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Nach der klassischen Wirkung des MR (Mineralokaitikezeptors) auf die Wasser- und
Salzhomdostase wurde u.a. durch zwei klinische i&udRALES - Randomized Aldactone
Evaluation Study und EPHESUSHplerenone Post-Acute Myocardial Infarction HeadtilEre
Efficacy and Survival Study auch seine pathologische Wirkung auf das Heegtauf-System
offenkundig. Neben einer Vielzahl von weiteren Ba&h wurde die Interaktion mit dem EGFR
(Epidermal Growth Factor Recepjopostuliert. Eine Steigerung der EGFR Expressiorchi
Aldosteron konnte nachgewiesen werden. Glukokddi&aeigen diesen Effekt nicht. Ein GRE
(Glucocorticoid Response Elemgnist im Promotor des EGFR nicht vorhanden. Zur
Identifizierung des Mineralokortikoid-spezifischetiRE (Hormone Response Elementurden
mit Promotorkonstrukten Reporter Gene Assaysdurchgefiihrt. Funktionelle MREs
(Mineralocorticoid Response Elementkonnten somit auf zwei Promotorkonstrukte
eingegrenzt werden. Eine vergleichende Analyse RIE der beiden Promotorkonstrukte
identifizierte eine 15 Basenpaare umfassende Segueelche sich nur um zwei Basen
voneinander unterscheidet. Diese Sequenz stelltichégweise ein funktionelles MRE dar. Sie
konnte mit geringen Abweichungen im ebenfalls Mahekortikoid-spezifischen Gen NDRG2

nachgewiesen werden.

Trenkmann, Kay: Charakterisierung des Mineralokoit-Responsiven Elements im EGFR-
Promotor
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 74 Sei010
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Einleitung
1. Einleitung

1.1 Der Mineralokortikoidrezeptor

Der Mineralokortikoidrezeptor (MR) NR3C2 ist eine@tidrezeptor. Er gehort mit den anderen
Steroidrezeptoren, namlich dem Glukokortikoidremeptdem Progesteronrezeptor, dem
Ostrogenrezeptor und dem Androgenrezeptor, zurr@upgie der nukledren Rezeptoren [1,2].
All diese Proteine sind Liganden-abhangige Trapskmsfaktoren, d.h. nach der
Ligandenbindung &ndern sie ihre Konformation, disieren, binden an spezifische Hormon-
Responsive Elemente und bewirken so eine verandexigression ihrer Zielgene [3].
Homologien in den Genen und Proteinen dieser Remapiassen darauf schlie3en, dass diese
sich im Laufe der Evolution aus einem Rezeptor @k®it haben, wobei der
Mineralokortikoidrezeptor die groRRte AhnlichkeitmGR (Glukokortikoidrezeptor) zeigt (Abb.
1) [4,5]. Er unterscheidet sich nur geringfiigig \diesem. Dieser Unterschied bewirkt jedoch,
dass Aldosteron den Glukokortikoidrezeptor in eim@anomolaren Konzentrationsbereich nicht
mehr aktivieren kann [6]. Neuere Studienergebnigstien diese Ahnlichkeit in Frage und
postulieren die groRten Homologien zwischen dem rdgsh- und dem

Mineralokortikoidrezeptor [7,8].

1.1.1 Gen

Das Gen des humanen Mineralokortikoidrezeptorsntefi sich auf Chromosom 4 auf dem
langen Arm, in der Region gq31.1. Die Sequenz urhfieeshr als 450 kb, die mRNA 5915 bp.
[9, 10] (vgl. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccorelN 000901.4, 15.04.2012) Das Gen enthalt
10 Exons. Die ersten beiden Exons namengrid 18, werden nicht translatiert. lhnen wird eine
Steigerung der Stabilitdt des Transkriptes undefiizienz der Translation zugeschrieben [11].
Diese zwei Exons werden in 5'-Richtung von den éeidlternativen Promotoren P1 und P2
flankiert. Der Promotor P1 zeigt eine hohe Grund#kt in Geweben wie Niere, Kolon,
Uterus, Hoden, SchweilRdriisen und Leber. Die Aldivides Promotors P2 ist ca. 10 Mal
niedriger. Er scheint lediglich wahrend der Fetak#eine groRere Rolle zu spielen. [12,13]. Da
zwei Promotoren existieren, sind auch zwei mRNS$anden, die hMR und hMR3 genannt
werden. Sie werden in den Zielgeweben von Aldostémexprimiert [14]. Neben dem hMR,
der alle 9 Exons translatiert enthdlt, existieresitgve Varianten des MRs, die durch alternatives

Splicenentstehen. Die Bedeutung dieser MR-Varianten dénteit kontrovers diskutiert [15].
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Abb. 1 Ubersicht tiber die Gene der Steroidrezeptgnicht dargestellt, der hOR), die Pfeile
stellen die Start- und Stopcodons dar [11]

1.1.2 Protein

Das Protein des Mineralokortikoidrezeptors bestald vier funktionellen Doméanen: Die N-
terminale Doméne, die DNS-bindende Domaéne, die r@@rdoméane und die Liganden-
bindende Doméane (Abb. 2). Diese 4 Doménen sind &ectden anderen 49 Rezeptoren der
Superfamilie der nuklearen Rezeptoren des Mensebdranden [2,16,8]. Das Protein des MR
umfasst dabei insgesamt 984 Aminoséauren [10].

Mit genau 602 Aminosauren reprasentiert die N-teal@ Doméane oder A/B-Region des MR
die grofdte unter allen Steroidrezeptoren [9]. Bamir zu ca. 15 % Homologien zu den N-
terminalen Doméanen der anderen Steroidrezeptorivest, scheint ihr eine Schlisselrolle in
der MR-Spezifitdt zuzukommen. In dieser Domanerkfin sich zwei Liganden-unabhangige
TransaktivierungsdoménenAdtivation-Function1 a und -1 b) (AF-la und -1b), siehe
Abbildung 2. Zwischen AF-la und-1b liegt zudem eimhibitorische Region, welche
Korepressoren rekrutieren kann [17,18]. Die Tratig@kungsdomanen werden mit Promotor-
und/- oder Zellselektivitat in der Transaktiviershgnktion in Zusammenhang gebracht.
AulBerdem wurde ein Synergismus zwischen AF-la umdddmonstriert [19]. Der AF-la
kommt eine entscheidende Rolle in der Ligandenzretten Transaktivierungsaktivitat zu [19].

Neben der Transaktivierungsfunktion interagiert Niderminale Domé&ne mit der Liganden-



Einleitung
bindenden Doméne. So wird die Rezeptorkonformadtailisiert. Dies geschieht unabhangig
von Kofaktoren [16,18].
Die DNS-bindende Domane oder C-Region umfasst 66inésduren und enthalt zwei
Zinkfingerstrukturen, die an die DNS der Zielgenenden, die sogenannten Hormon-
Responsiven Elemente (HRE). Dartber hinaus istR#igion an der Rezeptor Homo- und
Heterodimerisierung beteiligt. Die C-Region istrfer die am hdchsten konservierte Region
unter allen Steroidrezeptoren [18,20].
Die Scharnier- oder D-Region besteht aus 61 Amumesd Sie enthdlt eine Prolin-reiche
Struktur, welche eine Drehung zwischen Liganden-ibS-bindender Domane erlaubt.
AulRerdem vermutet man hier eine Struktur, die fiamddimerisierung verantwortlich sein
konnte [17].
Die Liganden-bindende Domane oder E-Region besteh?251 Aminosauren, die aus zwif
Helices und einerf-Faltblatt aufgebaut ist. Sie ist in drei antipbaigih Schichten strukturiert.
Den Helices drei und funf liegt die Liganden-Spidifund -Sensitivitdt des MR zugrunde. Die
Helices drei, vier, funf und zwolf bilden die Trakévierungsdoméne AF-2. Bei Abwesenheit
der Liganden fihren Konformationsanderungen inrlbrhdes MR zur Ausbildung von
Kontaktstellen, welche Interaktionen mit Chaperonés Immunophilinen, Hitzeschockprotein
70 und 90, p23, Serin/Threonin Phosphatase 5 (B&®&e Cyclophilinen wid=K506-binding
protein 51und - 52 (FKBP), ermdglichen [18,21]. Dabei ist ein Komplexs HSP90 und
FKBP51 zusammen mit dem Motorprotein Dynein anTdanslokation des MR in den Zellkern
beteiligt [18].
Kommt es zum Kontakt mit einem Liganden, induzikeser eine kompaktere Struktur des MR,
wobei die an der Bildung der AF-2 beteiligten Heticeine hydrophobe Tasche bilden, an die
der Ligand binden kann. Die Liganden-bindende Dam@mthalt aul3erdem Kontaktstellen fur

eine Heterodimerisierung mit dem GR [17,19].



Einleitung
1B Lo 2 304 5 6 7 8 9

| LS LA

mENE

Frotein AF-la AF-1h

NTD DED T LED T
Scharm er AF-2

Abb. 2 Ubersicht Uber Gen, mRNS und Protein des,hidliiR unbeschrifteten Pfeile stellen
Start- bzw. Stopcodons dé, 1Y

1.1.3 Koaktivatoren und —repressoren

An den Mineralokortikoidrezeptor binden eine Vidlzaon Koaktivatoren. Allerdings sind nur
wenige davon fur den MR spezifisch. Die einzelnéer@®@d-Rezeptor-KoaktivatorerSteroid
Receptor CoactivatorSRC) der SRC-1- und -2-Gruppe binden mit hohdmpadt, wie auch
bei den anderen Steroidrezeptoren beschriebereraM®& [21]. Dabei binden sie an LXXLL-
Motive (L = Leucin, X = beliebige Aminosaure) derafisaktivierungsdoménen AF-1 und AF-
2. Die Bindung bewirkt eine schwache Aktivierungs d&nzyms Histonacetyltransferase tber
die Interaktion mit den Koaktivatoren CBEREB Binding Proteijnund p300 [22]. Diese
aktivieren stark die Histonacetyltransferase soudvee RNS Polymerase |l. Diese Aktivierung
wurde bei keinem anderen Steroidrezeptor beobadhfeRl]. Der Koaktivator PGCel
(PPAR«y Coactivator ) aktiviert ebenfalls den MR Uber Bindung an die-AFDadurch wird
nicht nur die Histonacetyltransferase, sondern aliehBindung anderer nukledrer Faktoren
zum Transkriptionsinitiationskomplex erleichtertieDphysiologische Wirkung dieses Faktors
ist allerdings unklar, da er z. B. in der Niere marproximalen Tubulus exprimiert wird, der
MR dagegen im distalen Tubulus und den SammelrdHn

Der Faktor ELL £1-19 Lysine-rich Leukaen)iagbenannt nach seiner Rolle in der Pathogenese
der akuten myeloischen Leukamie, aktiviert spedifiden MR Uber die AF-1. Dadurch wird
die RNS Polymerase Il aktiviert. Im Gegensatz dsemkt er die Transaktivierung des GR. Ein
Einfluss auf die anderen Steroidrezeptoren isttrvobhanden. In Anwesenheit von Aldosteron
wird er hochreguliert, d.h. die Expression diesalstéis steigt schnell an [23].

Die Faktoren FAF-1Ras-Associated Factor}lund FLASH ELICE-Associated huge protgin
interagieren mit dem MR und dem GR uber die AF4].[2
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TIF-1la und RIP140 binden an die A/B-Region des MR an sobeinen nur allgemein
aktivierende Funktion zu haben [15].
Es sind nur wenige Korepressoren des MR bekanmtN@®R (Nuclear receptor Corepressor
und SMRT Gilencing Mediator of Retinoid and Thyroid hormomeepto) binden an die
Liganden-bindende Doméne und aktiveren die Histacelylase. DAXX Death domain-
associated protejnbindet wie FAF-1 und FLASH an die AF-1 und reguliApoptoseprozesse.
Weiterhin unterdriickt es die MR-Transaktivierungrianchen Zelllinien [21].
PIAS1 Protein Inhibitor of Activated STATY1schlieBlich hemmt die Aldosteron-aktivierte
Transaktivierung des MR Uber Interaktion mit degdnden-bindenden Domane. Auf die
Basalaktivitat des MR und GR hat PIAS1 keinen Hisdl[21,24].
Der Faktor NF-YC(Nuclear Transcription Factor Y, gammfjngiert als Korepressor des MR
Uber die AF-1. Er liegt als heterotrimerer Faktbrquitéar vor. Dieser Faktor erkennt CCAAT-

Motive in den Promotoren urehhancerStrukturen der von ihm regulierten Gene [21].

1.1.4 Liganden am Mineralokortikoidrezeptor und Btimlokortikoidrezeptor -Spezifitat

An den Mineralokortikoidrezeptor konnen sowohl dieMineralokortikoide  11-
Desoxycorticosteron und Aldosteron als auch diek@ituortikoide Cortisol und Corticosteron
sowie auch Progesteron binden. In vitro weiserdaleei eine gleich hohe Affinitat auf [25,26].
Im Gegensatz dazu bindet Aldosteron spezifischanuden MR. Da Cortisol in 100- bis 1000-
fach hoherer Konzentration im Plasma vorliegt, nersalle Mineralokortikoidrezeptoren mit
Cortisol besetzt sein, selbst wenn man das Cartigglches im Plasma an d@srtisol Binding
Proteingebunden ist, subtrahiert.

Das Enzym 1f-Hydroxysteroiddehydrogenase 2 §iSD2) wandelt die Glukokortikoide in
ihre 11-Ketoanaloga um, die nicht an den MR binki&men. Die 1-HSD?2 ist in den Nieren,
Dickdarm, Gefal3endothel, Salz- und Schwei3driséalifvert, sodass diese als klassische
Zielgewebe von Aldosteron gelten. In Geweben wigzHelippocampus oder Makrophagen
wird dieses Enzym dagegen nur sehr wenig exprirf2ér27,28].

Durch diesen Mechanismus wird am MR auf Préarezeptare eine gewisse Spezifitat erzielt.
Der Nachweis der Koexpression von MR un@-HISD2 in zahlreichen Geweben und Zelltypen
wie Adipozyten, Osteoblasten/-klasten und Mikroghi@rz und Gehirn stellt diese Unterteilung
in klassische und nicht-klassische Zielgewebe vidogteron allerdings zunehmend in Frage
[26].

