingungen (Vehikel) bzw. mit Aldosteron (10nM) stimuliert. AnschlieBend wurden
die Zellen auf dem Objekttréger fixiert und PP2BA mittels Primar-Antikorper (anti Pan-o)) und
Sekundar-Antikorper (anti Oregon-Green; B: griin) sowie die Zellkerne (DAPI, blau) angefarbt.
1: Lokalisation des MR (rot). 2: Lokalisation von PP2BA (griin) 3: Overlay von MR (rot) und
Zellkernen (blau). Ein Zellausschnitt von 20 um (A) bzw. 10 um (B) ist gezeigt. A: N=5;
n=611-1578 Zellen; *p< 0,05 (Chi*-Test). B: RFP: N=2; n=157-174;*p< 0,05 (Chi*-Test).
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In MR-RFP transfizierten Zellen konnte unter Kontrollbedingungen (Vehikel, 0,1%)
eine Lokalisation von Calcineurin im Zellkern von 7-8% ermittelt werden und
entspricht der Verteilung von mit RFP transfizierten Kontrollzellen (RFP, Vehikel)
(Abb. 3.24).

Vehikel Aldost
ehike osteron Abb. 3.24: Quantifizierung der

Lokalisation von PP2BA nach
MR-Aktivierung in RFP und MR-
RFP > | > RFP transfizierten HEK293-Zellen

. Auswertung der Zytosol/Nukleus-
) ' Verteilung von RFP (Kontrolle) und
MR-RFP in HEK293-Zellen in
. Abhéngigkeit der MR-Stimulation
\ mit Vehikel bzw. Aldosteron (10
MR-RFP B B nM). (RFP: N=2; n=157-174;
*p<0,05; MR-RFP: N=5; n=611-
1578 Zellen; *p<0,05; Chi-Test).

PP2BA Nukleus
PP2BA Zytosol

Um genauer zwischen den beiden PP2BA Isoformen, PP2BA-a und PP2BA-B,
differenzieren zu konnen, wurde anschlieBend die subzelluldre Lokalisation von
PP2BA-B in Abhangigkeit von der MR-Aktivierung untersucht. Die katalytische B-
Isoform des Calcineurins wurde durch Verwendung des PP2BA-B Antikorpers (Santa
Cruz Biotechnology und Alexa Fluor 488, Tab 2.14) in zwei voneinander unabhangigen
Versuchen angefarbt, verschiedene Wells des Objekttragers fotografiert und insgesamt
jeweils 102-237 Zellen ausgezahlt.

Der rotfluoreszierende MR (MR-RFP) ist unter Kontrollbedingungen (Vehikel, 0,1 %
DMSO) im Zytosol lokalisiert (rot), ebenso die Phosphatase Calcineurin (griin). Eine
MR-Aktivierung (Aldosteron, 10 nM) erhéht signifikant den im Zellkern lokalisierten
Anteil der katalytischen Calcineurin-lsoform PP2BA-B um ~ 37% (Abb. 3.25). Dies
entspricht dem Ergebnis der PP2BA vermittelten Umverteilung nach MR-Aktivierung,
nachgewiesen durch den Pan-a Antikorper, dargestellt in Abb. 3.23 und 3.24. Dies

zeigt, dass es sich bei der umverteilten Calcineurin-Isoform um PP2BA-B handelt.
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1: MR-RFP 2: Calcineurin 3: Overlay DAPI-MR

Vehikel

Aldosteron
(10 nM)

Abb. 3.25: Nachweis der Lokalisation von PP2BA-p nach MR-Aktivierung mittels
Immunfluoreszenz

HEK293-Zellen wurden mit 0,25 ug MR-RFP transfiziert, fur 2 h unter Kontrollbedingungen
(Vehikel) bzw. mit Aldosteron (10nM) stimuliert. Anschlielend wurden die Zellen auf dem
Objekttrager fixiert und PP2BA-B mittels Primér-Antikorper (anti PP2BA-B, Santa Cruz) und
Sekundar-Antikorper (anti Alexa Fluor 488) (B: gruin) angeféarbt. Die Zellkerne wurden mittels
DAPI gefarbt (blau). A: Lokalisation des MR (rot). B: Lokalisation von PP2BA-B (griin) C:
Overlay von MR (rot) und Zellkernen (blau). Ein Zellausschnitt von 10 pm ist gezeigt. MR-
RFP: N=2; n=102-237 Zellen; *p<0,05 (ChiZ—Test).
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3.6 Einfluss der Mineralokortikoid-Rezeptor induzierten PP2BA-

abhangigen Genexpression

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob der MR Calcineurin-abhangig die
MRNA Expression des proinflammatorischen Gens eNOS (endotheliale NO-Synthase),
ein NFAT-abhangiges Gen, das vier NFAT-Bindestellen besitzt, beeinflusst ‘¥, Die
Abhangigkeit der eNOS mMRNA-Expression von der MR-Aktivierung sowie von
PP2BA-B wurde untersucht (Abb. 3.26). Da nach 6-stindiger MR-Stimulation eine

% erfolgte eine Stimulation von mit

erhohte Calcineurin-Aktivitat detektiert wurde
eGFP-MR transfizierten HEK293-Zellen unter Kontrollbedingungen (Vehikel) bzw. mit
Aldosteron (10 nM) fur 6 h. Eine signifikant erhéhte eNOS mRNA-Expression (um
~40%) konnte nach MR-Aktivierung verifiziert werden. Dieser Effekt ist nicht zu
beobachten, wenn PP2BA-f mittels SiRNA (100 nM, 96h) in den Zellen
herunterreguliert wird (Abb. 3.26).

Aus diesen Daten l&sst sich ableiten, dass die MR-Aktivierung PP2BA-B-abhéngig das

eNOS mRNA-Expressionslevel erhoht.

Abb. 3.26: eNOS mRNA-

, Expressionslevel 96 h nach
§ 150, ——— — Vehikel siRNA-Transfektion
@ _ T £== 10 nM Aldo
2 Mit eGFP-MR transfizierte
= . | HEK?293-Zellen wurden fiir 6h
<Z;if2 100 [ unter Kontrollbedingungen
g (Vehikel) bzw. mit Aldosteron
(% 9 (10 nM) stimuliert. Die mRNA-
CZ> ~ 50 Expression wurde mittels qRT-PCR
© quantifiziert N=3, n=6-8; *p<0,05.

0
SiRNA 96 h: scr- PP2BA-B
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3.7 Rolle endogener Inhibitoren des Calcineurin

Eine MR-Stimulation flhrt zu einer erhohten Calcineurin-Aktivitat, ohne die
Expression der beiden Calcineurin-Isoformen, PP2BA-a. und PP2BA-, zu becinflussen
® AuBerdem treten die Aldosteron/MR/PP2B Effekte auf die CREB-/NFAT-
Signalkaskade Calcium-unabhdangig auf.

Eine Mdoglichkeit die Aktivitat des Calcineurins zu regulieren, ist eine Veranderung der
Expression endogener Calcineurin Inhibitoren, wie CAIN oder RCAN1 1% 152 11 caIN
und RCANL1 konnen direkt an Calcineurin binden und so dessen Aktivitat inhibieren.
Aus diesem Grund wurde die mRNA-Expression von CAIN und RCANL1 in
Abhéangigkeit von MR-Stimulation in HEK293-Zellen analysiert. Die Zellen wurden fur
6 h mit Vehikel (Vehikel) bzw. Aldosteron (10 nM) inkubiert. Abb. 3.27 zeigt eine
leichte Abnahme der CAIN mRNA Expression um ~30% nach MR-Aktivierung,
wohingegen die RCAN1 mRNA Expression durch MR-Aktivierung nicht beeinflusst
wurde (Abb. 3.27). Folglich fihrt eine MR-Aktivierung zu einer veranderten Expression
endogener PP2BA-Inhibitoren, wodurch eventuell die erhéhte PP2BA-Aktivitat

erklarbar ist.

Abb. 3.27: CAIN und
1 Vehikel RCAN1 mRNA-Expression
== 10 nM Aldosteron nach MR-Stimulation

120 4

% T Mit eGFP-MR transfizierte
5 100 | [ T HEK?293-Zellen wurden fiir
< 6 h unter Kontrollbedingungen
S g0 (Vehikel) bzw. mit Aldosteron
S T (10nM)  stimuliert.  Die
é 60 1 mMRNA-Expression wurde
8 mittels gqRT-PCR quantifiziert.
< 40 A CAIN: N=3; n=8; *p<0,05.
g RCANL: N=3; n=7-8;
£ 20 *p<0,05.

=

0
CAIN RCAN1
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Zusammenfassung der Ergebnisse:

1. Die ubiquitar exprimierten katalytischen Calcineurin-lsoformen, PP2BA-a und
PP2BA-f, wurden unabhdngig voneinander auf mMRNA- sowie Proteinexpressionsniveau
in HEK293-Zellen mittels spezifischer siRNA um ~ 60 % herunterreguliert.

2. Eine durch den aktivierten MR hervorgerufene Inhibierung der durch Forskolin
stimulierten ~ CRE-Transkriptionsaktivierung ~ wird  Uber  die  katalytische
PP2BA-f-1soform vermittelt.

3. Eine MR-Aktivierung induziert die MEF2-abhangige Genexpression. Dieser
MR-Effekt wird weder Gber PP2BA-a noch PP2BA-f vermittelt.

