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1. Einleitung
1.1 Funktion und Aufbau der Blut-Hirn-Schranke
1.1.1 Endothel und Blut-Hirn-Schranke

Das menschliche Gehirn ist ein hodchst spezialisiertes Organ. Um die
Funktionen des Gehirns einwandfrei zu gewahrleisten, ist die Erhaltung der
Homostase im Hirngewebe von zentraler Bedeutung. Einerseits muss das
Gehirn mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt werden, andererseits muss ein
Schutz vor méglichen toxischen Stoffen gesichert sein. Diese Aufgaben werden
durch das Blut-Kapillar-System des Gehirns erfullt. Um Systeme in
verschiedene Kompartimente, zum Beispiel Intra- und Extravasalraum, zu
unterteilen, missen bestimmte Voraussetzungen erflllt sein. Zum einen muss
der transzellulare Weg Uber verschiedene Transporter und Kanéle auf der
apikalen und basalen Zellmembran reguliert werden. Zum anderen muss der
parazellulare Fluss durch passive Diffusion tber die Occludenskontakte (Tight
Junctions), die den apikalen Interzellularraum nahezu verschliel3en,
eingeschrankt werden.

Die Existenz einer Blut-Hirn-Schranke wurde erstmals 1885 von Ebhrlich
beschrieben (Ehrlich, 1885), nachdem er nach peripherer Injektion des
Farbstoffs ,Evans Blau“ feststellte, dass das Gehirnparenchym von der Farbung
ausgenommen war, sich bei Applikation in den Liquorraum jedoch anféarben
lief3.

Die Kapillarendothelien des Gehirns bilden beim Mensch mit etwa 20 m?
Oberflache eines der grof3ten Schrankengewebe (Petty et al. 2002). Dabei
unterscheiden sich die Eigenschaften und die Morphologie der Endothelzellen

der Blut-Hirn-Schranke stark von denen ubriger Endothelien.



1.1.2 Die Tight Junctions

Die Hauptkomponenten, die fur die Barrierefunktion verantwortlich sind, sind die
Verschlusskontakte, Tight Junctions (Kniesel et al. 2000). lhre Struktur wurde
bereits vor 40 Jahren intensiv durch Gefrierbruch-Mikroskopie untersucht, dabei
wurden Tight Junctions als Zonen beschrieben, bei denen die
Plasmamembranen benachbarter Zellen in engem Kontakt stehen (Farquhar et
al. 1963).

Die Tight Junctions bilden im polarisiertem Epithel die apikalsten Elemente des
junktionalen interzellularen Komplexes und formen ein kontinuierliches
Netzwerk aus leistenférmigen Membrankontakten, in deren Bereich der
Interzellularspalt weitgehend verschlossen ist (Schneeberger 1978). Da
transzellulare Diffusion hauptsachlich fur lipophile Substanzen und Gase (Grieb
et al. 1985) beschrieben wird, beeinflussen die Tight Junctions durch
Verhinderung des parazellularen Flusses in erster Linie den Austausch von
hydrophilen Makromolektilen Uber verschiedene Transporter, Rezeptoren und
Enzyme.

Tight Junctions werden hauptséchlich durch zwei verschiedene Klassen von
Transmembranproteinen gebildet, Occludin und die mit Occludin eng verwandte
Familie der Claudine sowie JAMs (Junctional Adesions Molecules). Letztere
gehdéren zu den Adhéasionsmolekilen der Immunglobulin-Superfamilie.
Intrazellular sind diese Proteine in submembranaren Plaques verankert, die aus
verschiededenen Proteinen aufgebaut sind und mit den Aktinfilamenten des
Zytoskeletts in Verbindung stehen (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Die Komponenten der Tight und Adherens Junctions (aus
Benninghoff, Anatomie Band 1, modifiziert nach Forster C. 2008).

1.1.2.1 Claudine

Claudine sind nicht randomisiert auf die Organe verteilt; gewebespezifische
Isoformen bestimmen mal3geblich die Barrierenfunktion unterschiedlicher
Epithelien und Endothelien (Furuse et al. 2001). Die Claudine 1, 3, 5 und 12
wurden bislang als Bestandteile der Blut-Hirn-Schranke charakterisiert (Morita
et al. 1999; Nitta et al. 2003; Silwedel et al. 2006). Claudine Ubernehmen in
erster Linie eine wichtige Rolle bei dem Aufbau der parazellularen
Schrankenfunktion. Nach Transfektion von Claudin-cDNA in Fibroblasten, die
endogen keine Tight Junctions bilden kénnen, war die Ausbildung von Tight
Junctions mittels Gefrierbruch-Technik nachweisbar. Die Transfektion von

Occluidin-cDNA alleine hingegen zeigte nur eine schwache Zell-Zell-Adhasion



(Kubota et al. 1999), wahrend eine Co-Transfektion von Occludin und Claudin
die Integration von Occludin in die durch Claudin formierten Tight Junctions
bewirkte (Furuse et al. 1998).