Bei Ausfall der 18-HSD2 kommt es durch die Daueraktivierung des MRkl Cortisol zu
exzessiver Hypertonie [27]. Beobachtungen in Tiewehen geben Hinweise darauf, dass
Cortisol in Abhéangigkeit vom Redoxstatus der Zelleh als Antagonist am MR wirken kann
[29].
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Weitere Mechanismen, Uber die MR-Spezifitat vemitittwird, sind auf Rezeptorebene
Liganden-abhangige Konformationsdnderungen. Sodist Interaktion zwischen der N-
terminalen Doméane und der Scharnierregion bzw.ndga-bindende Doméne in Anwesenheit
von Aldosteron starker ausgepragt als bei der vortigol, sodass diese die Bindung von
Aldosteron stabilisiert. Dartiber hinaus dissozigldosteron langsamer vom MR als Cortisol
und bewirkt eine starkere Transaktivierung als Gkaktikoide [21,23]. Auf Postrezeptorebene
bewirken die in Kapitel 1.1.3 dargestellten Koa#toren- und Repressoren am MR fir
Aldosteron spezifische Effekte.
Im Gegensatz dazu verdient Aldosteron als Haupitiggm MR eine genauere Betrachtung. Es
wird in der Zona glomerulosader Nebennierenrinde aus Cholesterin von den Eeayder
P450-Familie gebildet. Die Regulation erfolgt Glerschiedene Systeme. Entscheidend fir die
Synthese und Sekretion dieses Hormons ist das Ramjiotensin-Aldosteron-System (RAAS).
Bei Blutdruckabfall oder NaMangel an derMacula densasowie Aktivierung von
Barorezeptoren uber rendié-adrenergen Rezeptoren kommt es zur Ausschittengrdtease
Renin aus dem juxtaglomerularem Apparat. Diesesyiangpaltet von dem in der Leber
gebildetem Angiotensinogen eine spezifische Amingessequenz ab und aktiviert es so zu
Angiotensin |. Dieses Protein wird von einem weater Enzym, dem im Endothel
vorkommendem Angiotensin-Converting-Enzym¢ACE), in das aktive Angiotensin |l
umgewandelt. Angiotensin Il bewirkt neben einer &kamstriktion und der Ausschuttung von
Vasopressin aus der Neurohypophyse vor allem dotuBg und Freisetzung von Aldosteron.
Weitere Ausléser der Aldosteronproduktion sind digusschittung von ACTH
(adrenocorticotropem Hormon) und ein hoher extalzekr K'-Spiegel. Auch die hemmende
oder stimulierende Wirkung von anderen Botenstoff@e Adrenalin, Serotonin, Atrialer
Natriuretischer Faktor u.a. wurde auf die Aldostdiosynthese berichtet. Allerdings scheint
deren Bedeutung eher geringfligig zu sein [31,32].
Die lokale Bildung von Aldosteron in anderen Gewelde Endothel und glatter Muskulatur
des Blutgefal3systems wurde indirekt Uber die an Rilstung von Aldosteron beteiligten
Enzyme oder Uber Kofaktoren wie Adrenodoxin undiStAachgewiesen [31]. Dies gilt ebenso
fur den MR, der aber haufig nur auf mRNS-Ebene gewliesen werde konnte [13]. Die
Angaben zur Bildung von lokalem Aldosteron sind eviaprichlich. Offenbar wird Aldosteron
nur im fetalen Herzen und bei Herzversagen produziem Kardiomyozyten von gesunden
Erwachsenen sind dagegen nur mRNS von einigen &eiAtbosteronsynthese beteiligten
Enzymen nachgewiesen worden [33]. Eine auto- umdkpae Wirkung von Aldosteron sowie
von 11-Desoxycorticosteron im gesunden Herzen vera&hsenen, wird postuliert [33].
Auch im Gehirn wurde die Bildung von lokalen Minkteortikoiden nachgewiesen. Dies war

im HippocampusGyrus dentatusind in den Korner- und Purkinjezellen des Kleinkider Fall
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[34,31]. Der MR wurde ebenfalls im Hippocampus umden Kornerzellen, des Weiteren auch
im Septum gefunden. Offenbar ist diese lokale Prtvdn von Mineralokortikoiden und deren
Rezeptoren an der Regulation der Hypothalamus-Hyysgm-Nebennierenachse beteiligt.

Dies wird aber kontrovers diskutiert, da die bighem Ergebnisse Uberwiegend aus
Tierexperimenten stammen [31]. Gegen die These Rlegulation der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenachse spricht auRerdem, dies#ultidrug-P-Resistance Protein
Steroidhormone Uber die Blut-Hirn-Schranke nachpber transportiert. Weiterhin konnte die
Verabreichung von Aldosteronantagonist RU 28318ragdrebroventrikular nicht die

systemischen Wirkungen von Mineralokortikoiden vedern [35].

1.1.5 Signaltransduktion und allgemeine Wirkung

Nach der Bindung von Aldosteron an den MR flhrtsdimr Dissoziation von seinem
Chaperone-Komplex und zur Homodimerisierung desplezs. Eine Heterodimeriserung mit
dem GR an Stelle der Homodimerisierung ist ebenfatbglich [34].

Der dimerisierte Rezeptor bindet anschlielend anHtirmon-Responsiven-Elementen seiner
Zielgene und leitet so Uber die Stimulation denemidtoren die Transkription und Translation
derselben ein. Bisher sind n@lucocorticoid Response Elementber keine spezifischen
Mineralocorticoid Response Elemetiskannt [1,36].

Die Struktur der klassischddormone Response Elememntsfasst 15 Basenpaare. Sie besteht
aus einem beliebigen Trinukleotid, flankiert vonezwiexamer-Halbpalindromen. GR und MR
kénnen am GRE binden. Die HREs der anderen Steyoithne sind dem GRE sehr &hnlich
[1]. An jedes dieser Halbpalindrome kann je ein dparprotein des dimerisierten Rezeptors
binden [36].

1.1.6 Epitheliale genomische Wirkung

Aldosteron wirkt auf die Epithelien von Niere (dikts Nephron und Sammelrohr), Kolon,
Pankreas, Speichel- und SchweiRdriisen. Auch dibilusng von Mineralokortikoidrezeptoren

in Mamma, Lunge und Dunndarmepithelien ist bekarafierdings in reduzierter Anzahl

[31,36,37]. Der MR konnte auch in einer Vielzahliteeer Epithelien nachgewiesen werden,
z.B. im Osophagus und Magen sowie weiteren Lokadisan der Niere [26]. Der mit

Aldosteron aktivierte MR fuihrt in den ZielzellenrZBildung von lonenkanélen bzw. —pumpen
oder zur Synthese von Signalproteinen (siehe Apb. 3

Aldosteron bewirkt tber die vermehrte Expressiow.bden verringerten Abbau des Amilorid-
sensitiven Epithelialen Natrium Kanalgpithelial Na-Channe] Abk. ENaC) oder uber eine

erhohte Offenwahrscheinlichkeit, eine Natriumab8orp aus dem Lumen des jeweiligen

Organs. Dies wird Uber das Nedd4-Proteieural precursor cell-expressed developmentally
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downregulated (gene 4) protgigesteuert [38]. An der basalen Membran der Zellerden die
Natrium-lonen durch die Oubain-sensitive ‘N&*-ATPase in das Blut transportiert. Der
aktivierte MR induziert dabei nicht nur eine gegtete Expression der NaK'-ATPase,
sondern auch eine vermehrte Rekrutierung bereitsldgéer Pumpen und eine gesteigerte
Affinitat dieser zu N& Dabei ist die Natriumabsorption durch die ENaCr de
geschwindigkeitslimitierende Schritt. Die vermehBiédung von luminalen Thiazid-sensitiven
Na'/Cl Kotransportern im distalen Nephron und den’/N&Austauschern im Kolon durch
Aldosteron wurde ebenfalls beschrieben [31,39].

Lumen

Abb. 3 Ubersicht (iber die epitheliale Wirkung voldosteron, hier am Beispiel einer
Hauptzelle im distalen Sammelrohr der Niere [21,31]

Die im folgenden genannten, von Aldosteron indueieiSignalproteine regulieren partiell die
Aktivitdt der genannten lonentransporter. So reguldie Serum-Glukokortikoid-regulierte
Kinase 1 §erum-Glucocorticoid-Regulated KinaseAbk. SGK1) tber die Phosphorylierung
des Enzyms Nedd 4-2 den ENaC. Sie steuert aberdam3@uch andere lonen transportierende
Proteine wie die N4 K'-ATPase und den NACI/K'-Symporter. Sie gehort zur Klasse der
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Serin-Threonin-Kinasen. Knock-out-Mause, denen &&K1 fehlt, entwickeln einen
Pseudohypoaldosteronismus mit Hyperkaliamie undaleen N&-Verlusten [31,39]. Die
Phosphorylierung der SGK1 hemmt aul3erdem eineneRsprkomplex, bestehend aus der
Histon H3 Lys-79 Methyltransferase Dot la und A#inem DNS-Sequenz spezifisch
bindenden Protein. Af9 bindet an den Promotor dda® und unterdriickt die Transkription
dieses Kanals zusammen mit Dot la. Die Aldostendoierte SGK1 blockiert nicht nur
diesen Repressorkomplex, sondern bewirkt auchweimainderte Transkription von Dot 1a und
Af9 Uber epigenetische Mechanismen [40].
Aldosteron bewirkt weiterhin Gber d&srsten-Ras GTP-binding protein-2@Abk. Ki-Ras 2A)
eine Aktivierung des ENaC. Diese Wirkung tritt inma&lb von Minuten ein. Bei Uberexpression
dieses Proteins in Tierversuchen kam es langfrigtig einem Abbau des ENaC [31].
Gleichzeitig senkt dieses G-Protein Uber den RaKMHRK-Signalweg die ENaC-Aktivitat
[38].
Auch die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) wiiitber Aldosteron und die SGK1 aktiviert,
aber nicht verstarkt exprimiert. Sie bewirkt einestgigerte Bildung sowie eine forcierte
Aktivitat von ENaC und der NaK*-ATPase. Auch im Second-Messenger-Mechanismus von
Insulin und Vasopressin spielt sie eine Rolle [41].
Des Weiteren wird von Aldosteron der Kortikoid-Haminduzierte Faktor Gorticoid-
Hormone Induced FaktpAbk. CHIF) induziert. Er ist basolateral in Epgtien von Kolon und
distalem Nephron nachweisbar und gehért zur GrugpeFXYD transmembranen Proteinen.
Vermutlich steigert er die Bildung der N&*-ATPase [31].
Schliel3lich steigert das Glukokortikoid-induzierteeucin Zipper Protein Glucocorticoid-

Induced Leucine Zipper protefbk. GILZ) die Expression der ENaC.

1.1.7 Nicht-epitheliale Wirkung

Die epithelialen Wirkungen von Aldosteron sind léndgpekannt. Die Wirkung von Aldosteron
lasst sich durch die kompetetiven Antagonistendyoilacton und Eplerenon aufheben. Diese
Pharmaka wurden zunachst als Diuretika und bei Fygpesteronismus (M. Conn) eingesetzt
[42]. Im Jahr 1999 wurde die Wirkung von Spirontdec bei Patienten mit
Linksherzinsuffizienz in einer grof3en Studie geteRALES) [43]. Im Jahr 2003 erfolgte die
Erprobung von Eplerenon in einem &ahnlichem Kont®&®PHESUS) [44]. Beiden Studien
gemein war eine dramatische Senkung von Morbiditdd Mortalitdt der Patienten mit
Herzversagen. Spater wurde sogar postuliert, daésrébhon teilweise die Wirkungen von
Aldosteron auf das Herz-Kreislaufsystem wieder géeigig machen kann [45]. Ebenso wurde
eine Reduktion von Proteinurie im Sinne einer Neplwotektion beobachtet [29]. Eine

Blutdrucksenkung durch die antidiuretische Wirkutigser Medikamente schied als Ursache
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aus, da in beiden Studien die Gabe der beiden eStafterhalb der blutdrucksenkenden
Konzentration erfolgte. Dies deutet darauf hin,sdaklosteron/ der MR hier ihre Wirkung an
nicht klassischen epithelialen Geweben entfalte® an vaskularen Zellen. Dies wird gestutzt
durch die Beobachtung, dass bei Patienten mit MinConabhangig vom Blutdruck, eine
erhdhte Anzahl von kardiovaskularen Ereignisserhwacsbar ist, im Vergleich zu Patienten
mit anderen Formen der Hypertonie [46]. In der Ea&gt wurde der Mineralokortikoidrezeptor
in Endothel, glatten GefaBmuskelzellen, im Herz imdZentralnervensystem nachgewiesen
(siehe 1.1.4). Eine Expression des MR ist auchnierdReihe anderer Gewebe belegt, so z.B. in
Knochen, Skelettmuskulatur, Fettgewebe und im Insystem [26].

Die Wirkung von Aldosteron auf das Herz-Kreislagi®m kann mit epithelialer Dysfunktion,
Inflammation, oxidativem Stress und Fibrose zusangefasst werden [38] (sieche Abb. 4).
Dabei spielen vielfaltige Mechanismen eine Rollerett Zusammenspiel bis jetzt noch
unvollstandig verstanden ist. So wurde die Bildwog reaktiven Sauerstoffspezies durch die
Induktion von Untereinheiten der NADPH-Oxidase ueihe verminderte Expression der
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase im  Endothel nadbgen. Diese reaktiven
Sauerstoffspezies inaktivieren einen Kofaktor dér-8ynthetase, Tetrahydrobiopterin und NO
selbst. Zudem inaktiviert Aldosteron indirekt dig@OMSynthetase durch Dephosphorylierung.
Die verminderte NO-Produktion fiihrt damit indirekt Vasokonstriktion, Inflammation und
damit letztlich zu Hypertonus. Dabei interagiertidsteron teilweise mit den Signalwegen von
Angiotensin |1l (siehe 1.1.4) [42]. Weiterhin wurde Tiermodellen die vasodilatorische
Wirkung von Acetylcholin durch Aldosteron aufgeholjd7].

Abb. 4 Ubersicht tiber die nicht-epithelialen Wirgen des MR, am Beispiel einer glatten
GefalRmuskelzelle [30]
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Im GefaBmuskel fuhrt Aldosteron Uber die Infiltcativon Monozyten und Makrophagen sowie
Uber die Bildung der Cyclooxogenase IlI, OsteoportitCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein-1) und ICAM-1 (ntracellular Adhesion Molecule}1zu entziindlichen Verdnderungen
des Gewebes. Fir Kardiomyozyten und Nierengewebwl sihnliche Mechanismen
nachgewiesen worden [42]. Weiterhin induziert Aldosn eine Fibrose des Gewebes. Dies
beruht auf einer gesteigerten Anzahl von EndotkkelRezeptoren und der vermehrten Synthese
von Kollagen | und 1l [29]. Diese Wirkung von Aldteron basiert auf der Produktion von
Entzindungsmediatoren wie TNF{Tumor Nekrose Faktar} und ED-1 Ectodysplasin-},
Wachstumsfaktoren wie TG (Transforming Growth Factdy), FGF Fibroblast Growth
Factor) und VEGF Yascular Endothelial Growth FacthrMatrix-Metalloproteasen und von
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) [42].