4. Die NFAT-Transkriptionsaktivierung wird durch MR-Stimulation PP2BA-$-abhangig
beeinflusst.

5. Die MEF2- sowie NFAT-SEAP-Reportergen-Aktivierung wird spezifisch durch den
MR, nicht aber tber den GR, reguliert.

6. HSP90  spielt eine  wichtige Rolle bei der NFAT- und
MEF2-Transkriptionsaktivierung.

7. Es existiert eine HSP90-vermittelte MR-PP2BA-f-Interaktion, unabhangig vom
Aktivierungszustand des MR.

8. Nach MR-Aktivierung findet eine HSP90-abhéangige Umverteilung von MR und
PP2BA-f in den Zellkern statt.

9. Eine MR-Aktivierung fihrt zu einer verdnderten Expression des endogenen
Calcineurin-Inhibitors CAIN sowie zu einer PP2BA-s-abhéngigen Erhéhung der eNOS

mRNA-Expression.
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4. Diskussion

Verschiedene Tier- sowie Patientenstudien zeigen, dass der MR und Aldosteron an der
Entstehung von Erkrankungen des renokardiovaskuldren Systems beteiligt sind %%°%°%
6164747718418 |n nicht-epithelialen Geweben induziert der MR pathophysiologische
Veranderungen, die sich durch endotheliale Dysfunktion, Fibrose und Veranderungen
an Gefdlen (GefaBentzindung, GefaR-Remodeling) &uflern und zu sekunddren
Endorganschéden wie Herz- und Niereninsuffizienz filhren ®’. Die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen dieser Veranderungen sind unbekannt. Bekannt ist, dass die
Wirkung  von  Steroidhormonrezeptoren  wie  Ostrogen-Rezeptor  (ER),
Progesteron-Rezeptor (PR) und Glukokortikoid-Rezeptor (GR) nicht Uber einen
einfachen An- und Ausschaltmechanismus ablaufen, sondern Uber komplexe
nicht-genotrope Wechselwirkungen mit anderen Signalkaskaden in der Zelle ¥7%°,

Der MR beeinflusst verschiedene Komponenten zytosolischer Signalkaskaden z. B:
Ca?*- oder cAMP-Konzentrationen oder die Aktivitst von Protein-Kinasen und

extrazelluldr  regulierter ~ Kinasen #0078

Hinweise, die eine putative
pathophysiologische Relevanz zwischen PP2B, CREB und MR vermuten lassen,
basieren auf pharmakologischen Nachweisen. Die schadliche Wirkung des MR konnte
durch Cyclosporin A (CyP-CsA) oder Takrolimus (FKBP12-FK506) in zwei
unabhangigen in vivo Studien deutlich vermindert werden 8”2,

Die durch Aldosteron/MR hervorgerufene Konzentrations-abhangige Inhibierung der
CRE-SEAP-Transkriptionsaktivierung, die auch in OK- und VSMC-Zellen beobachtet
wurde, konnte nicht durch den mittels Dexamethason aktivierten GR verifiziert werden,
wodurch hiermit ein MR-spezifischer Effekt gefunden wurde.

Ein mogliches Zusammenspiel von MR, PP2B und cAMP/CREB-Signalkaskade wurde

8 Eine durch den aktivierten MR induzierte

durch Grossmann et. al analysiert
Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB und daraus resultierende
Inhibierung der cAMP/CREB-Signalkaskade in HEK293-Zellen wird durch eine
erhohte PP2B-Aktivitdt vermittelt und durch die Verwendung von Cyclosporin A
(CyP-CsA) und Geldanamycin aufgehoben, nicht aber durch Okadainséure.
Okadainsaure hemmt spezifisch, schon bei sehr geringen Konzentrationen, die
Phosphoprotein-Phosphatasen PP1 und PP2A %1% somit kann geschlussfolgert
werden, dass eine Dephosphorylierung von CREB nach MR-Stimulation spezifisch

durch Calcineurin, nicht aber durch PP1 oder PP2A, hervorgerufen wird.
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In Vorversuchen zu dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine MR-Aktivierung
einen hemmenden Einfluss auf die cAMP/CREB-Signalkaskade durch eine Zunahme
der PP2B-Aktivitat vermittelt ". Taigen et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen
einer erhéhten PP2B-Aktivitat, verbunden mit erhdhten PP2BA-p mRNA- sowie
Proteinexpression durch hypertrophe Stimuli in neonatalen Rattenkardiomyocyten °*,
Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit Uberprift, ob die Zunahme der
PP2B-Enzymaktivitdit nach MR-Stimulation moglicherweise durch eine erhohte
Expression einer der beiden katalytischen Isoformen, PP2BA-a- oder PP2BA-B,
hervorgerufen werden konnte. Eine Uberpriifung der Proteinexpression von
PP2BA-a- oder PP2BA-B mittels Westernblot vor und nach Aldosteron-Stimulation
zeigte, dass eine Inhibierung der cAMP/CREB-Signalkaskade nach MR-Stimulation
durch eine reine Zunahme der PP2B-Aktivitdt und nicht durch eine verénderte
PP2BA-a- oder PP2BA-B-Proteinexpression vermittelt wird (Abb. 3.1).

Verschiedene Studien zeigen, dass der MR mit zytosolischen Signalkaskaden in
Wechselwirkung tritt. Dabei werden (ber verénderte Calcium-Konzentrationen oder
verédnderte  Aktivitdten von  Proteinkinasen (PKA, PKC, PKD) andere
Transkriptionsfaktoren beeinflusst “®>¢"%_|n Vorversuchen zu dieser Arbeiten konnte
nachgewiesen werden, dass die PP2B-Aktivitatssteigerung nicht mit einer veranderten
intrazellularen Ca®* oder cAMP-Konzentration korreliert . Des Weitern konnte durch
Verwendung spezifischer Inhibitoren eine Aktivierung von p38 oder der extrazellular
regulierten Kinase (ERK) sowie eine Beteiligung der Proteinkinase C (PKC) an der
MR-induzierten Inhibierung der durch Forskolin stimulierten

cAMP/CREB-Signalkaskade ausgeschlossen werden .

4.1 Rolle von endogenen Calcineurin-Inhibitoren

Neben der Kklassischen Aktivierung von PP2B durch Calcium %/, kann die
Phosphatase-Aktivitat in vivo auch durch verschiedene PP2B-Bindungsproteine,
sogenannte endogene PP2B-Inhibitoren wie CAIN oder RCAN1, die die
PP2B-Aktivitat in der Zelle auf unterschiedliche Weise regulieren, gesteuert werden
105111152 \\Wahrend CAIN inhibierend durch direkte Bindung an den C-terminus des
Calcineurins wirkt, ist die RCAN1-Konzentration ausschlaggebend fur eine Inhibierung

oder Aktivierung von Pp2B 0>111152 154,
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Um zu kléren, ob der stimulierte MR einen Einfluss auf die mRNA-Expression der
endogenen  Inhibitoren wie CAIN und RCAN1 hat, wurde deren
MRNA-Expressionsniveau vor und nach Aldosteron-Stimulation bestimmt (Abb. 3.27).
Aldosteron/MR bewirkten eine Abnahme der CAIN mRNA-Expression um ~30%,
wohingegen die RCAN1 mRNA-Expression unbeeinflusst blieb. Die verdnderte CAIN
MRNA-Expression in der Zelle nach MR-Stimulation (Abb. 3.27) erklart nicht die
durch den MR hervorgerufene PP2BA-B Umverteilung in den Zellkern
(Abb. 3.23 - Abb. 3.25). CAIN konnte aber mdglicherweise einen Beitrag zur
zytosolischen MR-induzierten PP2BA-B-Aktivitat durch Aufhebung der Inhibierung
leisten. Aus diesem Grund sollte in weiterfihrenden Experimenten berpruft werden, ob
durch MR-Aktivierung auch eine Abnahme des CAIN Protein-Expressionsniveaus
nachgewiesen werden kann und somit tiber CAIN ein moglicher Mechanismus fur die
Zunahme der PP2B-Aktvitat nach MR-Stimulation beschrieben werden konnte.

Eine weitere Mdglichkeit PP2B zu aktivieren, ware (ber eine gezielte proteolytische
Spaltung von PP2B durch die Cysteinprotease Calpain moglich '**. Calpain entfernt
gezielt das autoinhibitorische Peptid (AID) von CnA, wodurch PP2B aktiviert wird **.
Gegen eine PP2B-Spaltung durch Calpain, hervorgerufen durch Aldosteron/MR spricht
jedoch, dass anhand von Protein-Expressionsanalysen keine verédnderten Proteingrofien
durch mdogliche Spaltung von PP2B durch Calpain sowie keine zusatzlichen
Proteinbanden im Gel von PP2BA-a oder PP2BA-B nach MR-Aktivierung mit
Aldosteron im Vergleich zu Kontrollbedingungen detektiert wurden. Aus diesem Grund
wurde eine mogliche Aktivierung von PP2B durch Calpain im Rahmen dieser Arbeit

nicht weiter untersucht.

4.2 Analyse der nicht-genotropen MR-induzierten Wechselwirkung

uber Calcineurin auf verschiedene zytosolische Signalkaskaden

Mittels Durchfihrung verschiedener SEAP-Reportergen-Assays (CRE-, MEF2-,
NFAT-SEAP) bei gleichzeitiger PP2BA-a- bzw. PP2BA-B-Reduktion wurde der
Einfluss des mit pathophysiologischer Aldosteron-Konzentration (10 nM) aktivierten
MR auf die (i) CRE-, (ii) MEF2- und (iii) NFAT-Transkriptionsaktivitat untersucht, um
aufzuklaren tber welche PP2BA-Isoform (PP2BA-a oder PP2BAR) die spezifischen
MR-Effekte vermittelt werden.