1.1.2.2 Junction-associated adhesion molecules (JAMSs)

Eine weitere Gruppe der integralen Transmembranproteine sind die Junction-
assoziierten Adhasionsmolekile (JAM) aus der Immunglobulin-Superfamilie.
Bislang sind drei Isoformen beschrieben, die in epithelialen und endothelialen
Zellen aber auch in Leukozyten vorkommen (D'Atri et al. 2002). JAM-1 soll an
der Transmigration von Monozyten durch das Endothel (Martin-Padura et al.
1998) und an der Regulation des parazellularen Flusses beteiligt sein (Cohen et
al. 2001).

1.1.2.3 Zonula occludens (ZO)-Proteine

Die submembranaren Zonulae occludens-Proteine ZO-1, -2 und -3 gehéren zu
der Familie der MAGUK, der membran-assoziierten Guanylatzyklasen
(MAGUK) (Itoh et al. 1999). Als Plague-Proteine im Zytoplasma verbinden sie
die Tight Junctions mit dem Aktin-Zytoskelett und kénnten so durch Zug tber
das Aktin-Myosin-System eine kurzzeitige Offnung der Verschlusskontakte
vermitteln (Drenckhahn 2008). Sie haben drei gemeinsame Proteinabschnitte:
eine SH3-Domane, die Signalproteine und Zytoskelettelemente bindet, eine
Guanylatzyklase (GUK)-Doméane und schlie3lich eine PDZ-Doméne, die
spezifische Bindungen zu Carboxy-Enden einiger Transmembranproteine
vermittelt; so binden Claudine an die PDZ-Doméne (Itoh et al. 1999) ebenso
wie JAM-1 (Ebnet et al. 2000), wéhrend die GUK-Domane Occludin bindet
(Furuse et al. 1994; Itoh et al. 1999).



1.1.2.4 Occludin

Occludin wurde als das erste spezifische Tight Junction-Protein identifiziert.
Dieses 65 kDa-Membranprotein wurde zuerst in den Tight Junctions des
Darmepithels des Huhns charakterisiert und nach dem lateinischen Verb
occludere (verschlieBen) benannt (Furuse et al. 1993). Die Abfolge der
Aminosauresequenz ist bei Mensch, Hund wund Maus mit einer
Ubereinstimmung von nahezu 90% sehr ahnlich (Ando-Akatsuka et al. 1996).
Das Protein besteht aus zwei extrazellularen Schleifen und vier
Transmembrandomé&nen (Abbildung 2); damit scheint es nahezu die gesamte
Strecke des Interzellularspalts zu obliterieren (Tsukita et al. 1998). Der
Transmembranbereich sowie die extrazellularen Schleifen und der intrazellulare
C-Terminus sind bedeutend fir die Regulation der parazellularen Permeabilitat
(Balda et al. 2000; Huber et al. 2000). Unabhangig von der
Endotheldurchlassigkeit nimmt der N-Terminus Einfluss auf die Transmigration
von neutrophilen Granulozyten; nach Veranderung des N-Terminus zeigt sich
eine deutliche Erh6hung der Neutrophilenmigration wéhrend der elektrische
Widerstand unverandert bleibt (Huber et al. 2000).
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Abbildung 2 Der Proteinaufbau von Occludin
Occludin  besteht aus zwei extrazellularen  Schleifen und  vier
Transmembranbereichen (modifiziert nach Forster C. 2008).



Die Verteilung von Occludin ist keineswegs in den Endothelien
unterschiedlicher Gewebe (gleich. So lie3 sich Occludin  weder
elektronenmikroskopisch (Vorbrodt et al. 2003) noch biochemisch (Forster et al.
2006) in Endothelzellen von Kapillaren im Herzen oder anderen peripheren
Organen nachweisen, wéahrend es sowohl in humanen als auch murinen
Gehirnkapillaren zu finden ist. Daher kann Occludin als sensibler und
verlasslicher Marker von funktionellen Tight Junctions der Blut-Hirn-Schranke
angesehen werden (Abbildung 3).

Abbildung 3 Immungoldmarkierung von Occludin

Elektronenmikroskopisch zeigt sich die unterschiedliche gewebsspezifische
Verteilung von Occludin. Abb. 3-1 zeigt eine murine Gehirnkapillare, bei der
sich im Interzellularspalt deutliche Immunogold-Signale finden (Pfeilspitzen),
ebenso bei der menschlichen Gehirnkapillare (Abb.3-2). Bei der murinen
Herzmuskelkapillare in Abb.3-3 zeigt sich kein Signal zwischen den
Endothelzellen (Pfeil) (modifiziert nach Vorbrodt 2003).

Die Expression von Occludin korreliert direkt mit den
Permeabilitatseigenschaften der Blut-Hirn-Schranke (Hirase et al. 1997);
ebenso beeinflusst es die Permeabilitat auch auf epithelialen Barrieren. So
steigt der elektrische Widerstand als wichtiger Marker der Barriereintegritat bei
Uberexpression von Occludin in Nierenepithelzellen (MDCK) deutlich an
(McCarthy et al. 1996).