1.1.8 Nicht-genotrope Wirkung

Nach einer Studie von Manolagas zur schnellen Wigkuon Sexualhormonen sind nicht-
genotrope Wirkungen von Aldosteron solche, die sielder durch Transkriptionshemmer wie
Actinomycin, noch durch Translationshemmer wie Gleximid inhibieren lassen [48]. Sie
treten innerhalb kurzer Zeit auf, kbnnen jedochhauntehrere Tage anhalten. Es bestehen
deutliche Hinweise, dass die nicht-genotrope Wigkuan Aldosteron tber Second-Messenger
genomische Wirkungen des MR nach sich ziehen k&®j. [Nicht-genotrope Wirkungen
wurden sowohl fur epitheliale als auch nicht-efitie Zielgewebe beschrieben. Dabei sind
eine Vielzahl von Second-Messenger-Systemen inedhsowie Koaktivatoren und der MR
selbst . So sind u.a. Eadie Proteinkinasen A, -B, -C, -D, Inositol-3-ppbat, cAMP und
Diazylglyzerin (DAG), ebenso wie MAP-Kinasen, diRk-1/2 und der EGFR in diese Second-
Messenger-Wege integriert [49,50]. Einige Studigmegen zu belegen, dass der MR an diesen
schnellen Wirkungen Uber die genannten Second-Mgssenicht beteiligt ist. So konnte ein
Anstieg der intrazellularen €aKonzentration durch Aldosteron auch in Abwesentei MR
beobachtet werden [51]. Andere dagegen berichtendeo Inhibition dieser Wirkungen durch
RU 28318 Aldosteronantagonisten. Weiterhin wurdechgeben, dass die Inhibition der
118HSD zu schnellen genomischen Effekten durch Cdrtigbrt. SchlieBlich zeigten erst
Zellen ohne natirlichen MR, die mit dem MR tranisfiz wurden, diese schnellen Wirkungen
[51]. Die Existenz eines membranstandigen Aldosterzeptors wurde postuliert, da nicht-
genotrope Wirkungen selbst in Geweben ohne MR wiB. ZMR-Knockout-Mausen
nachgewiesen wurden [52].

Ein weiterer Mechanismus der nicht-genotropen Wigkwon Aldosteron beruht auf der post-

transkriptionalen Regulation MR-abhéangiger Gen-Espion [49,53].
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1.2 Der Epidermal Growth Factor Receptor

Der EGFR (auch ERB B1) gehort zu den Rezeptortgkisasen. Mit dem HER2/ ERB B2,
HER3/ ERB B3 und HER4/ ERB B4 bildet er eine SubifemNach der Bindung eines
Liganden bilden die Rezeptoren Homo- oder Heteredenund die Kinaseaktivitat initiiert in
der Zelle Uber verschiedene Signalwege Schlissspse wie Zelldifferenzierung,

Proliferation und Gewebshomdostase [54].

1.2.1 Gen

Das Gen des EGFR befindet sich auf Chromosom 7egidR p12.1 bis 3. Es umfasst ca. 200
kb und 28 Exons. Exon 1 kodiert die DNS fur dield'R (Untranslated Regionund ein
Signalpeptid, die extrazellulare Doméane ist durctoris 2-16 kodiert. Zwei Cystein-reiche
Regionen werden durch die Exons funf bis sieben 1Bibis 16 kodiert. Die DNS fur die
Transmembrane Domane enthalt Exon 17, die fur giesinkinase-Domane Exons 18-24 und
die C-terminale Doméane Exons 25-28. Es existiegian Vielzahl von mRNS des EGFR durch
alternatives Splicen Da diesen Rezeptoren wichtige Domdanen fehlen Bz. die
transmembrandre Domane, Tyrosinkinase-Doméane utatn@rale Domane bei der humanen
Krebszelllinie A 431), wird ihre Rolle weiterhin ktsovers diskutiert, ebenso wie die Funktion
des extrem langen, 123 kb umfassenden Introns Bb§h5Da das Gen ein Protoonkogen
darstellt, flhren Mutationen zur Kanzerogenese.[B¢ Analyse von diesen Mutationen liegt

im Fokus héchster wissenschaftlicher Anstrengungen.

1.2.2 Protein

Wie alle Rezeptortyrosinkinasen besteht der EGFR aner extrazellularen Domane, einer
transmembrandren Doméne, einer Tyrosinkinasedooné@heder C-terminalen Doméane.

Die extrazellulare Doméne wird in vier Subdoménerterteilt, wobei Doméane | und Il die
Liganden binden. Domane Il und IV sind CysteinheidRegionen. Die C-terminale Domane

enthalt mehrere Autophosphorylierungsstellen [55].

1.2.3 Liganden am Epidermal Growth Factor Receptor

Es sind sieben Liganden nachgewiesen worden, diearEGFR binden kdnnen: EGF, TGF-
heparin-binding EGF-like Growth FactpAmphiregulin, Betacellulin, Epiregulin und Epigen
Den Liganden gemein ist das EGF-Modul, eine 40 Assdmuren lange Sequenz, die drei
Disulfidbriicken ausbildet. Daneben bestehen sie @usr N-terminalen Doméane, einer

transmembrandren Domane und einer C-terminalen Dem®ie Liganden werden als



13
Einleitung

transmembranere Molekile ausgebildet und dann dproteolytische Spaltung freigesetzt.
Dabei kommen der C-terminalen Domane verschieden&tienen in der Proteininteraktion zu
[58]. Der Rezeptor bildet nach Bindung von EGF oBiéF« Homodimere aus. Dabei sind die
Domanen Il und IV der extrazellularen Doméane fi@ Bimerisierung verantwortlich.

Der EGFR kann auch mit dem HER/ ERB B2 Heterodint#iden. HER?2 ist ein sogenannter
Orphan Receptord.h. es sind keine Liganden fur den HER2 bekabDigser Rezeptor kann
jedoch mit dem EGFR heterodimerisieren. Er steigertie Ligandenaffinitdt und erzeugt ein
starkeres Signal [59,60]. Es sind auch HeterodideseEGFR mit HER3 und HER4 mdglich
[61]. Insgesamt sind 4 Homo- und 6 HeterodimereEdB-Familie bekannt [59].

1.2.4 Aktivierung, Signaltransduktion und Transektiung

Zur Aktivierung des EGFR sind jeweils zwei Ligandeekile notwendig. Dabei bindet
jeweils ein Ligand an einen Rezeptor, der dann d#iset. In dem inaktiven EGFR ist die
hydrophobe Tasche der Doméne Il verdeckt, wasAdiminhibition des Rezeptors zur Folge
hat. Durch Liganden kommt es zur Konformationsamdgrdes Rezeptorproteins um 130°, der
Freilegung der Ligandenbindungsstellen sowie derd@ng der Liganden an die Doméanen |
und 1l (wie oben beschrieben). Daraufhin erfolgtnee Autophosphorylierung von
Tyrosinresten, an die verschiedene Enzyme oder tadapteinen mit SH2- oder PTB Domane
binden konnen [60,62]. Welches dieser Enzyme undpketproteine bindet, hangt von der
Zusammensetzung des Rezeptorhomo- bzw. heterodimebDas jeweilige Protein aktiviert

daraufhin spezifische Signalwege der Zelle.
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Abb. 5 Ubersicht iber die Wirkungen des EGFR, esiis eine Auswahl dieser Wirkungen
abgebildet, [60,63]

Der EGFR ist in die Signaltransduktion von zahheit Second-Messenger-Wegen involviert
(siehe Abb. 5). So aktiviert das Adapterprotein Gabhwach tber Grb2 die PI3K und initiiert
so die Signalkaskade der Proteinkinasen B und KB (Bnd PKC, siehe Abb. 5). Die
Phospholipase € fuhrt Gber die Mobilisierung von Inositoltriphosahzur intrazellularen
Erhéhung des G4 Spiegels. Die zytoplasmatische Tyrosinkinase csBrouliert u. a. STAT-
Proteine Gignal-Transducer and Activator of TranscripfjoDiese férdern die Transkription
von Zytoskelettproteinen wie Dynamin und Clathiie c-Src bewirkt synergistisch mit dem
EGFR zusammen auf3erdem Tumorinvasivitat, Zellgaifon und Kancerogenese. Der EGFR
aktiviert iber Shc und Grb2 das kleine G-Proteis.R3des zieht eine Stimulation von Raf und
der MEK (ERK-MAPK-Kinase) nach sich. Die aktiviedERK -1/2 phosphoryliert eine Reihe
von Transkriptionsfaktoren wie z.B. c-Fos oder EIkEs sind noch zahlreiche weitere
Adapterproteine und Second-Messenger-Wege bekéhht [

Protein-Tyrosin-Phosphatasen und Endozytose desestien EGFR sind Mechanismen, tber
die der Rezeptor gehemmt werden kann. Ein weiiatebitorischer Mechanismus beruht auf
der Expression von Genen, die uber EGFR-Signalaggeiert werden. Diese Gene kodieren
Proteine, die wiederum an den EGFR binden und diekdng des aktivierten EGFR
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supprimieren. Diese Signalstoffe werdieducible Feedback InhibitofIFI) genannt. Bisher
sind 4 IFIs bekannt: LRIG1, RALT sowie SOCS4- unjé4|.

Nach Ligandenbindung und Dimerisierung kommt es imiernalisierung des EGFR, der
sogenannten Liganden-induzierten Endozytose, athi@lecoated pits. Im Gegensatz zu allen
anderen beschriebenen Rezeptortyrosinkinasen gelan@ GFR/Ligand-Komplex groftenteils
in Lysosomen und wird dort rasch abgebaut. Diesechdnismus senkt die Zahl der
oberflachlichen Rezeptoren. Offenbar unterliegtselieMechanismus einer Sattigungskinetik
und tritt nur bei gebundenem EGF auf, d. h. beerehohen Anzahl von Rezeptoren werden
einige nur noch deutlich langsamer abgebaut [6L[3ekdem flhrt die Bindung von TGfFan
einem EGFR/HER2-Heterodimer zum Recycling des Rergp sodass deutlich starkere
Signale ausgeldst werden. Die Ubiquitin-Proteindsig c-Cbl flhrt Gber Ubiquitinylierung zum
Abbau des Rezeptors. Die Proteinkinase C-abhangmgesphorylierung von Threoninresten
verhindert dagegen den Rezeptorabbau, schwéachthatle Signalwirkung ab. Mechanismen
der Internalisierung Uber Pinozytose o@awveolaevurden ebenfalls beschrieben [61,62].
Neben der Rolle des EGFR als membransténdiger Rezepirde dieser auch im Zellkern
verschiedener Gewebe, besonders in Krebszelllinimthgewiesen. Die Exposition gegen
Vitamin D, H,0,, Hitze, aber auch Bestrahlung und das Zytostatiktisplatin wurden als
Ausloser fur die Migration in den Zellkern bescheaa. Im Zellkern interagiert er mit
Transkriptionsfaktoren wie E2FI oder STAT 3 und umekrt die Transkription u. a. der
induzierbaren  Stickoxid-Synthetase  (INOS), DNS-algihger Proteinkinase  oder
Transkriptionsfaktoren wie B-Myb oder cyclin D1. d3i fuhrt letztlich zu DNS-Reparatur,
Proliferation oder Metastasierung von Tumoren [65].

Die Entdeckung dieser Second-Messenger-Wege, ebem&o die Darstellung von
Abweichungen derselben, hat die Onkologie revohigid. Mutationen des EGFR Rezeptors
ebenso wie Uberexpression, Amplifizierung, (Dausktivierung oder autokrine
Aktivierungsschleifen sind in die Kanzerogeneseoiviert. Der EGF-Rezeptorstatus ist ein
wichtiger Marker fur die Prognose von Krebserkramden geworden. Der EGFR wurde in
einer Vielzahl von Tumoren widlon-Small-Cell-Lung CancerBrust- Pankreas-, Magen-
Kolon und Ovarialkarzinome, Gliomen, sowie TumomenKopf/ Hals-Bereich nachgewiesen
[60]. Uber den monoklonalen Antikdrper Trastuzumiamn die extrazellulare Doméane des
EGFR/HER2 Heterodimers inhibiert werden. Die Binglugines Liganden fihrt dabei nicht
mehr zu einer Signaltransduktion, das Rezeptorbdimer ist inaktiviert. Die Antikdrper
Cetuximab und Panitumumab hemmen die extrazellDimmdne des EGFR, Erlortinib und
Gefitinib die Rezeptortyrosinkinase. Auch dies flletztlich zu einer Inaktivierung des

Rezeptors. Weitere Mechanismen der Hemmung wie nidiga-Toxin-Fusionsproteine oder
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Antisense-Oligonukleotide gegen den EGFR, befinderh im Zustand der Entwicklung
[60,61].

Neben den eben beschriebenen Wirkungen kann der RE@Ech als heterologer
Signaltransduktor fir G-Protein-gekoppelte Rezeptpr Integrine, Zytokinrezeptoren,
lonenkanadle und andere Rezeptortyrosinkinasen wlierigiesen Vorgang nennt man
Transaktivierung. Dabei ist keine Bindung einesahiden notwendig. Dieser Prozess kann
durch einen hyperosmolaren Schock, UV- und Gammaiaising, reaktive Sauerstoffspezies und
Membran-depolarisierende Agentien geschehen. Diésayang zeigt eine schnelle Kinetik, ist
nur voribergehend und abhdngig von der Tyrosinkidaméane des Rezeptors. So ist Uber
Transaktivierung des EGFR durch Angiotensin Il, &helin-1 oder Lysophosphatidylsaure
eine Aktivierung von ERK 1/2, c-Jun N-terminale Ege (JNK) 1/2 oder von c-Fos moglich
[51,66,61]. Mittels Spironolacton ist dieser Prazemtagonisierbar [51]. Der mit Aldosteron
aktivierte Mineralokortikoidrezeptor kann Uber @Sebenfalls den EGFR transaktivieren.
Dieser Prozess gehort zu den schnellen, non-geetr&ffekten von Aldosteron (siehe 1.1.8)
[49].

1.3 Zielsetzung

In den Studien RALES und EPHESUS wurde fir Patienteit Herzinsuffizienz ein
dramatisches Absinken von Morbiditat und Mortalitibeobachtet, wenn sie
Aldosteronantagonisten erhielten [43,44]. Zur By dieses Sachverhalts riickte, neben den
in Kapitel 1.1.7 und 1.1.8 geschilderten Mechanisntide Rolle des EGFR in den Blickpunkt
wissenschaftlichen Interesses.

Im Jahr 2003 konnte gezeigt werden, dass AldostdierEGFR-Expression steigert. Dieser
Effekt erforderte den MR, liel3 sich nicht Gber d&R ausldsen und konnte durch Spironolacton
gehemmt werden [67].