77



Diskussion

(i) Wechselwirkung von Mineralokortikoid-Rezeptors/Calcineurin mit der
CAMP/CREB-Signalkaskade

Eine durch den aktivierten MR hervorgerufene Inhibierung der durch Forskolin
stimulierten CRE-Transkriptionsaktivierung wird tber PP2BA-B, nicht Uber PP2BA-a,
vermittelt (Abb. 3.8 B). Obwohl das funktionale Proteinlevel von PP2BA-B in den
Zellen nicht vollstdndig reduziert werden konnte (Abb. 3.7 B), wurde eine deutliche
Verminderung der Inhibierung der CRE-Transkriptionsaktivierung (~60%) detektiert
(Abb. 3.8 B). Die Inhibierung der CRE-abhdngigen Genexpression nach MR-
Stimulation wird durch eine vermehrte CREB-Dephosphorylierung vermittelt °. Dies
hat negative Auswirkungen auf das natirliche Redox-Gleichgewicht der Zellen. Die
Expression des Enzyms Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD) wird Uber den
cAMP/CREB-Signalweg reguliert ">’ G6PD leistet einen wichtigen Beitrag fiir die
Aufrechterhaltung des intrazellularen Redox-Zustandes der Zellen, da sie aus
Glukose-6-Phosphat, NADP™" (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) und Wasser
im ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Pentose-Phosphatweges das
Reduktionsaquivalent NADPH bildet *®2. Erhohte intrazelluldre Konzentrationen von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) werden durch reduziertes Glutathions (GSH),
welches mittels Glutathion-Peroxidase in oxidiertes Glutathion (GSSG) umgewandelt
wird, abgefangen. Fir die Regenerierung des reduzierten GSH aus GSSG benétigt das
Enzym Glutathion-Reduktase NADPH %, GSH ist ein wichtiges Antioxidans des
Stoffwechsels, welches bei erhthtem oxidativem Stress die Zellen vor Schaden durch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie Wasserstoffperoxid, schiitzt 2. Eine Abnahme
des NADPH-Levels fihrt zu erhthten ROS-Konzentrationen in Gefalen und zu einer
Abnahme der im Endothel verfugbaren Stickstoffmonoxid (NO)-Konzentration,
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wodurch GeféaRentzindungen entstehen . Eine MR-Blockade mit Spironolakton

verhindert die Aldosteron-induzierte Vaskulopathie und fiihrt zu einem verbesserten

74,192-194

Gefalireaktionsvermdgen . Tian et al. beschrieben einen Zusammenhang

zwischen reduzierter G6PD-Expression mit einem verminderten NADPH-Level in

Fibroblasten aus G6PD-defizienten Patienten mit einer erhohten Anfélligkeit fur einen

194,195

durch H,O, hervorgerufenen Zelltod. . Grossmann et al. zeigten in glatten

GefaBmuskelzellen (VSMC), dass der stimulierte MR (ber eine reduzierte G6PD
MRNA-Expression sowie eine reduzierte G6PD-Aktivitdt in der Lage ist sein
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pathophysiologisches Potential zu vermitteln *°. Der Einsatz von Cyclosporin A

(CyP-CsA) verhinderte eine Abnahme der G6PD mRNA-Expression '3, wodurch
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wiederum ein Zusammenspiel des MR mit PP2BA- bekriftigt wird (Abb. 5.1). Dieses
Zusammenspiel fuhrt letztendlich zu kardiovaskularen Erkrankungen aufgrund eines

verringerten Schutzes der Zellen vor reaktiven Sauerstoffspezies.

Wechselwirkung von Mineralokortikoid-Rezeptors/Calcineurin mit (ii) NFAT- und
(iii) MEF2-Signalkaskade

PP2B beeinflusst nicht nur die Regulation des Transkriptionsfaktors CREB und somit
die CRE-abhéngigen Genexpression, sondern auch andere Transkriptionsfaktoren wie
NFAT und MEF2 7779397,

(i1) Hypertrophe Stimuli wie Angll und Phenylephrin fuhren Gber eine Aktivierung von
PP2B/NFAT zur Stimulation der Expression von Genen der Hypertrophie-Antwort und
somit zur Entstehung von kardialer Hypertrophie. In vivo fihrte eine konstitutive
Expression von PP2B und NFAT im Méuseherzen zu einer massiven Herzhypertrophie,
die durch Blockade von PP2B mittels Cyclosporin A (CyP-CsA) und Takrolimus
(FKBP12-FK506) inhibiert werden konnte %,

PP2B/NFAT sind Dbeteiligt an Gefd-Remodeling, GefaB-Proliferation und
GefaR-Alterung sowie an der Hochregulation von inflammatorischen Regulatoren wie
RANTES oder Osteopontin . Diese charakteristischen Merkmale werden auch bei

B Aus diesem Grund wurden im

der MR-induzierten Vaskulopathie beobachtet
Rahmen dieser Arbeit ein mdgliches Zusammenspiel von MR und PP2B auf die
NFAT-abhéngige Transkriptionsaktivierung untersucht.

Es konnte eine Stimulation der NFAT-abhangigen Genexpression nach
MR-Aktivierung detektiert werden (Abb. 3.13). Diese MR-abhé&ngige Induktion des
NFAT-SEAP-Reporters wird tber PP2BA-B reguliert (Abb. 3.15), da eine Reduktion
von PP2BA-f um ~60% eine signifikante Abnahme der MR-induzierten
NFAT-Transkriptionsaktivitdit um ~51% bewirkte. Eine PP2BA-a Reduktion hatte
keinen Einfluss auf die MR-induzierte NFAT-Transkriptionsaktivierung (Abb. 3.15). Im
Gegensatz dazu bewirkte die mit Dexamethason (100 nM) induzierte Stimulation des
GR keine NFAT-Transkriptionsaktivierung (Abb. 3.14).

Aus diesen Ergebnissen l&sst sich schlussfolgern, dass tiber den MR, nicht aber tGiber den
GR, eine Aktivierung der NFAT-abh&ngigen Transkription induziert wird.

Eine MR-Stimulation durch Aldosteron fuhrt Gber eine Aktivitatssteigerung von

PP2BA-B zu einer NFAT-Transkriptionsaktivierung und weist auf einen moglichen
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Mechanismus hin wie der MR seine pathophysiologischen MR-Effekte vermitteln kann.
Aus diesem Grund wurde anschlielend der Einfluss der MR-induzierten
PP2BA-abhangigen Genexpression untersucht.

Analyse des Einflusses der MR-induzierten PP2BA-abhangigen Genexpression

Die pathophysiologische Relevanz der Wechselwirkung des aktivierten MR Uber
PP2BA-B mit der NFAT-Signalkaskade im Organismus sollte durch Uberpriifen der
Expression des NFAT-abhangigen proinflammatorischen Gens eNOS erfolgen %,
Abb. 3.26 zeigt eine durch den aktivierten MR hervorgerufene PP2BA-B abhingige
Erhéhung der eNOS mRNA-Expression um ~40% nach 6-stiindiger MR-Stimulation.
Ritter et al. zeigten eine erhohte, durch einen hypertrophen Stimulus (Angll)
hervorgerufene eNOS-Expression in Kardiomyocyten vermittelt durch PP2B/NFAT
nach Angiotensin 11-Rezeptor-Aktivierung und verifizierten vier NFAT-Bindestellen im
eNOS-Promotor durch EMSA (electrophoretic mobility shift assay)-Analysen .

Im Organismus wird eNOS konstitutiv im Endothel von Blut- und LymphgefaRen
exprimiert 1%
gasformige, freie Radikal NO (Stickoxid) und L-Citrullin. Fir die Funktionalitat der
eNOS spielen die Kofaktoren NADPH, regeneriert durch die G6PD sowie

. eNOS regeneriert aus L-Arginin durch Reduktion von Sauerstoff das

Tetrahydrobiopterin (BHy), NADPH-abhéngig regeneriert durch
Tetrahydrofolat-Reduktase, eine entscheidende Bedeutung 4%,

Unter physiologischen Bedingungen wirkt das durch die eNOS gebildete NO Gefal
schutzend, da es leicht in glatte GefaBmuskelzellen diffundiert und dort als
Vasodilatator, durch Stimulation der 16slichen Guanylatzyklase, die durch Bildung von
cGMP die Proteinkinase G (PKG) aktiviert, eine Relaxation der GefaRe bewirkt '*°. Die
pathophysiologische Relevanz von NO konnte durch verschlechterte endotheliale
Vasorelaxation, assoziiert mit oxidativen Gefalschdden bei Arteriosklerose und
Hypercholesterindmie, beobachtet werden **%. Erhéhter oxidativer Stress fiir Zellen
entsteht bei erhohter Superoxid-Bildung unter NADPH-Mangelbedingungen bei
geringer NO-Verfugbarkeit sowie durch Peroxinitrit-Anion (ONOQO), einem sehr
reaktiven Sauerstoffradikal, welches bei unphysiologisch hohen Konzentrationen von
Superoxid und NO entsteht 4192199200 peroxinitit fordert die Entkopplung der eNOS

und somit das Enstehen von kardiovaskularen Krankheiten 2%

. Leopold et al.
detektierten eine Verschiebung des Gleichgewichtes vom aktivem eNOS-Dimer zum

inaktivem eNOS-Monomer (entkoppelte eNOS) mit zunehmender
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Aldosteron-Konzentration "*. Eine Reduktion der NO-Bildung durch entkoppelte eNOS
wird z. B. unter NADPH-Mangelbedingungen bei reduzierter G6PD-Expression
hervorgerufen und fuhrt zu kardiovaskuldren Erkrankungen durch vermehrte
Superoxid-Produktion "**'%° Dies kénnte darauf hindeuten, dass der MR (ber eine
PP2BA-B-Aktivierung und daraus resultierende Abhahme der G6PD-Expression einen
NADPH-Mangel erzeugt, der widerum zur Verschiebung des Gleichgewichtes hin zur
entkoppelten eNOS fuhrt. Ob die erhohte eNOS mRNA-Expression nach
MR-Stimulation Uber PP2BA-B (Abb. 3.26) mit einer vermehrt entkoppelten eNOS
unter Bildung von Superoxiden unter reduzierter NO-Bildung einhergeht, muss durch
weiterflhrende Experimente geklart werden. In zukinftigen Experimenten kénnte in
Endothelzellen durch (i) Messung des Umsatzes von L-Argingin in L-Citrullin die
eNOS-Aktivitat in Abhangigkeit von der MR-Stimulation mit Aldosteron und unter
Herunterregulation von PP2BA-B mittels PP2BA-B siRNA (iberpriift werden 2%,
Zusétzlich konnte Uber (ii) Westernblot-Analysen durch Verwendung von
entsprechenden Antikdrpern, die zwischen dem aktiven funktionalen eNOS-Dimer und
dem inaktivem Monomer der entkoppelten eNOS differenzieren konnen, aufgeklart
werden, inwieweit eine MR-Stimulation Uber PP2BA- die eNOS-Funktionalitat und
deren Beitrag auf die ROS-Akkumulation beeinflusst. Eine mdoglicherweise erhéhte
ROS-Akkumulation konnte durch (iii) Quantifizierung des oxidativen Stresses durch
DCF (6-Carboxy-2’-7’-Dichlorodihydrofluorescein)-Fluoreszenz-Messungen ermittelt
werden . Anhand der dabei ermittelten Daten konnten Riickschlisse auf die
funktionale oder pathophysiologische Relevanz von MR/PP2B auf die
eNOS-Expression fur den Organismus gezogen werden.

Im Rahmen der kardiovaskularen Pathophysiologie riicken PP2B/NFAT immer stérker
in den Fokus der Forschung. GefalRveranderungen wie Proliferation, Remodeling und
Alterung sowie die Hochregulation von inflammatorischen Genen wie RANTES oder
Osteopontin sind in der Literatur beschrieben ""#% 88 0Op solche Veranderungen
auch durch Aldosteron/MR/PP2BA-B/NFAT-Aktivierung hervorgerufen werden, muss
in weiterfihrenden Experimenten geklart werden. Entziindungsmarker wie Osteopontin,
RANTES oder COX2 besitzen wie eNOS potentielle NFAT-Konsensussequenzen im
Promotor #?%2* Durch Analyse der mRNA-Expression nach MR-Aktivierung unter
Verwendung von PP2BA-B siRNA konnte kldren, ob diese Entziindungsmarker
veréndert exprimiert und moglicherweise durch MR/PP2BA-B hochreguliert werden.

Neben diesen Entzindungsmarkern konnten auch Gene analysiert werden, die
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charakteristisch bei kardialer Hypertrophie im Kdérper veréndert exprimiert werden z. B.
ANF (atrial natriuretic factor), B-MHC (B-myosin heavy chain) und Skelett-a-Actin.
Bueno et al. verifizierten eine erhdhte ANF-, B-MHC- und Skelett-a-Actin-Expression

in Kardiomyocyten nach 14-tagiger hypertropher AnglI-Stimulation %2,

(iii) Im Zellkern fihrt eine Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors MEF2 durch
PP2B %2 zy einer Aktivierung MEF2-abhangiger Gene in verschiedenen embryonalen
und adulten Geweben, v.a. Muskeln und Hirn 184,

Eine Stimulation des MR durch Aldosteron zeigte eine signifikante Stimulation der
MEF2-abhdngigen Genexpression (Abb. 3.10). Im Gegensatz dazu bewirkte die mit
Dexamethason (100 nM) induzierte Stimulation des GRs, dem ndchsten Verwandten
des MR, keine MEF2-Trankriptionsaktivierung (Abb. 3.11). Somit konnte gezeigt
werden, dass die Induktion der MEF2-Transkriptionsaktivierung MR-spezifisch
verlauft. Dies korreliert mit der Inhibierung der Forskolin-stimulierten
CRE-SEAP-Transkriptionsaktivierung, die nur fir Aldosteron/MR, nicht aber flr
Dexamethason/GR, verifiziert werden konnte .

In einem weiteren Schritt wurde Uberprift, ob die MR/Aldosteron-induzierte
MEF2-Transkriptionsaktivierung PP2B-abhangig vermittelt wird, da in der Literatur
drei Mechanismen fir die Regulation der MEF2-Aktivitdt, unter anderem in
Wechselwirkung mit NFAT, beschrieben wurden (siehe 1.5.4.3) **°. Neben der
Regulation von physiologischen Prozessen in der Zelle gibt es auch Hinweise auf eine
Beteiligung von MEF2, u.a. unter Beteiligung von NFAT an Stressantworten,
Remodeling-Programmen und der Entstehung kardialer Schaden 405020,

Zhang et al. zeigten eine Aufhebung der MEF2-Repression durch Histondeacetylasen
(HDAC) nach Stressstimulation, wodurch eine Reprogrammierung der kardialen
Genexpression induziert wird, die letztendlich zu einer eingeschrankten Herzfunktion
fuhrt **°. MEF2 wurde als Ziel der Ca’*/CaM-abhingigen Kinase IV (CaMKIV)
identifiziert. CaMKIV wird durch PP2B/NFAT3 aktiviert und induziert die kardiale
Hypertrophie 2%,

Fir den Nachweis einer moglichen PP2B-abhangigen Regulation MEF2-abhangiger
Gene nach MR-Stimulation wurde die MEF2-SEAP-Transkriptionsaktivierung unter
Herunterregulation von PP2BA-o bzw. PP2BA-f gemessen (Abb. 3.12). Hierbei konnte
keine Beteiligung von PP2B an der Regulation der MEF2-abhdngigen Genexpression

durch Reduktion von PP2BA-a bzw. PP2BA-f nachgewiesen werden (Abb. 3.12).
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Daraus l&sst sich schlussfolgern, dass durch den aktivierten MR eine Zunahme der
MEF2-Expression stattfindet, die nicht uber PP2B reguliert wird (Abb. 5.1).

In zukinftigen Experimenten sollte aufgeklart werden, ob der MR mdglicherweise tber
MAPK-Signalwege eine Erhéhung der MEF2-Expression hervorruft, da in der Literatur
eine Stimulation von MEF2 durch p38 sowie durch die extrazelluldr regulierte
Proteinkinase 5 (ERKS5) beschrieben ist **°. Ob MEF2 durch p38 oder ERKS5 aktiviert
wird, héngt davon ab, an welcher Stelle MEF2 durch diese Kinasen phosphoryliert wird.
ERK5 phosphoryliert MEF2 in der MADS-Doméne, p38 hingegen phosphoryliert
MEF2 in der transkriptionalen Aktivierungsdoméne. Die Phosphorylierung und
Aktivierung von MEF2 durch p38 steht im Zusammenhang mit der Entstehung von

kardialer Hypertrophie durch Reprogrammierung der kardialen Genexpression *°.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine PP2BA-B abhédngige Uber den MR stimulierte
Regulation der Transkription CRE- sowie NFAT-abhéngiger Gene, nicht aber die

MEF2-abhéngiger Gene, nachgewiesen werden.

Mechanistische Analyse der MR-induzierten MEF2- und
NFAT-Transkriptionsaktivitat

I) MR sowie sein ndchster Verwandter der GR binden klassisch an das gleiche
Hormon-responsive Element GRE und aktivieren beide die GRE-abhangige
Genexpression 222%2% |n Abb. 3.16 ist die Dosis-Wirkungsbeziehung von
GRE-, MEF2- und NFAT-Transkriptionsaktivitdt in Abhéangigkeit verschiedener
Aldosteron-Konzentrationen dargestellt. Beim GRE-SEAP-Reportergen-Assay wurde
eine maximale GRE-SEAP-Aktivitdt von ~700% gemessen. Davon leitet sich die
mittlere effektive Konzentration (ECsp) bei halbmaximaler Geschwindigkeit (1/2 Vmax)
ab, die bei einer Aldosteron-Konzentration von 0,1 +0,02 nM liegt (Abb. 3.16). Im
Gegensatz dazu sind die maximalen NFAT- bzw. MEF2-SEAP-Aktivitaten deutlich
geringer (NFAT: ~380%; MEF2: 300%) und auch der Anstieg verlauft deutlich flacher,
wodurch sowohl die maximalen SEAP-Aktivitaten, als auch die ECso-Werte von
MEF2- und NFAT-Aktivierungen bei deutlich hoheren Aldosteron-Konzentrationen
erreicht werden (ECso merz = 0,9 0,1 nM Aldosteron; ECso near = 1,5 20,5 nM
Aldosteron; Abb. 3.16).

Die  klassische  Aktivierung des MR  erfolgt bei  physiologischen

Aldosteron-Konzentrationen von ECsy, = 0,1 nM 2°’. Dieser Wert korreliert mit dem
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ECso-Wert fur die Aktivierung der GRE-abhéngigen Genexpression (Abb. 3.16). Die
schadliche Wirkung des MR wird durch zusétzliche Aktivierung bei hoheren
Aldosteron Konzentrationen hervorgerufen. Eine inaddquate Aktivierung des MR im
kardiovaskularen System fiihrt primar zur Vaskulopathien, sekundér fiihren diese
GefaRschadigungen zu Endorganschaden wie z. B: renale und kardiale Dysfunktion

2:6,52,64,74,17,184-186 * A |15 den in dieser Arbeit ermittelten mittleren

(kardiale Hypertrophie)
effektiven Aldosteron-Konzentrationen far die MEF2- und
NFAT-Transkriptionsaktivierungen lasst sich ableiten, dass die MR-abhangige
Aktivierung der MEF2- sowie NFAT-abhangigen Signalkaskade bei pathophysiologisch

erhohten Aldosteron-Konzentrationen auftreten kann.