2007 erfolgte der Nachweis, dass eine gesteig&teR=Expression nicht durch Dexamethason
induzierbar war. In dem 1118 Basenpaare umfasseo@notor des EGF-Rezeptors konnten
zwei Regionen identifiziert werden, mit denen det Aldosteron aktivierte MR funktionell
interagiert [68,69].
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MRE1(1) (153 bp)
CGCCTGGTCCCTCCTCCTCCCG LCeTGLcTCeCcceaeaecreaacececeace
GCGAGCTAGACGTCCGGGCAGCC CCeaGGLaGLrAGLeaGLeaaGeeaeAasceAa
GCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGAGCGCCCGLLCGLGGLCGAGGLGGe
CGGAGTCCCGAG

MRE 2 (163 bp)
CTAGCCCCGGCGGCCGCCGCCGCCCAGACCGGACGACAGGCCACeT
CGTCGGCGTCCGCCCGAGTCCCCGCCTCGCCGCCAACGCCACAACCA
CCGCGCACGCCCCCTGACTCCGTCCAGTATTGATCGGGAGAGCCGGA
GCG

Abb. 6 Sequenz der beiden Promotorregionen

Ziel dieser Arbeit war es nun, die Interaktionsdaméuf diesen beiden DNS-Fragmenten
weiter zu charakterisieren. Dabei sollte ermittedirden, ob dieser DNS-Abschnitt, mit denen
der MR interagiert, ebenso eine Struktur aus zwalbphlindromen enthalt, wie in 1.1.5

beschrieben. Die Aufklarung dieser Struktur wirde Entdeckung des ersten spezifischen
Mineralokortikoid Responsiven Elements fuhren. Egenaue Charakterisierung des MRE
wirde die Suche nach weiteren Mineralokortikoid{RResiven Elementen in den Sequenzen

anderer Gene ermoglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Biomaterialien

Chemikalien
Acrylamid, 40 %
Agarose

Ampicillin

APS

AttoPhos Reagenz

BCA Reagens A
BCA Reagens B
Bisacrylamid
Borat

Cleavage-Buffer

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
Essigsaure

KCI

Kanamycin

MgSQ,

Methionin

MOPS
Natriumbikarbonat
NaCl

Nuklease freies Wasser
ONPG

o-Phenylendiamin
TBE

TEMED

BioRad

PEQGold Universal Agarose, PEQLAB
Roth

FluKa Chemie AG

Promega, 2‘[2-benzothiazoyljébyybenzo-
thiazolphosphat

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Amresco

Sigma/ Merck
2,769 NaHPO*H .0, NgHPO*2H,0 5,349, KCL 50
ml 0,379, MgSQO0,12g je 50 ml destilliertes Wasser
Sigma

Merck

Serva

Sigma
Sigma/ Serva/ Merck

Roth
Sigma/ Merck

Sigma, 1 mM

Merck

Sigma
Sigma, Sigma-Aldrich, Sigma, Merck, Fluka, Rot

Sigma, DNAse- und RNAgie fr

Sigma/ Invitrogen, und o-Nitropherfib-
Galaktopyranosid

Sigma
108g/l Trizma Base, 55¢g/l Borat, 40 ml EDTAH OV
pHB)

Sigma



TRIS

Triton

Trypsin
T4-DNA-Ligase

Hormone
Aldosteron

Dexamethason

Kits

Reporter Gene Assay Kit
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Serva/ Merck
Serva/ Sigma
Sigma

Invitrogen

Sigma, FluKa Chemie AG, geldst in DMS
Sigma

Qiagen

Praparartionskit fir Plasmidherstellung Qiagenmiték

Nahrmedien
FKS
LB-Agar

MEM
SOC

Plasmide

EGFR

EGFP-hMR

pcDNA 3.1/His/lacZ
pCR2.1 Vektor
pSEAP2-Basic Vektor
pPEGFP Vektor
SEAP-GRE

Puffer
DMSO
Elutionsbuffer

Extraktionspuffer

PAA

10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, 10 g Tryptothe\ 1 ml
NaOH auf 11, pH 7

Earle's Salts mit L-glutamin und 10% FK3\A

5g Hefeextrakt, 20 g Tryptone, 10mM NaCl, 2N m
KClI, 10mM MgCh, 20mM MgSQ, 20 mM Glukose

pro Liter

Calbiochem, rekombinant, E.coli
Dr. Farman, Inserm, Paris
Invitrogen

Invitrogen

Clontech

Clontech

Clontech

Sigma

pH 7,5, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 5MrNacCl
20 mM HEPES, 0,4 M NaCl, 1 mM E&TL mM
DTT, 1 mM PMSF
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Stop-Puffer

Restriktionsenzyme/ DNS-Leitern
BamHI

Bglll

DNS-Leiter

DNS-Leiter

EcoRI

Nhel

Xhol

Zellen/ Bakterien
OK

One Shot Competent cellsp F10,

Escherichia coli

2.2 Laborgerate

Bakterienbrutschrank

Brutschrank

Chemikalienabzug
Floureszenzmikroskop
Floureszenzspektrometer
Heizblock

Horizontalschittler
Laminar Air Flow

Lichtmikroskop

Mikrozentrifuge

Photometer

Reagenzglasschiittler

NEW ENGLAND BiolLabs
NEW ENGLAND BiolLabs
PEQLAB Biotechnologie

PEQLAB Biotechnologie

NEW ENGLAND BioLabs
NEW ENGLAND BioLabs
NEW ENGLAND BioLabs

Dr. Biber, Physiologisches Institut der Univésisi

Zurich

Invitrogen

Heraeus Instruments fundiman

Heraeus Instruments Function LinelBB

Thermo Scientific Hera Cell 150,
Heraeus Instruments Hera Cell
Kottermann Typ 2-418
Biozero KEYENCE
Tecan infinite
TS-100 Thermo Shaker
Heidolph Polymax 1040,
Heidolph Duomax 1030
Heraeus Instruments Hera Safel22,
KOJAIR Biowizard
Leitz Labowert Type 090-122.012
VWR Galaxy Mini,
Model MC-6400 Centrifuge
Tecan sunrise
Environmental Shaker ES-20
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Spannungsquelle CONSORT E 835

UV-Vis Spektrometer Berthold Technologies Lum&t 8507
Waage Faust FA-110-4i

Zentrifuge Hermle Z 200 M4,

Beckamnn CS-15R Centrifuge,

Thermo Scientific Heraeus Fresco 17 Centrifuge,
Jouan MR 1812,

Thermo Elektron Corporation Heraeus Multifuge 1S-R

Centrifuge

2.3 Reporter gene Assay

2.3.1 Plasmide

Das verwendete Plasmid fur die Herstellung von Bemmotorkonstrukten ist der pSEAP2-
Basic Vektor von Clontech, welcher in folgenden Adiling (Abb. 7) dargestellt ist. In die
Multiple Cloning Site genannte Sequenz ( in der ikhing mit "MCS" abgekiirzt) werden die
bendtigten DNS-Sequenzen eingefliigt. Der Vektor &ntheinen synthetischen
Transkriptionsblocker (TB, siehe Abb.), dass dieteligrundtranskription senkt. Das Fehlen
von Promotor- und Enhancersequenzen dient dem rsedlpeeck. Ein Resistenzgen gegen
Ampicillin ermdglicht eine Selektion von Bakterietie nicht das Plasmid enthalten (Clontech,

vgl. http://www.clontech.com/products/detail.asp?prodiazt10448 15.10.2008

pSEAP2-Basic Vector Information PT3075-5
GenBank Accession #: UB2937 Cat. Nos. 631715 & 631735

— i
0
o
SEAP

—
' | pSEAP2-Basic |
e 47 kb /

\ \\v /
Asel SV4D -
r31Es [ ouc powd 7 Ypal
ori [1502]
I ——BamH|
=0
TB = Transcription blocker Sall
{18700
i} o & ] 1] %0 ED o srap
BETACCEABCTCTTACECETECTABCCLEEECTCEABATCTECEATCTAAGTAAGTAABCTICEAATCELEAATTCECCCACCATEETE
}Kl:plﬂﬂl Miul Nhel  gf  Xhol Bgi Hindlll BstBl Py EcoRl
n

Abb. 7 Der verwendete Vektor pPSEAP2-Basic
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Der zur Herstellung von EGFP-hMR Plasmiden genWwaktor ist der pEGFP, ebenfalls von
Clontech. In dem Vektor sind Gene zur Resistenzgdgeomycin und Kanamycin enthalten,
welches die Selektion von transformierten Bakteriemmdglicht (Clontech, vgl.
http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT@87/hdf 21. 10 2009, Siehe Abb. 8)

Ein weiteres Plasmid zur Herstellung von Promotostaikten ist der der Vektor pCR2.1

(Siehe Abb. 9). Der Vektor enthalt die gleichen &euar Antibiotikaresistenz wie der Vektor
pPEGFP. Invitrogen, vghttps://www.lablife.org/ct?f=c&a=showvecinfo&vectd=5598
03.11.200%9

Ein daruber hinaus verwendetes Plasmid ist derorgitDNA 3.1/His/lacZ (Siehe Abb. 10).
Der Vektor enthalt die Gene zur Antibiotikaresigtegegen Ampicillin und Neomycin. (

Invitrogen, vgl. http://tools.invitrogen.com/contésis/vectors/pcdna3_lhislacz_map.pdf,
15.04.2012)
PEGFP-1 Vector Information PT3026-5
GenBank Accession #: U55761 Catalog #6086-1
MCS
(12-89)
Apal | 3

(3780}
BsiG | (307)
POUrF EGFP Not 1 (820)
Xba I* (830)
swm

FL%};LK pEGFP-1 polvA
4.2 kb

Eco01091
(3774)

Aff 1l (1053

fl

p Dralll (1292)

Kan'/ SVA0 ori
Neo' Pswm

Stul
(1997)

1 il el 41 51 61 hil EGEP

TA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG

Ecod7lll Bglll Xho! . Hind I EcoR1 Pstl Sall  Kpnl ". Apal . BamHl Agel
Sacl Acc| AspT181 | Bsp1201 Xmal
Ech3sll Sacll Smal

Abb. 8 Der verwendete Vektor pEGFP-1
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lac_promoter
M13_pUC_rev_primer
M13_reverse_primer
HindIII 234

pBR322_origin Kpnl 244

Sacl 250

BamHI 252

Spel 258

AFLIT 231

EcoRY 311

Mot 326

Hhol 332

Hhal 344

Apal 354

T7_promoter

13_forward20_primer

3_pUC_fwd_primer

2o

fl origir

pCR2.1
3929 bp

ORF

MNEOKAM_promoter
BglII 1281

Ampicillin Bell 1286

ORF

MscI 1527
Neomycin
Mool 1877

Abb. 9 Der verwendete Vektor pCR2.1
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Hind 111
EcoR |
Not |
Xho'l
Xba l
Apa |

ATG | 6xHis | =" |EK Site &}

L2

pcDNA 3.1/

His/lacZ

pUC ori

é invitrogen

Abb. 10 Der verwendete Vektor pcDNA 3.1/His/lacZ

2.3.2 Plasmidherstellung

Zur Gewinnung der Plasmide werden Escherichia ¢oin Typ Top F10 von Invitrogen
eingesetzt. Die Bakterien werden in Luria-Bertargeum (LB-Agar) angeziichtet und mit dem
gewunschten Plasmid und einem Antibiotikum tber ltlam Horizontalschuttler bei 37 °C
inkubiert. Bei den Plasmiden LacZ und den Prométonstrukten kommt dabei Ampicillin
zum Einsatz, bei den EGFP-hMR und EGFP-KonstruKgmamycin.

Zur Herstellung der die gewunschten DNS-Sequenmdrakenden Plasmide werden dabei die
Préaparationkits von Qiagen und Invitek verwendétsB beruhen auf folgendem Prinzip:

Nach der Inkubation werden die Bakterienzellen efsttspezieller Puffer lysiert. Durch das
Zentrifugieren und die Gabe weiterer Puffer werden Proteine und andere Zellbestandteile
nacheinander ausgefallt, abzentrifugiert und konresworfen werden. Schliel3lich werden die
in den Bakterien enthaltenen Plasmide an Sauldherspezielle Filter enthalten, adsorbiert und
mittels Nuklease-freiem Wasser resuspendiert. Di@zéntration der Plasmide wird mittels
UV/Vis photometrisch bestimmt.
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2.3.3 Transfektion

In der Zellstudie werden Nierenzellen des Opossy@®K), bereitgestellt von Dr. Biber,

Physiologisches Institut der Universitat Zurichrwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgt
in Minimum Essential Medium (MEM) miEarle’s Saltsmit L-Glutamin und 10-prozentigem

fetalem Kalberserum (FKS). Die Zellen werden wodhem unter Verwendung von 0,2—
prozentigem EDTA und 0,1-prozentigem Trypsin, pg&sa

Zur Transfektion wird ein Kit von Qiagen angewendetrch den verwendeten Puffer und
Enhancerkondensiert die DNA der Plasmide, durch Effektenestehen schlieRlich Mizellen,
die durch die Plasmamembran der OK-Zellen gelangen.

Die Zellen werden in 24-Well-Schalen angesét. MlfeHder Transfektion erhalten die Zellen
jeweils drei Plasmide:

1. Das Enhanced Green Fluorescence Protein mit humanem
Mineralokortikoidrezeptor (EGFP-hMR) bzw. EGFP Hisgativkontrolle.

2. Den jeweils zu untersuchenden Abschnitt des EGRiRaBtors oder ein Leervektor
als Negativkontrolle. Jeder Abschnitt des EGFR-Rrtoms ist mit dem Enzym
sekretorische alkalische Phosphatase (SEAP) veftkndgssen Aktivitat mittels
Fluoreszenzphotometrie bestimmt werden kann.

3. Das konstitutiv exprimierte bakterielle Gen LacZie® kodiert das Enzynf-
Galaktosidase. Die Aktivitat des Enzyms kann geeresgerden (siehe unten) und
dient so als Transfektionskontrolle.

Zur Transfektion kommt Medium ohne FKS zur Anwenglun

Abb. 11 Lichtmikroskopische Darstellung der Oposdlierenzellen (OK).
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Abb. 12 Durch Uberlagerung mit dem fluoreszenzrskopischen Bild werden die mit EGFP-

hMR transfizierten Zellen griin wiedergegeben.

Abb.13 Infolge der Bindung von Aldosteron an derRhiverden diese in Zellkern der Zellen
transportiert, der daraufhin grin fluoresziert. ke Pfeile)
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Pro Versuchsansatz werden einige Wells nur sclagisfiziert, d.h. ohne zugefihrte Plasmide.
Durch die Messung der SEAP-Aktivitat dieser Wellsik die Aktivitat der natdrlich in diesen
Zellen vorhandenen, endogen alkalischen Phosphabasder kiinstlich zugefiihrten subtrahiert
werden.

In einem spéater verfolgten Ansatz werden die Zel@st in Petrischalen ausgesat und
transfiziert, nach 24 Stunden werden sie dannne 24-Well-Schale mit MEM-Medium mit
FKS passagiert. Nach weiteren 24 Stunden erfolgheliumwechsel auf MEM-Medium ohne
FKS.

Durch das EGFP zeigen die so transfizierten Zedigre Fluoreszenz im grinen Anteil des
sichtbaren Lichts (bei 509 nm) (siehe Abb. 12).INder Transfektion werden die Zellen bei 37
°C und 5% CQinkubiert.

2.3.4 Inkubation

Die Inkubation der Zellen erfolgt 24 Stunden naeh @ransfektion mit 10 nM Aldosteron,
gelost in Dimethylsulfoxid (DMSQO). Pro Ansatz wijdweils die Halfte der Wells der zu
untersuchenden  MRE-Sequenzen  stimuliert.  Dadurch lange der  aktivierte
Mineralokortikoidrezeptor aus dem Zytosol in denllik#&n. Folglich weisen nur noch die
Nuklei Fluoreszenz im grunen Farbspektrum auf ési@lbb. 13). Das verwendete Medium
enthalt kein FKS. Die anderen Wells erhalten ledigkeine DMSO-Ldsung, das sogenannte
Vehikel.

2.3.5 Fluoreszenzmessung

Nach 48 Stunden erfolgt die Quantifizierung der BEReporter-Gen-Aktivitat im Medium.
Dabei reagiert Atto Phos Reagens von Promega ine8amheit der alkalische Phosphatase.
Unter Phosphatabspaltung entsteht ein fluoreszierelkohol, der bei 435 nm einen
Emissionspeak aufweist. Die Fluoreszenz wird imvégiauf im Tecan infinite ermittelt.

Nach der vollstandigen Entfernung des MEM-Mediumsrden die Zellen mittels MOPS/
Triton im Horizontalschittler fir 30 Minuten lysiarnd anschlie3end bei 4 °C fir 10 Minuten
bei 12000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand dient Rurchfilhrung deg-Galaktosidase-Assay

und des Bicinchoninsaureassays.

2.3.6B-Galaktosidase-Assay
Mit dem B-Galaktosidase-Assayp{gal) kann die Aktivitdit des Enzymf-Galaktosidase
bestimmt werden. Dieses Enzym ist im bakterielleen G.acZ codiert und katalysiert die

Hydrolyse vor-D-Galaktopyranosiden unter Abspaltung von Galaktos
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Zur Probenbestimmung werdetleavage-Buffer Zelllysat der Probe und ONPG eine halbe
Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird duiZbgabe von 1 N Natriumbikarbonat
gestoppt. Die Proben weisen durch das entsteheitaphenyl eine gelbliche Farbung auf,

dessen Absorption im Photometer Tecan Sunrise2fensh gemessen werden kann.

2.3.7 Bicinchoninsaureassay

Der Bicinchoninsaureassay (BCA) dient der quaniiat Bestimmung des Proteingehalts des
Zelllysats. In einer Biuretreaktion werden dabeipkar-(Il)-lonen durch die Seitenketten
basischer Aminosauren zu Kupfer-()-lonen reduzi®iese lonen reagieren mit der BCA-
Reagens zu einem Kupfer-(I)-BCA-Chelatkomplex, das8bsorption bei 562 nm gemessen
werden kann.

Bei der Untersuchung wird BCA Reagens A von TheRistier Scientific mit BCA Reagens B
(4-prozentiges Kupfer-(ll)-sulfat) im Verhaltnis :30gemischt. Die griine Substanz wird auf die
zu untersuchenden Proben des Zelllysats in einbeaahichteten 96-Well-Schale gegeben.
AnschlieRend erfolgt eine Inkubation bei 37 °C UB6r Minuten. Eine dunkle Verfarbung
indiziert eine positive Reaktion an. Die Proben deer photometrisch bei 562 nm im Tecan
Sunrise analysiert. Uber eine ebenfalls bestimmamdardkurve von bovinem Serumalbumin

(BSA) wird darauf der Proteingehalt quantifiziert.

2.4 Klonieren des MRE 2.1minus

Zur Generierung eines neuen Plasmids werden zoettels PCR die bendtigten Sequenzen
synthetisiert. Anschlielend werden durch Resthilgémdonukleasen das Plasmid pCR2.1
(Beschreibung siehe oben) spezifisch geschnitteh lber eine Gelelektrophorese in dessen
Fragmente aufgetrennt. In diesem Fall erfolgt destRktionsverdau des Plasmids mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRIl und BamHI sowie Moiklease-freiem Wasser und Puffer
von NEW ENGLAND BIOLABS bei 37 °C im Heizblock fi4 h. AnschlielRend wird das
Fragment Uber 40-prozentiges PAGE-Gel (Polyacrydagelelektrophorese) tiber 2 Stunden bei
140 V die Restriktionsprodukte aufgetrennt. NachbE& mit Ethidiumbromid und Waschen,
werden unter UV-Licht die Banden sichtbar. Diesedea mechanisch aus dem Gel entfernt,
mit Elutionsbuffer (pH 7,5, 10 mM TRIS, 1 mM EDTAO0 mM NaCl) Schittler bei
Raumtemperatur tber 8 Stunden inkubiert. Durch Zladgrifugieren fur eine Minute in der
Mikrozentrifuge wird das Gel pelletiert. Aus demédstand kann dann die DNS per Ethanol-
Fallung gewonnen werden.

Dazu wird der Uberstand erst mit 3-molarem Natricetat (pH 5,2), dann mit eiskaltem

Ethanol gemischt und bei -20 °C Uber 12 Stundegedalt. Daraufhin wird Gber zweimaliges
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Zentrifugieren bei 13000 rpm bei 4 °C, Entfernumeg tlberstands und Waschen mit gekiihltem
70-prozentigen Ethanol die DNS so konzentriertsddiese nach Verdampfen der restlichen
Flussigkeit im Heizblock in Nuklease freiem Wasserder gelést werden kann.

Darauf erfolgt eine weitere Restriktion analog desten mit den Restriktionsendonukleasen
EcoRl und Bglll, dem Plasmid pSEAP-Basic, Pufferd uNuklease freiem Wasser. Im
Anschluss daran wird der geschnittene pSEAP-Bagktdr tber Gelelektrophorese in 0,7-
prozentigem Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumficb gefarbt, unter UV-Licht die Bande
herausgetrennt und mit entsprechendem Puffer eluier

Nun kann fortfolgend mit dem Qiaquick-Gelextrak8&it das Plasmid gewonnen werden
(Prozedere siehe oben).

In der Ligation werden schlieBlich das isolierteadphid pSEAP-Basic und die gewinschte
Sequenz des EGFR-Teilkonstrukts aus dem pCR2.ElImift4-DNA-Ligase und T4-DNA-
Ligasepuffer von Invitrogen The Original TA Clonikgt verknUpft.

Das Plasmid kann nun in Bakterien transformiertdear So ist es mdglich, Plasmide zu
amplifizieren. Dabei kommen Escherischia coli voyp Dne Shot Competent cellep 10 von
Invitrogen zur Anwendung. Dazu wird der Ligationsatz zu den Bakterien gegeben und
vorsichtig vermischt. Nach 30-mindtigem Ruhen au$ Berden sie fur 30 Sekunden im
Wasserbad bei 42 °C inkubiert und erneut auf Estedje Folgend wird SOC-Medium zu den
Bakterien gegeben und diese bei 37 °C fur eine ih2B& rpm in den Schittelinkubator
inkubiert. Die Bakterien kdnnen jetzt auf LB-Agaitmmpicillin oder Kanamycin, je nach
Ansatz, ausplattiert werden. Nach 12-stiindigem \Mach der Bakterien im Brutschrank bei 37
°C koénnen einzelne Bakterienkolonien isoliert und [LB-Agar Uber Nacht fur die
Plasmidherstellung vormehrt werden.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse wird eine Testrésektiurchgefiihrt. Der Ansatz ist bis auf
die Restriktionsendonukleasen (hier EcoRIl und Nimi. Xhol) und einem anderen Puffer

gleich. Die Ergebnisse werden wiederum mittelsrefeGE aufgetrennt.

2.5 Statistik & Datenverarbeitung

Zur Bewertung der Ergebnisse wurden a-priori-Pagenreingesetzt. Dabei wird der Quotient
aus den Werten der mit Aldosteron stimulierten Welhd den Basalaktivitditen desselben
Ansatzes gebildet. Werte hoher als 1 belegen etimauftation, Werte kleiner als 1 eine

Hemmung des jeweiligen Ansatzes.

Weiterhin kamen die Standardabweichung und derdatdfehler zur Anwendung. Aul3erdem
wurde der T-Test nach Student verwendet. Dabei @uiErgebnisse als signifikant gewertet,

wenn p < 0,05 ist. Daftir wurde Windows Excel 20@ngzt. Die Diagramme wurden mit dem
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SigmaPlot 8.0 erstellt. Zur Verwaltung der Zitaterde der Reference-Manager 12 verwendet.

Die Zeichnungen wurden mit Microsoft Paint und Retint. NET erstellt.
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3 Ergebnisse
3.1 Das MRE 1
Chromosom 7
EGFR-Promotor MRE 1 (153 bp)

F2L.3 1118

F2l.1

316

/ MRE 1.1a (40 bp)

" pf;’ f Rf’““ MRE 1.2 (113 bp)

i \ MRE 1.3 (65 bp)

e 0

- MRE 1.4 (40 bp)
163

q2i.13
421.3
q2.1
4223
9311

93131

wnes P12.1

433
a3+
3%

3.1 hittp: Sy ensembl.orgMomo _sapiensiLocation/Chromasame?r=7

363

Abb. 14 Ubersicht iber den DNS-Abschnitt MRE 1E@ER-Promotors [70]

MRE1(1) (153 bp)

Sequenz: GCCTGGTCCCTCCTCCTCCCGCCCTGCCTCCCCGCGCCTCGGCCCGCGCGAGCTAGACGT
MRE 1.1a

Sequenz: CGGGCAGCCCCCGGCGCAGCGCGGCCGCAGCAGCCTCCTCCCCCCGCACGGTGTGARG

Abb. 15 Ubersicht liber die Sequenz des obigen Ddé¢8hAitts
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Der Promotor des EGF-Rezeptors umfasst 1118 Baaenpg1,72] Der zu untersuchende
Abschnitt MRE 1 dieses Promotors umfasst 153 Bassmep Dieser ist in vier
Promotorkonstrukte eingeteilt worden (siehe Abbudd 15).

Der erste Abschnitt MRE 1.1a umfasst die erstenBéBenpaare. Sie sind nur in diesem
Promotorkonstrukt enthalten. Die Konstrukte MRE, IMRE 1.3 und MRE 1.4 sind nach
absteigender GrofRe geordnet und Uberlappen sieteise. Der Abschnitt MRE 1.2 umfasst
also mit 136 Basenpaaren eine 48 bp umfassendeef®eqdie nur in diesem Konstrukt
vorkommt, und die DNS des Abschnitts MRE 1.3. Dam#trukt MRE 1.3 ist entsprechend
kirzer und beinhaltet 65, das MRE 1.4 40 Basenpaare

Der SEAP-Basic enthélt keinen Abschnitt des Promsotdes EGFR und dient als

Negativkontrolle, der Abschnitt MRE 1 als Positivikmlle.
Grundaktivtat

140 A

120

< 1004
£
S

s 807
<
<

a 60 -
<
[T
n

40 A

20 A

O .

O
&
Ql
&

I MR+Vehikel

Abb. 16 Ubersicht iiber die basale Aktivitat der iRodorkonstrukte des MRE 1, (n13, n
SEAP-Basic = 5% bei p < 0,05 gegen SEAP-basic)
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Das obige Diagramm (Abb. 16) stellt die basale vikit der Promotorkonstrukte des MRE 1
dar. Dazu wurden OK-Zellen mit dem EGFP-hMR, dertsrechendem Promotorkonstrukt
und LacZ als Transfektionskontrolle transfiziertadd 24 Stunden werden die Zellen in
Vehikellbsung mit DMSO inkubiert, nach 48 Stundefolgt die fluoreszenzspektrometrische
Messung der Aktivitat der SEAP. (Die Vehikellosutignt zum Ausschluss einer Aktivitat von
DMSO, da Aldosteron in diesem gelost ist) Zum Brhal obigen Daten wird der Quotient der
Werte der Aktivitat der SEAP und der Werte de&alaktosidase Assays gebildet. Aus
Vergleichbarkeitsgrinden wird die Probe mit dem BEMRE 1 auf 100 % gesetzt und alle
anderen Proben werden mit ihr verglichen. Zum Ahbisss endogener alkalischer
Phosphataseaktivitat wird der Mittelwert der SEARitat der ohne Promotorkonstrukt
transfizierten Wells pro Versuch von den dbrigen riéfe abgezogen. Auch di-
Galaktosidasewerte der nicht transfizierten Weksden von den lbrigen bestimmten Werten
subtrahiert. Werte, die eine zu niedrige Aktivitdes in demp-Galaktosidase Assays
bestimmten Gens LacZ haben, werden nicht gewertet.

Aus dem Diagramm wird ersichtlich, dass kein Pramainstrukt eine so hohe basale Aktivitat
aufweist wie der Abschnitt MRE 1 selbst. Die Aktétiim Vergleich zu MRE 1 nimmt von
MRE 1.1a mit ca. 80 % Uber MRE 1.2 mit ungefahr%0auf MRE 1.3 mit ca. 15 % mit
sinkender Lange der DNS-Sequenz ab. Das MRE 1gt mat einer Lange von 40 bp eine
SEAP-Aktivitat von 25 % der Aktivitat des MRE 1.
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Aldosteronaktivitat
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I MR+10 nM Aldosteron

Abb. 17 Ubersicht Uiber die Stimulierbarkeit der RPiiorkonstrukte des MRE 1 mit Aldosteron,
(n > 12, n SEAP-Basic = 5 bei p < 0,05 gegen SEAP-basic, SEAP-MRE 1 mit MK u
Vehikel =100 %)

Das in Abbildung 17 dargestellte Diagramm zeigt Sienulierbarkeit der Promotorkonstrukte

des MRE 1 mit Aldosteron. Dazu erfolgt der selbigersuchsaufbau, aber anstatt der
Vehikellésung mit DMSO erhalten die 24 h nach demBfektion die Wells 10 nM Aldosteron.

Die Auswertung erfolgt wie beim obigen Ansatz nd8m.

Die Werte beziehen sich weiterhin auf die Aktivitdr SEAP des MRE 1 mit Vehikel. Aus

dem Diagramm wird deutlich, dass sich der MRE 1 Ahitosteron auf 200% stimulieren lasst.

Die Stimulation der Konstrukte MRE 1.1a und MRE 1i@gen etwas hoher als ihre

Basalaktivitat, die des Abschnitts MRE 1.4 soga&dnger. Das Promotorkonstrukt MRE 1.3
zeigt mit einer Aktivitatssteigerung auf rund 240e%e hohere SEAP-Aktivitat als MRE 1, die

hochste Aktivitat Gberhaupt. Die SEAP-Aktivitat deegativkontrolle SEAP-Basic betragt ca.
50 % und liegt damit sogar hoher als die des MREder unter Aldosteron sogar gehemmt zu

werden scheint.
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Induktion
30 - *
c
9
x
3 20 1
<
(O]
<
8
<
10 A

Abb. 18 Ubersicht iber die x-fache Induktion deorRotorkonstrukte des MRE 1, 113, n
SEAP-Basic = 5% bei p < 0,05 gegen SEAP-basic)

Aus den Werten der Diagramme der Abbildungen 16 Lndvurde mit dem Quotient der
Stimulierbarkeit unter Aldosteron, dividiert durche Basalaktivitat, die x-fache Induktion
gebildet (Abb. 18). Aus diesem Diagramm wird erdlich, dass der Abschnitt MRE 1.2 mit
Werten zwischen zwei und drei sich nur wenig dubdtlosteron stimulieren lasst. Auch die
Stimulierbarkeit der Konstrukte MRE1, MRE 1.1a uS&EAP-Basic ist niedrig, die des
Abschnitts MRE 1.4 liegt sogar unter 1, d.h. dis&@aerte waren sogar hoher als die Werte mit
Aldosteron. Der Abschnitt MRE 1.3 zeigt mit einea. 20-fachen Induktion eine starke

Stimulierbarkeit.
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3.2 Das MRE 2

Chromosom 7
romosom MRE 2 (163 bp)

EGFR-Promotor 163 MRE 2.1 (84 bp)

1113

Lo MRE 2.1minus (69 bp)
Fies EGFR Gen

- prz

iz ] MRE 15 bp (15 bp)
\ MRE 2.2 (75 bp)

i MRE 2.2minus (60 bp)

931,31

331,53 1112 1
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134
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36,1
hittp: e enzembl.orgMomo_sapiensiLocationiChromozome?r=7
336,35

Abb. 19 Ubersicht iiber den DNS-Abschnitt MRE 2EBER-Promotors

MRE 2 (163 bp bzw. 144 bp)

SequenzCTAGCCCCGGCGGCCGCCGCCGCCCAGACCGGACGACAGGCCACCTCGTCGGCGTCCGCC
MRE1minus
==MRE 2.1 ==

Sequenz: CGAGTCCOGBCCTCGCCGCCAACGCACAACCACCGCGCACGCCCCCTGACTCCGTCCAG
MRE 15 bp MRE 2.2minus====

SequenzTATTGATCGGGAGAGCCGGAGCG

Abb. 20 Ubersicht tiber die Sequenz des obigen Ddé8haitts

Der Promotorabschnitt MRE 2 umfasst 163 BasenpmarBromotor des EGF-Rezeptors. Er
schlie3t sich direkt in 3' an das Fragment MRE 1 Bas MRE 2 ist in drei, spater funf

Abschnitte eingeteilt worden. Das PromotorkonstrifRE 2.1 umfasst 84 Basenpaare und
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Uberlappt sich mit dem Abschnitt MRE 2.2 um 15 Bgs@re. Der Abschnitt MRE 2.2minus
enthalt dieselben Basenpaare wie der MRE 2.2, geflen 15 Basenpaaren (Abbildungen 19
und 20). Auch hier kommt der SEAP-Basic als Nedaitivrolle zum Einsatz. Der Abschnitt
MRE 2 dient hier als Positivkontrolle. Zusammen MR (also ohne Bindungsstelle fir den

hMR) entstehende Werte werden auf 100 % gesetzt.