I1) HSP90, ein hochkonserviertes und essentielles Protein, wird in allen eukaryotischen
Zellen exprimiert. Es sind bis zu 100 Proteine bekannt, die Gber HSP90 reguliert
werden . Neben der Regulation der Proteinfaltung und Proteindegradation,
Signaltransduktion und Chaperone-Funktion, spielt HSP90 auch eine wichtige Rolle in
Steroidhormonrezeptor-HSP90-Heterokomplexen 2%,

Der Einfluss von HSP90 auf die MR-induzierte MEF2-/NFAT-Transkriptionsaktivitat
sollte genauer analysiert werden, da MR sowie Calcineurin als Klientenproteine des
Chaperone HSP90 bekannt sind. **¥, Geldanamycin, ein HPS90-Inhibitor, blockiert
die Bindung von MR und HPS90 wund verhindert die Inhibierung des
Forskolin-stimulierten CRE-Signalweges . Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass  Geldanamycin  eine  Stimulation der MEF2-  sowie
NFAT-Transkriptionsaktivitat, im Vergleich zur Stimulation des MR mit Aldosteron,
verhinderte (Abb. 3.18).

Grossmann et al. zeigten, dass die Bindung von HSP90 an den MR entscheidend zu

43 Someren et al. verifizierten eine erhohte durch

dessen Funktionalitat beitragt
HSP90/HSP70 hervorgerufene CaM-abhangige und CaM-unabhéangige
PP2B-Aktivierung durch Aldosteron '®'. Abb. 3.18 zeigt eine Stimulation der
NFAT- bzw. MEF2-Transkription durch Aldosteron, die bei gleichzeitiger Stimulation
mit Geldanamycin verhindert wurde. Dies korreliert mit Daten von Grossmann et al.,
die zeigen, dass Geldanamycin sowie Cyclosporin A (CyP-CsA) die inhibitorische
Wirkung von Aldosteron/MR auf die Forskolin-stimulierte CRE-SEAP-

Transkriptionsaktivitat tiber PP2B verhindern ™.
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1) Um  Aufzuklaren, welche MR-Doméne fir die MEF2- bzw.
NFAT-Transaktivierung verantwortlich ist, wurden Reportergen-Assays mit trunkierten
MR-Varianten durchgefthrt (Abb. 3.17).

(i) Unter Verwendung des MRPE" (keine A/B-Domane und DNA-Bindungsdoméane)
konnte weder eine MEF2- noch eine NFAT-Transkriptionsaktivitat detektiert werden
(Abb. 3.17). Der MR besitzt verschiedene Kernlokalisierungssignale (NLSO, NLS1,
NLS2), wodurch der unidirektionale Kernimport des MR gesteuert wird **. Das im
N-Terminus lokalisierte NLSO kontrolliert primar hormon-unabhangig den Kernimport.
NLS1, das in der DNA-Bindungsdomane lokalisiert ist, wirkt zusammen mit NLSO und
NLS2 beim Agonist-stimulierten MR-Kernimport 2*. Fehlen NLO und NLS1 (MRP5F)
wurde im Rahmen dieser  Arbeit, weder eine MEF2- noch
NFAT-Transkriptionsaktivierung gemessen (Abb. 3.17). Des Weitern binden im
Bereich der AF-1 (activation function-1)-Doméne (Abb. 1.1.) der A/B-Doméne des MR
verschiedene Koaktivatoren, die entscheidend zur Transkriptionsaktivitat beitragen .
(i) Fur die trunkierte MR Variante wurde eine zum kompletten MR (MR”BCPEF)
vergleichbare MEF2-SEAP-Aktivierung gemessen, die NFAT-SEAP-Aktivierung war
hingegen reduziert. Aus diesen Daten lasst sich schlussfolgern, dass die aminoterminale
Doméne (A/B-Doméne) des MR eine wichtige Rolle bei der NFAT-
Transkriptionsaktivierung spielt. Mdglicherweise finden bei der
NFAT-Transkriptionsaktivierung  Protein-Protein-Wechselwirkungen mit anderen
Koaktivatoren statt, die spezifisch im N-terminalen Bereich des MR binden und die fir
die MEF2-Transkriptionsaktivierung wahrscheinlich nicht von Bedeutung sind.

Es ist wichtig in zukiinftigen Experimenten zu tberprufen, ob trunkierte MR-Varianten
(MR®P¥F, MRP®F) auch in differenzierten Zelllinien (glatten oder aortalen
GefaBmuskelzellen (A10, A7r5) der Ratte oder in Nierenzellen des Opossums (OK))
einen Einfluss auf die NFAT- sowie MEF2-Transkriptionsaktivierung haben. Allerdings

ist dies nur anteilig moglich, da diese Zellen endogen den MR exprimieren.
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4.3 Analyse der Mineralokortikoid-Rezeptor-Calcineurin-Interaktion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass HSP90 eine wichtige Rolle bei
der NFAT- sowie MEF2-Transkriptionsaktivierung nach MR-Stimulation spielt, da
Geldanamycin die NFAT/MEF2-Reportergen-Aktivierung verhinderte (Abb. 3.14).
Grossmann et al. zeigten, dass eine Inhibierung der durch Forskolin stimulierten
CRE-abhéngigen Genexpression durch Cyclosporin A (CyP-CsA) und Geldanamycin
verhindert werden kann ". Aufgrund dessen wurde im Rahmen dieser Arbeit durch
Co-Immunoprézipitation analysiert, ob ein Signalkomplex bestehend aus MR, PP2B
und HSP90 in der Zelle vorliegt (Abb. 3.19 - 3.21). Aus den durch
Co-Immunoprézipitation gewonnenen Daten kann geschlussfolgert werden, dass eine
HSP90-vermittelte MR-PP2BA-B-Interaktion, unabhéngig vom Aktivierungszustand
des MR existiert (Abb. 5.1). Mdglicherweise wird diese MR-PP2BA-B-Interaktion Uber
das Chaperon HSP90 vermittelt, da nach Geldanamycin-Gabe keine
MR-PP2BA-B-Interaktion detektiert werden konnte (Abb. 3.20 C). Someren et al.
verifizierten einen Einfluss von HSP90 auf die PP2B-Aktivierung durch Aldosteron und

181 In

zeigten eine Interaktion von HSP90 mit PP2B in vitro und in vivo
Rattennierenzellen wurde eine nicht-genotrope Aldosteron-Wirkung (ber eine

HSP90- und HSP70-abhangige Aktivierung von Calcineurin gezeigt ®°.

MR sowie GR liegen in der Zelle als Heterokomplex aufgebaut aus einer Vielzahl von
miteinander wechselwirkender Proteine wie HSP90/HSP70/p23 und verschiedener
Immunophiline (IMM) vor %2325 Dyrch die Bindung des Chaperone-Komplexes
wird der MR stabilisiert und vor Degradation durch den Ubiquitin-Proteasom-
Signalweg geschiitzt #*°. In diesem Komplex sind verschiedene IMM (z. B. FKBP51),
die eine Peptidylprolyl-lIsomerase (PPlase)-Domane besitzen, gebunden. Zusétzlich zur
PPlase-Aktivitat besitzen die IMM eine Tetratricopeptid (TPR)-Doméne. Eine
Interaktion der IMM mit HSP9O0 erfolgt tber die 34 aa lange degenerative TPR-Doméne
der IMM mit der TPR-Akzeptorstelle von HSP90 #"%8. Uber die PPlase-Domane der
IMM tritt der Heterokomplex mit Dynamitin in Wechselwirkung, welches wiederum
mit Dynein, gebunden an Mikrotubuli, verbunden ist 332345217218 pje Bindung der
IMM, FKBP51 oder FKBP52, im Heterokomplex trégt entscheidend zur Funktionalitat
des Heterokomplexes bei. Eine Liganden-Bindung (Aldosteron/MR) bewirkt einen
natlrlichen Austausch des FKBP51 des im Zytosol lokalisierten Komplexes gegen
FKBP52 (aktiver Komplex) und stimuliert die MR-Translokation in den Zellkern *,
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Verschiedene Studien zeigen, dass die Anwesenheit von HSP90 wichtig ist, um den MR
in einer fiir die Ligandenbindung giinstigen Konformation zu halten 2**??!, Couette et
al. identifizierten, anhand von Deletionsmutanten des MR, die Aminosaurereste
711-733 des C-terminalen Teils der Scharnierregion des humanen MR, die zum einen
als essentielle Aminosauren fur die HSP90-Bindung wichtig sind und zum anderen den
MR in einer fiir die Ligandenbindung giinstigen Konformation halten %,

In zuklnftigen Experimenten konnte mittels (i) Co-Immunoprazipitationsanalysen unter
Verwendung von Protein G-Agarose Beads und eines spezifischen PP2BA-p
Antikorpers PP2BA-B aus mit MR-transfizierten und mit Aldosteron stimulierten
Zelllysaten isoliert werden. PP2BA-B sowie die mit ihm prézipitierten Proteine
(MR, HSP90, CAIN) wirden Uber Protein G, welches spezifisch an die Fc-Region des
PP2BA-B Antikorpers bindet, aus einem Zelllysat isoliert und anschlie3end (ii) durch
Westernblot nachgewiesen werden. Someren et al. zeigten eine Interaktion von PP2B
mit HSP90, differenzierten aber nicht spezifisch zwischen den beiden Isoformen,
PP2BA-a und PP2BA-B ®'. AuRerdem konne mittels (iii) eines spezifischen
CAIN-Antikorpers uberpruft werden, ob CAIN im unstimulierten Zustand an den
MR-PP2BA-B-Komplex gebunden ist und diese Bindung mdglicherweise nach
Stimulation des MR mit Aldosteron nicht mehr nachzuweisen ist, womit eine moglicher
Mechanismus fir die PP2B-Aktivierung nach MR-Stimulation beschrieben werden
kann. Mittels (iv) Peptid-Mikroarrays konnte moglicherweise die Aminoséuresequenz
identifiziert werden, Uber die eine Proteinbindung zwischen MR und HSP90, MR und
PP2BA-B oder HSP90 und PP2BA-f erfolgt. Daflir wirden anhand der
MR/HSP90-Primérsequenz (Uberlappende Peptid-Derivate generiert und auf einer
Matrix (Chip) immobilisiert. Dieser Chip kann direkt mit biologischem Material z. B.
mit MR-transfizierten und Aldosteron stimulierten HEK?293-Zelllysaten inkubiert
werden (sowie mit Kontrolllysat ohne Aldosteron). Unter Verwendung spezifischer
fluoreszenzmarkierter Antikorper (gegen HSP90 oder PP2BA-) kdnnten positive Spots

(iber Fluoreszenzmessung detektiert und analysiert werden 222

. Nach erfolgreicher
Identifizierung potentieller HSP90- oder PP2BA-B-Peptidstellen konnten durch
Mutationsanalysen dieser Aminosauresequenzbereiche mittels Co-Immunoprézipitation
analysiert werden, ob die Interaktion zwischen MR,HSP90 und PP2BA-f3 im Eluat nicht
mehr nachzuweisen ist.