Grundaktivitat

600

500 A

400 A

300 -

200 A

SEAP-AKtivitat in (%)

100

. ('1/.
Q ’ R < & -
& & {(y? & & S . \/ehikel

Abb. 21 Ubersicht tiber die Basalaktivitat der Abstte des MRE 2 (& 29,* bei p < 0,05
gegen SEAP-basic)

Fur das Erstellen der Werte des obigen Diagrammbb.(A21) gelten die selbigen
experimentellen Bedingungen wie fir die des AbsthiMRE 1: OK Zellen werden mit EGFP-
hMR, LacZ als Transfektionskontrolle und dem zu ewstichenden Promotorkonstrukt
transfiziert. Nach 24 Stunden erfolgt ein Mediuminsad mit der Zugabe von DMSO als

Vehikellésung, nach weiteren 48 Stunden die Auswgrimittels Fluoreszenzmessung und der
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B-Galaktosidase- und Bicinchoninsaureassay. AusWierten der SEAP-Aktivitat und der
Galaktosidasewerte wird der Quotient gebildet. Dlerte der Aktivitat der SEAP von ohne
Promotorkonstrukt transfizierten Wells werden vem @nderen subtrahiert. Dies gilt ebenso fir
die p-Galaktosidasewerte dieser Wells. Sobald ein best#En Wert beimp-Galaktosidase
Assay unterschritten wird, werden die Ergebnissseati Wells nicht gewertet. Die Werte der
mit EGFP transfizierten Wells werden aus Verglearkbitsgrinden auf 100 % festgesetzt. Als
Fehlerindikator dient der Standardfehler.

Auffallig bei diesem Diagramm ist die hohe Ruheékit des Abschnitts MRE 2. Ebenso wie
im Abschnitt MRE 1 sinken die Ruheaktivitaten debséhnitte mit sinkender DNS-
Sequenzlange. Die Werte der Negativkontrolle SEARI®S sind in diesem Diagramm am

niedrigsten.

Aldosteronaktivitat

1400

1200 -

1000 -

800 -

600 -

SEAP-Aktivitat in (%)

400 -

200 ~

I MR+10 nM Aldosteron

Abb. 22 Ubersicht liber die Stimulierbarkeit der ébstte des MRE 2 unter Aldosteronn
27,* bei p < 0,05 gegen SEAP-basic, SEAP-MRE 2 mit E@kPVehikel = 100%)

Das Diagramm aus Abbildung 22 stellt die Stimuleekeit der MRE 2-Abschnitte unter 10 nM

Aldosteron an Stelle der Vehikellésung dar. Dieserté/beziehen sich auf den EGFP-Wert als
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100 %. Deutlich sichtbar ist die hohe Aktivitat desschnitts MRE 2. Die Stimulierbarkeit der
ubrigen Abschnitte lasst mit sinkender DNS-Kettagk nach. Auch hier ist der Wert von

SEAP-Basic am niedrigsten.

Induktion
30
25 -
S 20 -
S
)
2
> 15 +
e
ks
X 10 -
5 .
O .
& & & &
S & <& v Q
@Q/ gy ?g@
@Q/

Abb. 23 Ubersicht tiber die x-fache Induktion desEN#Rn> 26,* p < 0,05 gegen SEAP-basic)

Aus den Werten von Aldosteron- und Basalaktivitativder Quotient gebildet. Die entstehende
x-fache Induktion ist in Abbildung 23 dargesteffiowohl der MRE 2 als auch der Abschnitt
MRE 2.2 und MRE 2.2minus zeigen mit 7,8; 7,6 und\&grgleichsweise hohe Werte. Die 14-
fache Induktion des MRE 2.1 ist am hochsten. Allegd ist die Aussagekraft dieses Wertes
durch den hohen Standardfehler eingeschrankt. AlistWerte vom SEAP-Basic zeigen eine

gewisse Grundaktivierung.
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3.3 Die Region 15 bp

Die Region 15 bp umfasst jene Nukleotide, die sdwolAbschnitt MRE 2.1, als auch im
Abschnitt MRE 2.2 enthalten sind (siehe Abb. 19).

Vergleich MRE 2 - MRE 15bp

1000 A *

800 A

600 A

400 -

SEAP-AKtivitat in (%)

200 A

Q° Q B Vechikel
éov GJ‘X B 10 nM Aldosteron

Abb. 24 Vergleich der Stimulierbarkeit des Abs¢eMRE 15 bp gegen MRE 2Xr23),* bei
p < 0,05 gegen SEAP-MRE 2 + EGFP

Das Diagramm in der Abbildung 24 stellt den Vergheiwischen MRE 2 und dem Abschnitt
MRE 15 bp dar. Es gelten dieselben experimentdledingungen und Auswertungskriterien
wie beim Abschnitt MRE 2 beschrieben. Als Fehlekatbr kommt ebenfalls der
Standardfehler zum Einsatz.

Aus dem Diagramm wird die hohe basale Aktivitat dbschnitts MRE 15 bp deutlich, ca. 300
% mehr als der MRE 2 + EGFP + Vehikel. Mit 10 nMdésteron lasst er sich auf 600 %

anregen.
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Vergleich MRE 2 - MRE 15 bp

10

Induktion

v R
h <
< (o?‘
& 2

Abb. 25 Vergleich der x-fache Induktion der AbsttarMRE 2 und MRE 15 bp tn23)

Im obigen Diagramm (Abb. 25) wird die Induktion dd&RE 15 bp mit dem bekannten MRE 2
verglichen. Die 1,5-fache Induktion ist sehr nigdselbst die Induktion des Abschnitts MRE
2.2minus (siehe Abb. 23) war héher.

3.4 Die Region MRE 2.1minus

Das Promotorkonstrukt MRE 2.1minus umfasst die D3¢guenz des Abschnitts MRE 2.1,
ohne den Abschnitt MRE 15 bp. Er besteht also &uBa&&enpaaren (siehe Abb. 19).

Das zu untersuchende Oligonukleotid wurde hybedisiund in das Plasmid pCR2.1
zwischenkloniert.

Zur Generierung des Vektors wird aus dem PlasmiRpC (sieche Abb. 9) mittels der
Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI das @lgteotid herausgeschnitten. Das

entstehende Produkt wird Uber ein PAGE-Gel aufgetre Nachdem Farben mit
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Ethidiumbromid ergibt sich unter UV-Licht folgendes  Bild:

150

Abb. 26 Darstellung des PAGE-Gels mit der DNS d&EN2.1minus, geschnitten mit BamHI
und EcoRl, unter UV-Licht

In der Abbildung 26 ganz rechts, ist die DNS-Le26¢r3010 von PEQLAB eingefugt. (vgl.
http://www.peglab.de/wcms/de/produkte/index.phpaArticle Details&which=25-301,0
03.11.2009)

Links daneben stellen die Banden das Ergebnis dstriRtion dar. Die Banden, die 15 und 10

bp umfassen, werden im Gel nicht mehr dargestellit Abbildung 15 ergibt sich entsprechend
der Sequenz bei den verwendeten Restriktionsentkamén ein ungefahr 70 bp grofRes

Fragment.
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Abb. 27 Darstellung des Agarose-Gels des PlasmBEAR-Basic, aufgetrennt mit Bglll und
EcoRI, unter UV-Licht

Auch der Vektor pSEAP-Basic wird mittels der Rdgionsendonukleasen, hier Bglll und
EcoRI geschnitten. Es entsteht ein ca. 4600 bpa#etiues DNS-Bruchstiick, dessen Bande
bildet sich in Abb. 27 zwischen der Bande mit 400@ 5000 bp der DNS-Leiter ab. (Peglab,
vgl. http://www.peglab.de/wcms/de/produkte/index.phpgiiArticle Details&which=25-2040
03.11.2009)

AnschlieRend wird durch Ligation die entsprechebidS-Sequenz von MRE 2.1minus aus
dem Vektor pCR2.1 in die MCS des Vektors pSEAP-Basigefiigt.

Die korrekte Basenreihenfolge wurde durch Sequemagebestatigt.
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Die Verwendung des klonierten Plasmids ergab falgdergebnisse:

Vergleich MRE 2 - MRE 2.1minus

1000
*
800 -
S
[y
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=
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c§’§ é}” I 10 nM Aldosteron

Abb. 28 Vergleich der Stimulierbarkeit der Abscte'WRE 2 und MRE 2.1minusfnl4),* bei
p < 0,05 gegen SEAP-MRE 2 + EGFP

Das in Abbildung 28 dargestellte Diagramm vergleidie Stimulierbarkeit der Abschnitte
MRE 2 und MRE 2.1minus. Fur die Experimentalbedimggn und Auswertungskriterien gelten
dieselben Bedingungen wie bei den Diagrammen zu NMRieschrieben. Als Fehlerindikator
dient der Standardfehler. Auffallig ist sowohl djeringe Basalaktivitat des Promotorfragments

(140 %), als auch die geringe Stimulierbarkeit uatenM Aldosteron.
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Vergleich MRE 2 - MRE 2.1minus

10

x-fache Induktion

"
&

Abb. 29 Vergleich der x-fache Induktion der AbsttarMRE 2 und MRE 2.1-n12)

Im Diagramm (Abb. 29) ist die Induktion der Absat@iMRE 2 und MRE 2.1minus abgebildet.

Die zweifache Induktion liegt im sehr niedrigen &eh.
3.5 Ubersicht tiber den Proteingehalt der Zellen

Aus den Werten des Bicinchoninsaureassays werdeBidgramme der Abbildung 30 und 31
gebildet. Als Fehlerindikator dient der Standart#ehDie Kontrolle der Proteinwerte dient zum
Uberprifen eventueller unspezifischer Schadigunden Zellen. Da keine signifikanten

Unterschiede im Proteingehalt der Zellen vorliedgemn dies ausgeschlossen werden.
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Proteinwerte MRE 1
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Abb. 30 Ubersicht tiber den Proteingehalt der Abittdades MRE 1, (n 3 bis 14)
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Protein MRE 2

1000

800 A
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400 ~

200 A
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Abb. 31 Ubersicht (iber den Proteingehalt der Ab#tlhdes MRE 2, (n 3 bis 36)

3.6 Vergleich mit Dexamethason

Im folgenden Experiment wird die Stimulierbarkeiesd MRE 2 unter Aldosteron und

Dexamethason verglichen. Dazu werden die Zellefogrmu den obigen Versuchen transfiziert.
Nach 24 Stunden erhalten sie dann entweder diekgkisung mit DMSO, 10 nM Aldosteron,

100 nM Dexamethason oder 10 nM Aldosteron und 2M@examethason.
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Vergleich Aldosteron - Dexamethason
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Abb. 32 Vergleich der Stimulierbarkeit des MRE #uAldosteron und Dexamethasorn>(4),
* bei p < 0,05 gegen EGFP + Vehikel

Im Diagramm der Abbildung 32 sind die unterschigutin Stimulierbarkeiten des MRE 2 unter
Aldosteron und Dexamethason ersichtlich. Der MRBIPEGFP und Vehikel wird auf 100 %
festgesetzt. Als Fehlerindikator dient der Stanfddniér. Die sonstigen Auswertungskriterien
sind denen der anderen Diagramme analog.

Aus dem Diagramm wird deutlich, dass sich der MREni2 Aldosteron allein am besten

stimulieren lasst. Die Anregbarkeit von Aldosterond Dexamethason ist um ca. 500 %
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niedriger. Die Stimulierbarkeit des MRE 2 unter Bmethason allein ist etwa doppelt so hoch
wie die basale Aktivitat des MRE 2 mit MR.

Vergleich Aldosteron - Dexamethason

x-fache Induktion

HE SEAP-MRE2

Abb. 33 Vergleich der x-fachen Induktion des MREt2r Aldosteron, Dexamethason und

Aldosteron + Dexamethason ( n = 4)

Im Diagramm der Abbildung 33 ist die x-fache Indokt des MRE 2 unter Aldosteron,
Dexamethason und Aldosteron + Dexamethason dalteSie betragt fr Aldosteron allein
mehr als zwei. Bei Aldosteron mit Dexamethason bgidDexamethason allein ist sie ungefahr

um den Faktor 1,0 bzw. 1,5 niedriger.
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3.7 MRE 1.3 Konzentrationsreihe

Basierend auf den Ergebnissen der Diagramme in Idlolg 15 bis 17 wurde die
Stimulierbarkeit des MRE 1.3 unter verschiedenenzéntrationen mit Aldosteron untersucht.
Die sonstigen Versuchsbedingungen und Auswertuitgekin entsprechen denen bei
Abbildung 15 bis 17 genannten. Aus Vergleichbagggiinden ist der MRE 1.3 mit Vehikel auf
100 % festgelegt. Als Fehlerindikator dient dem8trdfehler.

MRE 1.3 Konzentrationsreihe
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s MR +SEAP-MRE 1.3

Abb. 33 Stimulierbarkeit des MRE 1.3 unter versibdnien Aldosteronkonzentrationen (n = 6),
* bei p < 0,05 gegen MRE 1.3 + Vehikel

Aus dem Diagramm der Abbildung 33 wird ersichtlidass die Stimulierbarkeit des Abschnitts
MRE 1.3 unter steigender Aldosteronkonzentratiammmnt. Sie betragt bei 0,1 nM Aldosteron
ca. 700% der Basalaktivitat des MRE 1.3. BgiM. Aldosteron liegt sie bereits bei Gber 1000
%.



51
Ergebnisse

3.8 MRE 2.2minus Konzentrationsreihe

Basierend auf den Ergebnissen der Diagramme 2@disvird auch der Abschnitt MRE
2.2minus auf seine Stimulierbarkeit unter versobiesh Aldosteronkonzentrationen untersucht.
Die Konditionen entsprechen dem der Abbildung 83diesem Falle wird der Abschnitt MRE
2.2minus unter Vehikelldsung auf 100 % festgelegt.