Galigniana et al. analysierten die Rate von transformierten zu untransformierten MR im

Zellkern  nach  Steroidhormonbehandlung  durch  einen  kontinuierlichen
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Sucrose-Dichtegradienten *3?%°. Die sogenannte Transformation beschreibt dabei die
konformationelle Anderung des MR nach Aldosteron-Bindung (transformierter MR)
durch Verschiebung des Sedimentationskoeffizienten (S). Eine Stabilisierung des
untransformierten  (ohne  Steroidhormon) MR mit Molybdat zeigt einen
Sedimentationskoeffizient von 9,4 S. Eine 30-minutige Aldosteron-Stimulation fuhrt zu
einem transformierten MR mit einem Sedimentationskoeffizienten von 5,1 S.
Nukleoplasmatische Extrakte (10-minttige Behandlung mit Steroidhormon, MR im
Zellkern)  zeigten einen untransformierten MR von 75% mit einem
Sedimentationskoeffizient von 9,4 S, der auf die Anwesenheit von HSP90 im Komplex
hinweist. Eine Inkubation der Kernproben mit einem HSP90-Antikdrper, der HSP90 im
Komplex mit MR/Aldosteron erkennt, zeigte eine Verschiebung des
Sedimentationskoeffizienten zu 11,4 S, was auf einen nuklearen MR-HSP90-Komplex
hindeutet *. Maglicherweise koénnte in zukinftigen Experimenten durch (v) einen
kontinuierlichen Sucrose-Dichtegradienten durch Inkubation von Zytosol- und
Zellkernextrakten mit einem PP2BA-B-Antikorper, der PP2BA-B im Komplex mit MR
und HSP90 erkennt, ebenfalls eine Verschiebung im Sedimentationskoeffizient zu
héheren Werten detektiert werden, was ein Vorhandensein von PP2BA-B im Komplex
bestatigen ~ wirde sowie die in  dieser  Arbeit gewonnenen  Daten
(Co-Immunoprazipitation, Analyse von Zellkernextrakten und Immunfluoreszenz), die

auf ein Zusammenspiel von MR, HSP90 und PP2BA-B hinweisen.

4.4 Subzellulare Lokalisation von Calcineurin in der Zelle

Ohne Ligand lokalisiert der MR im Zytosol, stabilisiert durch einen Heterokomplex aus
HSP90/70/p23 und verschiedener IMM 324219219197 " Kja klassische Auffassung der
MR-Aktivierung umfasste eine Dissoziation von HSP90 im Zytosol nach Stimulation
und anschlieBende Translokation des MR in den Zellkern, wo er an Hormon-responsive
Elemente (z. B.: GRE) der DNA bindet und die Expression verschiedener Gene

beeinflusst 33,46,65,67,68,226

Die Arbeitsgruppe um Piwien-Pilipuk widerlegte 2010
erstmals diese Hypothese und zeigte, dass der MR Hormon- und HSP90-abhangig in
den Zellkern transloziert **. Die Hormon- und HSP90-abhangige MR
Zellkerntranslokation wurde 2012 von Grossmann et al. bestatigt *°.

Um zu klaren, ob durch MR-Stimulation ein aktiviertes PP2BA sowohl im Zytosol
wirken (NFAT-Dephosphorylierung und Aktivierung), als auch durch Umverteilung in

den Zellkern die Aktivitat weiterer Transkriptionsfaktoren wie MEF2 und CREB
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beeinflussen kann, wurden (i) Analysen von Zellkern- und Zytosol-Fraktionen sowie (ii)

Immunfluoreszenz-Analysen durchgefhrt.

(i) Analysen von Zellkern- und Zytosol-Fraktionen

Abb. 3.22 A zeigt die Proteinexpression von MR, PP2BA-a, PP2BA-f sowie HSP90 in
Zellkern- und Zytosol-Fraktionen nach MR-Stimulation mit Aldosteron im Vergleich zu
mit Geldanamycin behandelten HEK293-Zellen. Es konnte eine um ~48% erhohte
MR-Proteinmenge nach Aldosteron-Stimulation im Zellkern nachgewiesen werden
(Abb 3.22). Dies korreliert mit einer veranderten subzelluldren Lokalisation des
PP2BA-B, da nach MR-Aktivierung eine Umverteilung von PP2BA-B um ~45% vom
Zytosol in den Zellkern nachgewiesen werden konne (Abb. 3.22 B).

Die Verteilung von PP2BA-a blieb im Vergleich von Zellkern- mit Zytosol-Fraktion
unverandert (Abb. 3.22, Spur 1-4). In Anwesenheit des HSP90-Inhibitors Geldanamycin
wurde keine veranderte subzelluldare Lokalisation von MR oder PP2BA-B nach
Stimulation mit Aldosteron beobachtet (Abb. 3.22, Spur 5-8). Des Weiteren wurde eine
HSP90 Lokalisation in beiden Fraktionen, Zellkern sowie Zytosol, unabhéngig von der
Stimulation mit Geldanamycin detektiert. Im Zellkern hingegen ist HSP90 in geringerer
Konzentration vorhanden (Abb. 3.22, Spur 1-2, Spur 5-6).

In Abb. 3.22 A wurden fiir PP2BA-B zwei Banden unterschiedlicher GrofBle im
Westernblot detektiert. Die untere Bande entspricht der PP2BA-B ProteingrofRe.
Madoglicherweise weist die obere Bande auf posttranslationale Modifizierungen von

PP2BA-B hin. Anhand von PhosphoSitePlus (www.phosphosite.org) wurden fir

PP2BA-B drei potentielle Phosphorylierungsstellen vorhergesagt (Ser420, Ser471,
Ser478). Ob eine Phosphorylierung oder eine andere posttranslationale Modifikation
von PP2B (z. B. Acetylierung) eine zusatzliche Bande im Westernblot hervorruft,

konnte z. B. durch Peptid-Mikroarrays analysiert werden %%,

In dieser Arbeit konnte kein erhohtes HSP90 Proteinexpressionslevel im Zellkern nach
2-stundiger Aldosteron Stimulation detektiert werden. Dies kdnnte zum einen dran
liegen, dass relativ wenig HSP90 zusammen mit dem MR in den Zellkern transloziert
im Vergleich zu bereits im Zellkern vorhandenem HSP90-Protein. Zum anderen kdnnte
es an der relativ lang gewéhlten Stimulationszeit liegen. Die Anreicherung von HSP90
und MR im Zellkern ist ein schneller Effekt, der anhand von Time-lapse-Analysen eine

Aldosteron-abhéngige MR Zellkerntranslokation innerhalb weniger Minuten nach
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Stimulation der Zellen (Halbwertszeit = 6,9 min) zeigte *. Durch
Co-Immunoprézipitation konnte ein  HSP90-MR-Komplex in Eluaten von
Zellkernextrakten detektiert werden, der um das 1,8 fache in Anwesenheit von
Aldosteron (6 min) erhéht war im Vergleich zu mit Vehikel behandelten Kontrollzellen
3 Eine deutliche Aktivierung der PP2B-Aktivitat konnte 6 h nach MR Stimulation

verifiziert werden, also deutlich spater

. Der hier gewdhlte Zeitpunkt von zwei
Stunden sollte nicht die schnellen MR-Effekte, sondern die spateren Auswirkungen des

aktivierten MR auf PP2BA detektieren.

Diese teilweise Umverteilung von MR und PP2BA-B vom Zytosol in den Zellkern in
Abhéangigkeit von HSP90, bekraftigen ein Zusammenspiel von MR/HSP90/PP2BA-
(Abb. 5.1), wodurch UGber PP2BA-B eine MR-induzierte NFAT-Aktivierung im Zytosol
sowie eine MR-induzierte CREB-Inhibierung im Zellkern mdglich sind (Abb. 5.1).
Verschiedene Studien zeigen, dass neben dem Transkriptionsfaktor NFAT auch

Calcineurin in den Zellkern transloziert "%1%%:2%8,

(if) Immunfluoreszenz-Analysen

Durch Immunfluoreszenz wurde die subzellulare MR- und PP2BA-Lokalisation in
Abhéngigkeit von der MR-Aktivierung bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass MR
(Abb. 3.23 A 1) sowie PP2BA (3.23 A 2) unter Kontrollbedingungen im Zytosol
lokalisiert sind. Eine 2-stiindige MR-Stimulation fiihrte zu einem um ~37% erhéhten
Proteinanteil von PP2BA im Zellkern (Abb. 3.23/Abb. 3.24).

In mit RFP (Rot-fluoreszierendem Protein) transfizierten Zellen (Negativkontrolle)
wurde durch Aldosteron keine Anderung der PP2BA-Lokalisation beobachtet
(Abb. 3.23 B; Abb. 3.24). In MR-RFP transfizierten Zellen, die mit Vehikel stimuliert
wurden, konnte eine Verteilung von PP2BA im Zellkern von 7-8% detektiert werden
und entspricht der Verteilung von mit RFP transfizierten Kontrollzellen (RFP, Vehikel)
(Abb. 3.24).