MRE 2.2minus Konzentrationsreihe

2000

1500 -

1000 -

SEAP-Aktivitat in (%)

500 ~

E VMR + SEAP-MRE 2.2minus

Abb. 34 Stimulierbarkeit des MRE 2.2minus untesesieiedenen Aldosteronkonzentrationen (n
=6), * bei p < 0,05 gegen Vehikel

Auch beim Promotorkonstrukt MRE 2.2minus wird diett] dass die Stimulierbarkeit des

Abschnitts bei steigender AldosteronkonzentrationAbbildung 34 ebenfalls ansteigt. So
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betragt sie bei einer Konzentration von 0,1 nM Aldoon ca. 200 % der Basalaktivitat des
Abschnitts. Bei JuM Aldosteron betragt sie 1200 %.

3.9 Ubersicht MRE 1-MRE 1.3

Ebenfalls unter Berlcksichtigung der Ergebnisse, idi Abbildung 16 bis 18 dargestellt
wurden, wurde das Promotorkonstrukt MRE 1.3 unggschiedenen Parametern untersucht. So
wurde die Stimulierbarkeit des hMR mit Aldosteroit der Stimulierbarkeit mit dem GR und
Dexamethason auf die Abschnitte MRE 1 und MRE In8ensucht. Es gelten dieselben
Reaktionsbedingungen und Auswertungskriterien wieAtbbildung 16 bis 18 beschrieben.

Aus Vergleichbarkeitsgriinden wird die Basalaktiviiés MRE 1 mit MR und Vehikellésung
auf 100 % festgesetzt. Als Fehlerindikator diemt$Skandardfehler.
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Ubersicht MRE 1 GR
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Abb. 36 Ubersicht ber die Stimulierbarkeit der &bstte MRE 1 und MRE 1.3 mit dem MR
und Aldosteron sowie dem GR und Dexamethaser8jn* bei p < 0,05 gegen MRE 1.3 + MR,
* bei p < 0,05 gegen MRE1 + MR

Aus dem Diagramm in Abbildung 36 wird die hohe Siiierbarkeit des MRE 1 und MRE 1.3
mit MR und Aldosteron offensichtlich. Sie ist hiseim MRE 1 héher als beim MRE 1.3. Die
basale Aktivitat der beiden genannten Abschnittedam Glukokortikoidrezeptor ist niedriger
als die Basalaktivitdt des MRE 1. Auch unter deb&waon 100 nM Dexamethason liel3en sich

diese Abschnitte statistisch nicht signifikant stireren.
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Induktion MRE 1 GR
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Abb. 37 Ubersicht Uiber die x-fache Induktion desmitte MRE 1 und MRE 1.3 mit dem MR

und Aldosteron sowie dem GR und Dexamethaser8jn

Aus den Werten mit Aldosteron bzw. Dexamethason deth dazugehdrigen Vehikelwert
wurde der Quotient gebildet. Die so gebildete xy&atnduktion ist in Abbildung 37 dargestellt.
Die Induktion des MRE 1.3 ist am hochsten, die M&E 1 bei ca. 5. Die Induktion der beiden

Abschnitte, die den GR und Dexamethason erhaltdarhdetragt nur ca. 1.

3.10 Ubersicht MRE 2 — MRE 2.2minus

Analog zum Ansatz und den Konditionen der Abbild8& wurden die Promotorkonstrukte

MRE 2 und MRE 2.2minus unter verschiedenen Parameietersucht. Die Stimulierbarkeit
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des MRE 2 mit MR und Aldosteron wurde die des Abgith MRE 2.2minus mit GR und
Dexamethason gegenlibergestellt. Aus Vergleichiiadeéinden wird der MRE 2 mit EGFP
Vehikel auf 100 % festgesetzt. Alle anderen Wege Abbildungen 38 und 39 beziehen sich

darauf. Als Fehlermaf} dient auch hier der Standalelf.

Ubersicht MRE 2 GR
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Abb. 38 Ubersicht tiber die Stimulierbarkeit der éirstte MRE 2 und MRE2.2minus mit dem
MR und Aldosteron sowie dem GR und Dexamethaser?fn* bei p < 0,05 gegen EGFP +

SEAP-MRE2

Auch in diesem Diagramm (Abb. 38) féllt die hoherslierbarkeit des MRE 2 mit Aldosteron
ins Auge. Die Induktion der Promotorkonstrukte MRENd MRE 2.2minus ist niedrig, egal ob
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sie Dexamethason oder die Vehikellésung erhaltéera

Induktion MRE 2 GR

x-fache Induktion

I Aldosteron
I Dexamethason

Abb. 39 Ubersicht Uber die x-fache Induktion desdimnitte MRE 2 und MRE2.2minus mit dem

MR und Aldosteron sowie dem GR und Dexamethaser)n

Aus der Abbildung 39 ist die Induktion von MRE 2tmildosteron sowie MRE 2 und MRE
2.2minus mit dem GR und Dexamethason zu entnehBieninduktion mit Aldosteron ist am

hdchsten, die mit Dexamethason nur gering.
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4. Diskussion

Durch die RALES- und EPHESUS- sowie die 4E-Studiarke gezeigt werden, dass sich die
Wirkung von Aldosteron bzw. dessen Mineralokortikeizeptor auf mehr als nur die
Elektrolyt- und Wasserhomdostase erstreckte [2843,Zur Erklarung von Inflammation,
Fibrose und vaskularer Dysfunktion wurde eine gafiaihe von pathophysiologischen
Faktoren diskutiert [29,46,42]. Die Beteiligung vBl6FR zur Erlauterung dieser Prozesse ist
dafur eine attraktive Hypothese. Die Interaktiors #5FR bzw. dessen Second-Messenger-
Wegen mit Aldosteron oder Peptidhormonen wie Aragisin Il konnte belegt werden
[42,73,74]. Dann erfolgte der Nachweis, dass Alelast die EGFR-Expression stimuliert
[75,76]. Dieser Effekt konnte mit Spironolactonagunisiert werden und liel3 sich nicht durch
Dexamethason herbeiftihren. Dabei wurde der Nachwdisacht, dass der MR mit dem
Promotor des EGFR interagiert. Ein klassisches GRIEde nicht in der DNS-Sequenz des
EGFR-Promotors gefunden. Stattdessen wurde dieoReigir Interaktion auf ein 316 bp grol3es
DNS-Fragment eingegrenzt [69].

4.1 MR-induzierte EGFR-Promotoraktivitat

Die ersten vom Startcodon in 5'-Richtung gelegett68 Basenpaare wurden als MRE 2
bezeichnet und die sich in 5'-Richtung daran arnsfgéhden 153 Basenpaare als MRE 1. Diese
DNS-Sequenzen wurden darauf mittels Restriktionseukleasen in weitere Abschnitte
untergliedert, wie aus den Abbildungen 14 und Bechtlich.

Im Abschnitt MRE 1 zeigt das Promotorkonstrukt MRB statistisch signifikant die hochste
Induktion. Die der anderen Promotorkonstrukte smedrig. Da der MRE 1.3 auch die
Basenpaare des MRE 1.4 umfasst (siehe Abb. 14)dendMRE 1.4 durch Aldosteron nicht
induzierbar ist, ist das MRE in der DNS Sequenxemmuten, die nicht im MRE 1.4 enthalten
ist (vgl. Abb. 15). Dies sind die 25 Basenpaare-2986. Mdglicherweise Uberlappt sich das
MRE auch mit den angrenzenden Abschnitten des MREalso MRE 1.2 bzw. 1.4) und Tell
deren DNS werden zur Aktivierung bengétigt.

Im Abschnitt MRE 2 unterscheiden sich sowohl der BMR2 als auch der MRE 2.2minus
(sowie die Positivkontrolle MRE 2) signifikant geuder der Negativkontrolle SEAP-Basic.
Aufgrund der Tatsache, dass der MRE 2.1 und der N2REeine hohe Induktion zeigen,
vermuteten wir das MRE in jenen 15 bp, mit denaih gsler MRE 2.1 mit dem MRE 2.2
Uberlappt (sieche Abb. 20). Die Ergebnisse des Repdbtene Assays der daraufhin neu
klonierten Sequenz zeigt eine hohe Grundaktivigd Bromotorkonstrukts, aber die Induktion

liegt nur geringflgig Uber eins (siehe Abb. 25)olgedessen wurde ein Promotorkonstrukt
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ohne jene 15 bp kloniert (vgl. Abb. 26 - 29), ahech dieser DNS-Abschnitt zeigt im Reporter
Gene Assay nur eine geringe Induzierbarkeit durtdio#eron (vgl. Abb. 29). Diese zwei

Ergebnisse legen die Schlussfolgerung nahe, dass MRE in der DNS-Sequenz des
Promotorkonstrukts MRE 2.2minus zu suchen ist.

Bei den Reporter Gene Assays wurde bewusst keimeame Zelllinie gewahlt, sondern

Nierenzellen des Opossums, um Verfalschungen demdogen produzierten MR oder EGFR
zu vermeiden. Zur Erlangung moglichst auf den Mbaacibertragbarer Werte wurden die
Reporter Gene Assays mit physiologischer Aldosteromentration im Nanomolarbereich
durchgefuhrt. Durch das Transfizieren von LacZ uteh B-Galaktosidase-Assays konnten
Reporter Gene Assays mit niedriger Transfektionweefen werden. Die je Ansatz

durchgefuhrte Positivkontrolle mit MRE 1 bzw. 2 udie einzelnen Negativkontrolle mit

SEAP-Basic erlaubten das Erkennen und Ausschlief®enFalsch-positiv oder —negativen
Werten. Durch die Proteinwerte, die mittels BCA gelt wurden, konnten einzelne

Experimente, bei denen (berméaRige Zellschadigungttgefunden hatte, ebenfalls
ausgeschlossen werden (siehe Abb. 30 und 31).

Um die Wirkung von Aldosteron mit dem GlukokortidoDexamethason zu verdeutlichen,
wurden Reporter Gene Assays mit den beiden germaftarmaka bzw. einer Kombination der
beiden durchgefiihrt. Die hohe Induktion durch Atdosn belegen die Stimulierbarkeit des
EGFR-Promotors durch Mineralokortikoide, wahrend diedrige ( allerdings statistisch nicht
signifikante) Induktion von Dexamethason nur aufgerhein stimulierende Faktoren
zuriickzufuhren ist (vgl. Abb. 32 und 33).

Die beiden Promotorkonstrukte MRE 2.2minus und MRE wurden als DNS-Sequenz mit
vermutlich enthaltendem MRE steigenden Konzentnatiovon Aldosteron behandelt. Wie
erwartet steigt die EGFR-Expression bei zunehmeAdidmsteronkonzentration an (vgl. Abb.
33, 34). Zur Uberprifung der Aussage, dass wedsr MRE 1 noch MRE 2 mit dem

Glukokortikoidrezeptor (GR) stimulierbar ist, wurdee Wirkung von Aldosteron mit MR mit

der von Dexamethason und dem GR auf die genanmtano®orkonstrukte verglichen. Weder
der MRE 1 noch der MRE 1.3 lassen sich mit Gluktkord/GR induzieren, wahrend die
Kombination Aldosteron/lMR zu einer hohen Induktiomler beiden genannten
Promotorkonstrukte fihrt (vgl. Abb. 35, 36). Deralige Ansatz in Abb. 37 und 38 widerlegt
die Existenz eines klassischen GRE auch in MRER MRE 2.2minus.
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4.2 Untersuchung des MRE auf weitere Transkriptiontaktor-

bindungstellen mittels Transkriptionsfaktorbindungsanalyse

Der EGFR-Promotor wurde vor allem in den 1980erekalntensiv untersucht. Im Promotor
sind weder TATA- noch CAAT-Boxen enthalten. Daflrreifen mehrere Spl-
Transkriptionsfaktoren an GC-reiche Sequenzen demdtors an. Dies erhoht in vitro die
Expression des EGFR. Auch wurde Uber Deletionskoktst, die flir die Sequenz, welche fur
die Aktivierung zustandig ist, in den Basenpaarén lis 105 vermutet [71,72]. Der Promotor
des EGFR enthalt auRerdem Bindungsstellen fir das2 AActivator Protein 2. Dieser
Transkriptionsfaktor kann durch Phorbolester dianBkription des Promotors steigern [77].
Der Faktor ETF steigert die Expression des EGFRgtgift an GC-reiche Sequenzen an,
allerdings nur in Promotoren ohne TATA-Box [78]. Bardem verfligt der EGFR-Promotor
Uber eine S1-Nuklease-sensitive Region, an dieFdé&tor ERDBP-1 EGF Response DNA
Binding Protein) spezifisch bindet und so die Expression steid@®]. Weiterhin ist die
Stimulation des EGFR durch Ostrogen und p53 bekfgth81]. Dabei bindet der Wild-Typ
p53 an eine 27 bp umfassende Sequenz: -,5-AGCTAGACCGGGCAGCCCCCGGCGH,
die sich im MRE 1.2 befindet (vgl. Abb. 15) Auch3blutanten, die aus Tumoren isoliert
wurden, kdnnen an den EGFR angreifen und diesenh tansaktivieren [81,82]. Aul3erdem
stimuliert Calcitriol den EGFR Uber ein Vitamin-De§ponsives Element (VDRE). An dieses
bindet ein Heterodimer aus Vitamin-D-Rezeptor umdifidid-X-Rezeptor [83]. Von Retinséure
wird sowohl eine Stimulation als auch eine Inhibiti des EGFR-Promotors berichtet
[84,85,86]. Schilddrisenhormone senken die Expyassn EGFR [87]. Der sFRezeptor kann
SP1-abhangig durch Uberlappende Bindungsstellel:@fR-Promotor hemmen [88].

Zwei Repressoren des EGFR-Promotors sind bekarent.HPR genannte Repress®GFR
Transcriptional Represspund GCF. Der GCF bindet an GC-reiche Sequenzdmnterdrickt
die Expression des Promotors in vivo und in vitEs. scheint spezifisch fir das EGFR-
Promotorgen zu sein [89]. Der ETR bindet nur areriBtelle des Promotors und hemmt

ebenfalls die Expression [90].

Zur ldentifizierung von bekannten Transkriptiongtakn, die an die Konstrukte des EGFR-
Promotors binden, wurde diese per Computeranalgs@libaba2.1 untersucht. Dabei entstand

folgendes Ergebnis:
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AliBaba2.1 predicts the following sites in your sequence

Sequence seq 33

MRE 1.2

Segments: d
2.3,1.0 12 25 MRELla Spl=
9.8.270 16 25 ====ETF===
A e el 19 33
2.3.2.3 27 36
2ada2a l 28 38
2:3.1:0 2% 41
2:3:1.08 7 49
2+8%3. 8 56 65
=CPE
i i MRE 1.3 MRE 1.4
Segments:
R (B TR 56 65 bind=
23k, 0 63 ] ==ci===fpf=—=x
9.9, 270 69 78 ====FTF===
7 i L I T3 82 =::=Sp1::=
Zedul; 8 95 108 spl
2:3:3, D 98 107 =CPE bind=
2:8:2.3 29 108 =Tra-1 [s=
2:3:1: 8 118 130

118 130 ====8pl====

128 139 :::::Sp —

136 147 :::::Sp T

17 segments in this sequence identified as potential binding sites

17 segments in complete file identified as potential binding sites

Abb. 40 Transkriptionsfaktorbindungsanalyse der MRIber AliBaba2.1

In die Abbildung 40 sind die Sequenzen der Pronkotwstrukte des MRE 1 und die bindenden
Transkriptionsfaktoren verzeichnet. Nachtraglichradeuder Umfang der einzelnen Konstrukte
farbig markiert. Deutlich ist zu erkennen, dass den MRE 1.1a kein bekannter
Transkriptionsfaktor angreift. Dies erklart die dhige Induktion dieses Abschnitts. An den

MRE 1.2 greifen zehn Spl-Faktoren an, an den MRBE-Tei sich verkiirzender DNS-Sequenz
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- sechs Mal Sp1 und an den MRE 1.4 vier Mal SpZuDé@mmen noch fur den MRE 1.2 zwei,
fir den MRE 1.3 ein ETF sowie drei weitere versdbie Faktoren.

AliBaba2.1 predicts the following sites in your sequence

Sequence seq_32

, MRE 2.1
Segments; =
2.3.1.0 2 11 ====5pl=== IVIRE 2.1-
2.:3:1.0 10 22 ======§pl====
9.2.7726 12 21 =represso=
1.6.1.0 15 24 =AP-2alph=
2,3.1.8 17 26 ====Spl===
23,10 37 40 S===fnl=—=
A 51 62
=f::=:= MRE 2.2-
51 - 15=b;p= MRE 2.2
62 74 ======§5pl====
15 84 ::::sPlzzz
86 95
83 107
99 109
105 118
106 TI5 —===AP-—
112 123
112 121 ==
134 143 s===fn]e—

16 segments in this sequence identified as potential binding sites

16 segments in complete file identified as potential binding sites

Abb. 41 Transkriptionsfaktorbindungsanalyse des NMRiber AliBaba2.1

Die Abbildung 41 stellt die DNS-Sequenz und die adarbindenden, bisher bekannten
Transkriptionsfaktoren dar. Auch hier wurde nadliich die Sequenz der einzelnen Konstrukte
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farbig markiert. Sowohl an den MRE 2.1 als auchdan MRE 2.2 bindet je sieben Mal ein
Spl-Protein und je ein Mal ein AP-Transkriptionstak Im MRE 2.1 bindet auch ein

repressives Element.

Die Ergebnisse der Transkriptionsfaktorbindungsgeakorrelieren nur zum Teil mit denen aus
den Reporter Gene Assays gewonnenen Daten. SparE&akigreifen zahlreich an die
Promotorabschnitte des MRE 1 und 2 an. Prinzipétlleine Stimulation Uber diesen Faktor
denkbar. Allerdings lieRRe sich weder die hohe Atdivdes Konstrukts MRE 15 bp erklaren,
noch warum im Abschnitt MRE 1 der MRE 1.3 die hadehaktivitat aufweist und nicht der
MRE 1.2 mit seiner langeren Sequenz und mehr baetei ranskriptionsfaktoren.

Auch die viel geringere Induktion des MRE 2.1mimusVergleich zum MRE 2.1 kénnte nicht
erklart werden. Moglicherweise binden an die Seguées MRE 1 und 2 entweder bisher
unbekannte Transkriptionsfaktoren, die eine indeektimulation des MR auf das enthaltende
MRE ermdéglichen, oder der MR bindet direkt an di&l9 Uber eine bisher unbekannte
Sequenz. Alternativ wird das MRE doch Uber Spldient und die Induzierbarkeit des MRE
1.3 gegenuber MRE 1.2 beruht auf einem gréRereh@#ers von bindenden Spl-Faktoren zu
DNS-Sequenzlange. Vielleicht sind auch noch unbeieahemmende Faktoren involviert, die
nur am MRE 1.2 angreifen kdnnen. Eine solche Sdnakdnnte auch das Ergebnis der

geringen Induktion des MRE 2.1minus erklaren.

Zur Uberpriifung der genannten Mdglichkeit einerekien Bindung uber eine bisher
unbekannte Sequenz bietet sich ein Vergleich dgu&e des MRE 1.3 mit der des MRE
2.2minus an. Dabei wird eine 15 Basenpaare umfdes&equenz auffallig. Dies sind beim
MRE 2.2minus ,CGCGCACGGCCCCCT", beim MRE 1.3 ,GGCSOGCCCCCCT" (in
umgekehrter Reihenfolge). Sie unterscheiden sicimawei Basen von einander und sind in
jenen Promotorkonstrukten zu finden, die nach deyelihissen des Reporter Gene Assays als

jene mit potentiellen MRE gelten.

Sollte es sich bei den eben genannten Sequenzé&lictvium ein MRE handeln, sollte sich
dieses auch in anderen Mineralokortikoid-spezifscBenen nachweisen lassen.

Das Gen NDRG2 N-Myc downstream regulated geng #urde in Leber und Niere
nachgewiesen und lie3 sich nur durch Aldosterochtnaber Dexamethason induzieren. Die
Funktion des Gens ist unbekannt. Es zeigt aber Hmgiem zu Drosophila MESK2, einem
Bestandteil der Ras-Kaskade [91]. Eine UntersuchiergDNS-Sequenz des Gens liefert als
Ergebnis eine sehr &hnliche Basenfolge wie die doeidben angegebenen (Pubmed, vgl.
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/515117307repgenbank&from=20554762&t0=205637
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75&strand=true 08.02.2010). Die Basenpaare 7954 bis 7989 weisigende Sequenz auf:
,GTCGCCAGCCCCCCT". Dies sind drei unterschiedlicheBasenpaare Zu
,GGCGCACGCCCCCCT" des MRE 1.3 bzw. vier zu der RE 2.2minus. Dies macht ein
enthaltendes MRE wahrscheinlich. Dieses hypothetiddRE besteht ebenfalls wie das GRE

aus 15 bp, weist aber keine Struktur aus zwei Hditigromen auf.

4.3 Ausblick

Zur genauen ldentifizierung eines MREs in den Abgtén MRE 1 und 2 ist die Klonierung
weiterer Promotorkonstrukte unumganglich. Sowohl M&E 1 als auch der MRE 2 sollten
weiter in kleinere Fragmente unterteilt werden.nB&RE 1 bietet sich eine Untersuchung des
MRE 1.3 ohne DNS des MRE 1.4 an, wie bereits bédotn. Auch der MRE 2.2minus sollte
weiter unterteilt werden.

Weitere Reporter Gene Assays sollten mit den alsnpielle MREs identifizierten Sequenzen
stattfinden. Eine Induktion der Transkription undafislation des EGFR nur mit diesen 15
Basenpaaren ware ein starker Hinweis fur ein Miokoatikoid Responsives Element.
Weiterhin sollte die DNS-Sequenz des Promotorsed&B-Rezeptors, aber auch anderer Gene,
die nur auf Mineralokortikoide, nicht aber Glukokkoide reagieren, mittels bioinformatischer
Analyse auf eventuelle Muster o. &., die ein MREtdlen kdnnten, analysiert werden.

Auch die Madglichkeit, dass der MR indirekt Uber gli@icht noch nicht entdeckte)
Transkriptionsfaktoren den EGFR induzieren kénatdlte weiter verfolgt werden. Dies lasst
sich mittels in-vitro- und Zelllysat-ELISAs ermitte

Sobald das Mineralokortikoide Responsive Elemenhesi identifiziert ist, kénnen weitere
Proteine bzw. deren Gene ausfindig gemacht werdienan der Entstehung pathologischer

Mineralokortikoidwirkungen ihren Anteil haben.
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5. Zusammenfassung

Neben der bekannten Wirkung von Aldosteron auf Skdz- und Wasserhomoéostase konnte
Uber die Verwendung von Aldosteronantagonisten aeiole pathologische Wirkung dieses
Steroidhormones in Form von Fibrose, endotheliddgsfunktion und kardiovaskuldrem
Remodelling bei Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkangen nachgewiesen werden. Zur
Erklarung der zu Grunde liegenden Mechanismen wael®n eine Reihe weiterer Faktoren
eine Interaktion mit dem Epidermalen WachstumstalRezeptor (EGFR) postuliert. Eine
Steigerung der EGFR-Expression durch den mit Akfost aktivierten
Mineralokortikoidrezeptor (MR) konnte nachgewieserrden. Dieser Effekt konnte durch
Glukokortikoide nicht erreicht werden. Die Interiaki des MR mit dem Promotor des EGFR
wurde auf zwei insgesamt 316 Basenpaare umfasSagieenzen eingegrenzt. Dabei wurde die
Hypothese aufgestellt, dass der MR nicht Uber elnkdkortikoid Responsives Element,
sondern dber ein fir ihn spezifisches, bisher uabetes Mineralokortikoid Responsives
Element den EGFR-Promotor stimuliert. Ziel diesebdit war es nun, das MRE auf eine enge
Sequenz des Promotors einzugrenzen und moglichstdiktur des MRE aufzudecken, sowie
Aussagen uber ein direktes oder indirektes Binduergmlten des MR zu treffen.

Dazu wurden Reporter Gene Assays an Opossumnidiesnzdurchgefuhrt. Diese Zellen
erhielten den MR, verschiedene Promotorkonstruktedem Enzym sekretorische alkalische
Phosphatase zur Eingrenzung des MRE sowie das riedlete Gen LacZ als
Transfektionskontrolle. Die Zellen wurden anscldie@ mittels Aldosteron in physiologischer
Konzentration stimuliert und die Wirkung diesesZ&sses Uber Fluoreszenzmessung bestimmt.
Die zwei Promotorkonstrukte mit 153 (MRE 1 genanbgw. 163 (MRE 2 genannt)
Basenpaaren wurden in weitere Promotorkonstruktersechiedlicher Sequenz aufgeteilt. Far
das erste Promotorkonstrukt MRE 1 ergab sich dah$t@ Stimulierbarkeit fir das Konstrukt
MRE 1.3 mit 65 Basenpaaren.

Beim zweiten Promotorkonstrukt MRE 2 zeigte das $€nrkt MRE 2.1 mit 84 Basenpaaren die
hdchste Stimulierbarkeit, aber auch das KonstruRBMR.2 (75 Basenpaaren). Da sich die
Sequenz dieser beiden Promotorabschnitte um 15nBasee Uberlappt, wurde ein neues
Konstrukt mit dieser DNS kloniert und UberprifteDReporter Gene Assays fuhrten jedoch zu
keiner groRen Stimulation. Ein weiteres Promotosgtirkt des MRE 2.1 ohne diese 15
Basenpaare zeigte ebenfalls keine gro3e Stimuti@ltasodass das Konstrukt MRE 2.2minus,
also der MRE 2.2 ohne jene 15 Basenpaare, als da&soBbrkonstrukt mit wahrscheinlichem
MRE gilt.

Die DNS der Promotorkonstrukte MRE 1 und 2 wurdeterl bioinformatische

Computeranalysen auf bekannte bindende Transkmgfa&toren untersucht. Dabei wurden
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mehrere Faktoren vom Typ Spl, aber auch weiterdofaak wie AP-1 bzw. 2 und der
spezifische Faktor ETF identifiziert. Ein Vergleicler Bindungsstellen mit der Sequenz der
Promotorkonstrukte erlaubte aber nur teilweise éndarung der im Reporter Gene Assay
erarbeiteten Ergebnisse. Ein indirektes Bindundgmiten des MR Uber bekannte
Transkriptionsfaktoren ist somit ebenso moglich wiger noch nicht bekannte
Transkriptionsfaktoren sowie eine direkte BindungsdMR an ein potentielles MRE.
Vergleichende Analysen der DNS des MRE 1.3 mitdisr MRE 2.2minus fuhrten zu einer 15
Basenpaare umfassenden Sequenz, die sich zwiseldamtPromotorkonstrukten nur um zwei
Basen unterscheidet. Diese Strukturen enthalterichégweise ein MRE. Eine Kontrolle der
Basenabfolge des ebenfalls MR-spezifischen GHAglyc downstream regulated gene 2
(NDRGZ2) fluihrte ebenfalls zu einer 15 Basenpaare assgnden Sequenz mit geringen
Unterschieden zu denen des EGFR-Promotors. Diagebilis ist eventuell dazu geeignet, die
mittels Reporter Gene Assay und Transkriptionsfak®inding Analyse getroffenen

Schlussfolgerungen und Hypothesen zu unterstitzen.
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1. Steroidhormone wirken, indem sie an den Hornmep®r binden und im dimerisierten
Zustand arHormone Response Elememglen Promotoren ihrer Zielgene angreifen undiso

Expression dieser Gene steigern.

2. Der mit Glukokortikoiden aktivierte Glukokortikdyezeptor bindet anGlucocorticoid
Response Element§RE). In bestimmten Geweben werden Glukokortikoide der Bindung

durch das Enzym BtHydroxysteroiddehydrogenase 2 in inaktive Metabalimgewandelt.

3. Der mit Aldosteron aktivierte MR wirkt auf epdtiiale und nicht epitheliale Gewebe. Neben
der Wasser- und Elektrolythomobostase zeigt er pagische Wirkungen auf das Herz-
Kreislauf-System wie Fibrose und vaskulare Dysfiowkt

4. Dies geschieht Uber genomische und schnellbt-genotrope Effekte.

5. Die pathologischen MR-Wirkungen werden teilweiber den EGFR vermittelt.

6. Der MR bewirkt eine gesteigerte Promotoraktivdiés EGFR. Dabei interagiert er an zwei

Lokalisationen mit den ersten 316 Basenpaaren @¢REPromotors.

7. Eine gesteigerte Expression des EGFR ist ubekdRortikoide nicht induzierbar. Der
EGFR-Promotor enthalt folglich kein GRE.

8. Die Wirkung von Aldosteron auf den EGFR ist dewcin MR-spezifisch. Daraus ist zu

schlussfolgern, dass im Promotor des EGFR sicM&8& befindet.

9. Das MRE in den ersten 153 Basenpaaren des EGHRoBors lasst sich auf ein 65

Basenpaare-umfassendes Promotorkonstrukt eingrenzen

10. Das MRE in den weiteren 163 Basenpaaren desREH&&mMotors befindet sich in den

letzten 60 Basenpaaren dieses Promotorabschnitts.

11. An den beiden Promotorkonstrukten des EGFR fegreieine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren an. Neben allgemein stinmalelen Faktoren wie Spl und AP-1/2 sind

dies auch spezifische Faktoren wie der ETF.
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12. Der Promotor des EGFR hat keine CAAT- oder TAB@X. Er wird Uber eine Reihe
weiterer Faktoren, wie p53 und Phorbolester undmdoe, wie E-und Vitamin-D-Hormon,

Calcitriol und Ostrogen beeinflusst.

13. Die expressionssteigernde Wirkung der beidesmBtorkonstrukte lasst sich uber die

Verteilung der Bindung von Transkriptionsfaktorarr teilweise erklaren.

14. In diesen beiden Promotorkonstrukten befindeh ®ine 15 Basenpaare umfassende

Sequenz, die sich bei beiden Faktoren nur um zaséBpaare unterscheidet.

15. Diese Sequenz lie sich mit geringen Unterdenie auch in dem ebenfalls

Mineralokortikoid-spezifischen Gen NDRG2 nachweisen
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