Diese Daten wurden mittels eines Antikorpers (Pan-a) generiert, der zwar hauptsachlich
PP2BA-o erkennt, aber auch in der Lage ist PP2BA-B zu detektieren. Durch
Verwendung eines spezifischen PP2BA-B-Antikorpers (Tab. 2.10) konnte die PP2BA-f
Umverteilung nach MR-Aktivierung, mit einem ebenfalls um ~37% erh6hten
Proteinanteil von PP2BA-B im Zellkern, bestétigt werden (Abb. 3.25). Dies entspricht
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dem Ergebnis, dass mit dem Pan-o Antikorper erzielt wurde (Abb. 3.23; Abb. 24) und
zeigt, dass es sich bei der umverteilten Calcineurin-Isoform um PP2BA-B handelt.

Die durch Analyse von Zellkern- und Zytosol-Fraktionen (Abb. 3.22) gewonnenen
Daten bezuglich der subzellularen Umverteilung von PP2BA-B und MR um ~45% vom
Zytosol in den Zellkern nach MR-Stimulation konnten durch
Immunfluoreszenz-Analysen (subzellularen Umverteilung von PP2BA-B um ~37%)
bestatigt werden. Damit kann bekraftigt werden, dass durch eine PP2BA-B Aktivierung
nach MR-Stimulation Transkriptionsfaktoren wie NFAT im Zytosol aktiviert werden
kdénnen (Zunahme NFAT-SEAP-Reportergen-Aktivierung Abb. 3.13). AuBerdem st
PP2BA-B durch Umverteilung aus dem Zytosol in den Zellkern nach MR-Aktivierung
in der Lage andere Transkriptionsfaktoren wie CREB zu beeinflussen
(Dephosphorylierung von CREB; Abnahme der CRE-SEAP-Reportergen-Aktivierung
3 Abb. 5.1). Hallhuber et. al untersuchten den Import-Export-Mechanismus von PP2B
in und aus dem Zellkern und zeigten, dass die Anwesenheit von PP2B im Zellkern eine
wichtige Rolle fur die komplette NFAT-Transkriptionsaktivitat spielt, da es neben der
NFAT-Dephosphorylierung  auch  fir den  NFAT-Kernimport  Uber  das

Beforderungsprotein Importin-f von groB3er Bedeutung ist.

Die klassische transkriptionelle MR-Aktivierung (GRE-Reportergen-Assay) findet
PP2BA-unabhéngig statt. Eine erhohte PP2BA-Aktivitdt, hervorgerufen durch
MR-Stimulation, flhrt zu einer erhdéhten CREB-Dephosphorylierung und somit zur
Reduktion der CREB-vermittelten Genexpression “°. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass PP2BA-B in Anwesenheit des stimulierten MR in den Zellkern
transloziert, nicht aber PP2BA-a, was auf unterschiedliche Funktionen der beiden
katalytischen PP2BA-Isoformen schlieen lasst. Eine unterschiedliche subzelluldre
Verteilung der beiden ubiquitdr exprimierten PP2BA-Isoformen, PP2BAo und
PP2BA-f, ist nicht nur MR-abhéngig, sondern auch in Anwesenheit anderer Stimuli,

10 In  aortalen

PDGF (platelet-derived growth factor) gezeigt worden
Rattenmuskelzellen konnte eine NFATc3-abhéngige PP2BA-B Zellkerntranslokation
nach PDGF-Stimulation nachgewiesen werden, die mit einer Induktion der
Zellproliferation einhergeht. Dies konnte nicht fir PP2BA-o bzw. nach
Cyclosporin A-Behandlung oder in Anwesenheit des NFAT-Inhibitors A-28522
beobachtet werden. Dies l&sst auf eine spezifische Aktivierung von PP2BA-f durch

PDGF und somit auf unterschiedliche Funktionen der beiden PP2BA-Isoformen in der
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Zelle schlieRen *°. Hallhuber et al. zeigten eine Translokation von eGFP-CnA in den
Zellkern nach Angll-Stimulus in neonatalen Rattenkardiomyocyten ’°. Der PP2B-
Kernimport wurde durch Inhibierung der PP2B/Importin-p Interaktion verhindert.
Madglicherweise fungiert PP2B als transkriptioneller Koaktivator, der wiederum mit
anderen Transkriptionsfaktoren wie AP1, MEF2, GATA4 in Wechselwirkung tritt und

somit die DNA-Bindung, z. B. am IL-2-Promotor, stabilisiert 3>,

Die systemische Relevanz des in dieser Arbeit beschriebenen HSP90-abhéngigen
MR-PP2BA-B-Zusammenspiels wird durch verschiedene in vivo Studien bekréftigt, die
zeigen, dass das Ausbilden von Fibrose und kardialer Hypertrophie durch PP2B und
Aldosteron hervorgerufen werden und diese Krankheitssymptome durch Anwendung
von Calcineurin-Inhibitoren wie Cyclosporin A (CyP-CsA) oder Takrolimus
(FKBP12-FK506), vermindert werden konnten &' -%°,

In den letzten Jahre wurde die zunehmend bedeutende Rolle von PP2B/NFAT und MR
im Rahmen der kardiovaskuldren Pathophysiologie erkannt """ Charakteristische
Merkmale der MR-induzierten Vaskulopathie werden auch bei einer Aktivierung von
PP2B/NFAT (GefaR-Remodeling, Gefal-Proliferation, Gefal-Alterung, Hochregulation

818 Aus diesem Grund ist die

von inflammatorischen Regulatoren) beobachtet
Aufklarung des Mechanismus tber den MR und PP2B gemeinsam an der Entstehung
kardiovaskularer Veranderungen beteiligt sind, besonders interessant. In der Literatur
sind zwei Steroidhormonrezeptoren, MR und Ostrogen-Rezeptor (ER), beschrieben, die
auf unterschiedliche Weise uber die Beeinflussung der PP2B-Aktivitét teilweise die
kardiovaskuldare Homoostase regulieren. Eine schiitzende Wirkung auf die
Gefahomdoostase konnte fiir den Ostrogen-Rezeptor verifiziert werden. Das Entstehen
einer kardialen Hypertrophie (durch Angll) konnte durch Stimulation des Ostrogen-
Rezeptor mit Ostradiol und daraus resultierende Reduktion der PP2B-Aktivitit
vermindert werden ?*°. Der stimulierte MR hingegen erhoht die PP2B-Aktivitat ",
wodurch GefaRentziindungen induziert werden "#1%2294,

Die myokardiale Rolle von PP2BA(-f) scheint widerspriichlich zu sein.
PP2BA-B-defiziente Ma&use zeigten eine verringerte HerzgroRe sowie eine
eingeschrankte Hypertrophie-Antwort nach Angll- oder Isoprenalin-Stimulus im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren *°2. Tiere mit einem spezifischen myokardialen PP2BA-B
Verlust waren anfalliger fiir akute Ischdmie und Dysfunktion. Bueno et al. zeigten, dass

PP2B/NFAT Herzmyocyten vor Apoptose schiitzen >,
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PP2BA-B scheint unterschiedliche Rollen im Organismus in Abhédngigkeit vom
pathophysiologischen Stimulus oder des primadr beeinflussten Zelltyps zu haben.
Deshalb muss die Rolle von PP2BA- auf kardiovaskuldre Effekte hervorgerufen durch
MR-Aktivierung genauer analysiert werden. (i) Mechanistische Studien mit
differenzierten Zelllinien (GeféaRzellen, Kardiomyocyten) sind erforderlich und kénnten
bezuglich der PP2BA-B vermittelten Genexpression nach MR-Aktivierung untersucht
werden. Aortale GefaBmuskelzellen der Ratte (A7r5) z. B. exprimieren endogen den
MR und konnten fir (ii) siRNA-Experimente eingesetzt werden. Fir die
Herunterregulation von PP2BA-a bzw. PP2BA-B in diesen differenzierten Zellen
miusste ein Protokoll fiir eine verlassliche Herunterregulation etabliert werden, um
anschlieRende (iii) Analysen bezlglich der PP2BA-B vermittelten Genexpression nach
MR-Stimulation von potentiellen Entzindungsmarkern wie z. B. RANTES,
Osteopontin, COX2 und IL2 sowie von Hypertrophie-Markergenen (ANF, B-MHC,
Skelett-a-Actin) durchzufiihren. Des Weiteren konnten (iv) in vivo Studien an PP2BA-
[B-defizienten Mé&usen, die eine um 12% verringerte HerzgroRe sowie eine verminderte
Hypertrophie-Antwort nach hypertrophem Stimulus (Ang 1l oder Isoprenalin)
aufweisen '®%, durchgefiihrt werden. Der Einfluss von Aldosteron, als hypertropher
Stimulus auf Herz, GefaRe und Nieren sollte dabei im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
untersucht werden und gibt moglicherweise Aufschluss Gber die PP2BA-B vermittelte
Rolle auf das kardiovaskulare System nach MR-Aktivierung.
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5. Zusammenfassung

Der Mineralokortikoid-Rezeptor (MR) gehort zur Familie der Steroidhormon-
Rezeptoren *°. Klassisch wird er als Liganden-gesteuerter Transkriptionsfaktor durch
Aldosteron aktiviert und bindet an Hormon-responsive Elemente in Promotor- und

14,15

Enhancer-Regionen verschiedener Gene . Durch seine Wirkung in epithelialen

Geweben spielt er eine wichtige Rolle im Volumen- und Elektrolythaushalt ’.
Unabhangig von seiner klassischen Wirkung in epithelialen Geweben induziert der MR
in nicht-epithelialem Gewebe pathophysiologische Verdnderungen, die sich durch
endotheliale Dysfunktion und strukturelle Veranderungen an Geféalen (Vaskulopathie)

6,7

und Herz (Herzinsuffizienz) dauBern ™. Neben der Kontrolle der Expression von

Zielgenen (genomische MR-Effekte) 16434

, ist der MR in der Lage mit zytosolischen
Signalkaskaden in Wechselwirkung zu treten (nicht-genotrope Effekte) ®®. Im Fokus
dieser Arbeit stand die mechanistische Analyse der Interaktion des aktivierten MR Uber
die Ca?*/Calmodulin-abhéngige Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin (PP2B), da
verschiedene  Studien  bei  Uberaktivierung  von  Calcineurin  &hnliche
pathophysiologische Verdnderungen am Kkardialen System zeigten wie der MR.
AuRerdem konnten diese Krankheitssymptome durch Calcineurin-Inhibitoren wie
Cyclosporin A oder Takrolimus vermindert oder verhindert werden """°® _ Takeda et
al. sowie Mano et al. zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen Aldosteron und

87,88 In

Calcineurin  bei der Ausbildung von Herzhypertrophie und Fibrose
HEK293-Zellen wurde eine MR-induzierte Calcineurin-abhangige Inhibierung der
cAMP/CREB-Signalkaskade beobachtet, die mit einer erhdhten Calcineurin-Aktivitat
einhergeht. Es wurde eine vermehrte CREB (CAMP response element binding protein)-
Dephosphorylierung sowie eine reduzierte Expression des CREB-abhé&ngigen Gens
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase  (G6PD) beobachtet "™ Der Einsatz des
PP2B-Inhibitors Cyclosporin A verhinderte eine Abnahme der G6PD-Expression 3. Es
gibt keine Hinweise auf eine MR-abhangige Stimulation des Calcineurins durch
veranderte PP2BA-Proteinexpression, veranderte intrazelluldre Ca**-Konzentration,
Aktivierung von p38 oder der extrazellulér regulierten Kinase (ERK) oder Beteiligung
der Protein Kinase C (PKC) ™. Allerdings gibt es Hinweise einer Beteiligung von
HSP90 an der nicht-genotropen MR/PP2B-Wechselwirkung 3. Aufgrund der
Vorbefunde sollte aufgeklart werden, ob Calcineurin ein mdgliches Bindeglied ist,

welches bei pathophysiologischer MR-Stimulation vermehrt aktiviert wird und ob der
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aktivierte MR mdglicherweise z. T. Uber Calcineurin seine pathophysiologischen
Effekte vermittelt. Neben der cAMP/CREB-Signalkaskade sollte im Rahmen dieser
Arbeit auch die nicht-genotrope MR/PP2B-Wirkung auf die NFAT- sowie
MEF2-Signalkaskaden untersucht werden. Die katalytischen Untereinheiten von
Calcineurin, PP2BA-a und PP2BA-B, wurden in HEK (human embryonic kidney)
293-Zellen unter Verwendung von siRNA herunterreguliert. SiRNA-Experimente
zeigten, dass der aktivierte MR, aber nicht der GR, eine reduzierte CREB- sowie eine
erhdhte NFAT-vermittelte Genexpression Uber die katalytische PP2BA-B Isoform,
jedoch nicht tber PP2BA-a, bewirkt. Co-Immunoprazipitationsstudien weisen auf einen
Proteinkomplex bestehend aus MR und PP2BA-B hin, der unabhingig von der
MR-Stimulation in der Zelle vorliegt und HSP90-abhéngig reguliert wird. Der aktivierte
MR induziert eine signifikante Veradnderung der zytosolischen PP2BA-B-Lokalisation.
PP2BA-B ist nach MR-Stimulation vermehrt im Zellkern lokalisiert. Zusatzlich
bewirkte eine MR-Aktivierung eine verminderte Expression des Calcineurin-Inhibitors
CAIN (calcineurin inhibitor), die RCANL (regulator of calcineurin)-Expression blieb
hingegen unverandert.

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass der MR Uber die
katalytische PP2BA-B Isoform seine nicht-genomischen Effekte und die daraus
resultierende pathophysiologischen Aldosteron-Wirkung vermittelt. Der
MR-PP2BA-B-Crosstalk  wird mechanistisch durch einen HSP90-abhéngigen
Proteinkomplex, eine verénderte subzellulire PP2BA-B Verteilung sowie eine
veranderte Expression des endogenen PP2B-Inhibitors CAIN beeinflusst (Abb. 5.1).
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Abb. 5.1: Modell der Wechselwirkung von MR und PP2B im Rahmen der
pathophysiologischen Aldosteron-Wirkung

.............................

In Abwesenheit von Aldosteron bilden MR und PP2BA-p einen inaktiven Komplex vermittelt
durch HSP90 im Zytosol. Aldosteron induziert eine konformationelle Anderung des
Komplexes, wodurch die zytosolische Calcineurin-Aktivitdt steigt und eine vermehrte
Translokation des aktivierten Komplexes in den Zellkern stattfindet. Zytosolisches Calcineurin
dephosphoryliert und aktiviert den Transkriptionsfaktor NFAT, der dadurch in den Zellkern
transloziert. Die Transkription MEF2-abhéangiger Gene wird durch MR-Aktivierung induziert,
wird aber nicht durch Calcineurin beeinflusst. Nukleares Calcineurin dephosphoryliert und
inaktiviert den Transkriptionsfaktor CREB. Zusammenfassend fiihrt eine MR-Aktivierung zu
einer veranderten Genexpression durch direkte Translokation des MR mit Calcineurin in den
Zellkern und indirekt uber NFAT und CREB, wodurch das pathophysiologische Potential fir
das Ausbilden von renokardiovaskuldren Schaden begtinstigt wird.

AC: Adenylat-Zyklase; CREB: cAMP response element binding protein; PKA: Proteinkinase
A; MEF2: myocyte enhancer factor 2; NFAT: nuclear factor of activated T cells; P: Phosphat-
Rest; CRE: cAMP response element; MR: Mineralokortikoid-Rezeptor.
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Vektorkarten

pDsRed2-N1 (BD Clontech)

pDsRed2-N1 Vector Information PT3604-5
Cat. No. 632406

MCS
(591-671)

Stuliimz)

' HSYTA( DsRed2
P2 pDsRed2-N1
4.7kh

Notl1358)

Kan's

.
Neo'  syagori fl

Stul
{2535)
501 B01 61 621 631 [4)
G CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGAATT CTG CAG TCG AC
Nhel EcodTil Bglll Xial Hindl  EcoRl Sall
Sacl Accl
651 es1 671

. . . DsRed2
G GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GCC

Kpnl '\ Apal BamHl  Agel
AS]J”B 1 \‘-‘ Xmal
Sacll

Smal

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pDsRed2-N1 Vector. Unique restriction sites are in bold. The
Not | site follows the DsRed2 stop codon.

pEGFP-C1 (BD Clontech)

pEGFP-C1 Vector Information PT3028-5
GenBank Accession #: U55763 Catalog #6084-1
Asel
8
Apal | " SnaB 1
1 Ahel 592)
Ecod7 ll 597
Age | (501)
Ecogalsgg | boly A
. PEGFP-C1 BsiG | (1323
4.7kb
MCS
11330-1417)
Miul (1642)
Dralll (1872
Stul
2577)
Earp 13 M0 1250 1260 170 130 1290 on STOPs
TAC AAG TCC GGA CTC AGATCT CGA GCT CAA GCTTCG AAT TCT GCA GTC GAC GET ACC GCG GGC CC6 GGA TCC ACC 6GA TCT AGA TAA TG ATC A
BspE | Bgill Xho| 3 Himd N EcoR1  Pst] Sall  Kpnl [ Apal . BamH| Xba 1* Bell*
Sael Acc| Asplisl | Bspi201 Xmal
cl136 11 Sacll Smal

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pEGFP-C1. All restriction sites shown are unique. The Xbal and
Bcl | sites (*) are methylated in the DNA provided by BD Biosciences Clontech. If you wish to digest the vector with these
enzymes, you will need to transform the vector into a dam host and make fresh DNA.
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pSEAP-basic (BD Clontech)

PT3075-5

pSEAP2-Basic Vector Information
Cat. Nos. 631715 & 631735

GenBank Accession #: U89937
MCS

Notl 1-72)
(2511) BamH|
4511) )

SEAP

pSEAP2-Basic
47kb

Amp"

Asel
{3185) \Xhal
i (1602)
BamHI
(1864)
TB =Transcription blocker Sall
(1870)
R N v
GGTACCGAGCTCTTACGCGTGCTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTAAGTAAGTAAGCTTCGAATCGCGAATTCGCCCACCATGCTG
Asp718l Miul  Nhel  gfl  Xhol Bglll Hindlll BstBl Nyl EcoRl

Kpnl

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pSEAP2-Basic. Unique restriction sites are in bold.

pCRE-SEAP (BD Clontech)

PT3288-5

pCRE-SEAP Vector Information
GenBank Accession No.: Submission in progress. Sold as part of Cat. No. 631910

Hind Il
(z70)

PCRE-SEAP
Amp' 4.9 kb

Sacll
(1259)

TB=Transcription Blocker

Restriction Map of pCRE-SEAP All restriction sites are unique.
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pcDNAS3.1/His B/lacZ (Invitrogen, Karlsruhe)

Comments for pcDNA3.1/His Bl/lacZ ®

CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter/priming site: bases 863-882

ATG initiation codon: bases 920-922
Polyhistidine region: bases 932-949
Anti-Xpress™ Antibody epitope: bases 989-1012
Enterokinase recognition site: bases 998-1012
LacZ ORF: bases 1034-4090

pcDNA3.1/BGH reverse priming site: bases 4168-4185
BGH polyadenylation signal: bases 4167-4381
1 origin: bases 4444-4857

SV40 promoter and origin: bases 4922-5247
Neomycin resistance gene: bases 5283-6077
SV40 polyadenylation signal: bases 6093-6332
Col E1 origin: bases 6764-7437

Ampicillin resistance gene: bases 7582-8443

pcDNA3.1/
His B/lacZ.
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