Die Barrierefunktion sowohl epithelial als auch endothelial wird bei vielen
Erkrankungen kompromittiert (Feldman et al. 2005, Forster 2008).

Unter inflammatorischen Bedingungen kommt es haufig zur herabgesetzten
Occludin-Expression und damit zu einer erhéhten Permeabilitdt (Lechner et al.
1999). Beispielsweise gehen entzindliche Dramerkrankungen wie Morbus
Crohn unter anderem mit einem erniedrigten transepithelialen Widerstand und
einer reduzierten Expression von Occludin und Claudin 4 einher (Burgel et al.
2002, Gassler et al. 2001). Auch bei vielen neurologischen Erkrankungen wird
die Integritat der Blut-Hirn-Schranke negativ beeinflusst. Bei multipler Sklerose
zeigt sich in vivo eine deutlich erhéhte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke,
was mit der diskontinuierlichen Verteilung von Occludin an den Zellgrenzen
korreliert (Reichardt et al. 2006). Ahnliche Verhaltnisse mit verminderter
Occludin-Verteilung sind auch an Hirnendothelzellen bei der HIV-assoziierten
Enzephalitis beschrieben worden (Dallasta et al. 1999). Letztlich kann sogar
das Altern mit einem absinkenden Occludin-Spiegel in Verbindung gebracht
werden (Mooradian et al. 2003).

In der Zusammenschau dieser Reduktion von Occludin bei vielen Krankheiten
kbnnte ein therapeutisches Ziel darin bestehen, den Occludin-Spiegel unter
pathologischen Umstanden positiv zu beeinflussen.

1.2 Der Einfluss von Glukokortikoiden auf die Blut-Hirn-Schranke

1.2.1 Der Glukokortikoidrezeptor

In vielen Kklinischen Studien liel3 sich der positive Einfluss von Glukokortikoiden
auf die Integritat der Blut-Hirn-Schranke nachweisen. Daher ist Kortison schon
seit Mitte des vergangenen Jahrhunderts ein fester Bestandteil des
Behandlungskonzepts vieler neurologischer Erkrankungen. Beispielhaft kommt
Kortison bei Multipler Sklerose oder nach cerebro-vaskularem Insult zum
Einsatz (Johnson et al. 2005; Qizilbash et al. 2002). Dennoch ist die genaue
molekulare Grundlage der Glukokortikoid-Wirkung auf die Endothelbarriere

noch nicht komplett aufgeklart.



Die genomischen Glukokortikoid-vermittelten Effekte beispielsweise von
Hydrokortison oder Dexamethason werden durch den Glukokortikoidrezeptor
vermittelt (Beato 1989; Beato et al. 2000). Dieser gehort zusammen mit dem
Mineralokortikoidrezeptor, Androgenrezeptor und Ostrogenrezeptor zu der
Familie der Steroidhormonrezeptoren und ist nahezu ubiquitar in allen Zellen
exprimiert. In Abwesenheit von Glukokortikoiden ist der Glukokortikoidrezeptor
im Zytoplasma an einen Proteinkomplex aus dem Hitzeschockprotein 70 und 90
und zudem an p56 (Yang et al. 1996) gebunden. Nach Ligandenbindung kommt
es zu verschiedenen Konformationsanderungen des Rezeptors und somit zu
einer Dissoziation des Rezeptors von den Hitzeschockproteinen, gefolgt von
einer Translokation in den Zellkern Uber verschiedene Translokationsproteine
(Okamoto et al. 1993). Hier kann der Glukokortikoidrezeptor entweder indirekt
Uber Protein-Protein-Interaktion oder durch Bindung eines Homodimers an die
DNA zur Transaktivierung oder Repression von Zielgenen fuhren (Yudt et al.
2002). Beim klassischen Weg der kanonischen Transaktivierung erkennt und
interagiert ein Rezeptor-Homodimer mit spezifischen cis-seitigen Sequenzen
innerhalb des Promoters entsprechender Gene, den Glukokortikoid-responsiven
Elementen. Der DNA-Rezeptor-Komplex wird des Weiteren durch verschiedene
Ko-Aktivatoren stabilisiert, die zur Verstarkung der Gentranskription beitragen
(Zhou et al. 2005). Alternativ kann der Rezeptor auch uber Protein-Protein-
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren agieren, wie zum Beispiel bei
nuclear factor-kB (NF-kB) und activator-protein-1 (AP-1). Hier kommt es durch
Beeinflussung der Faktoren durch den Glukokortikoidrezeptor zur Suppression
der Zielgene, was zur Entzindungsregulation durch Glukokortikoide beitragt
(De Bosscher et al. 2003). Letztlich kann ebenso der Synergismus eines an das
Glukokortikoid-responsive Element gebundenen Rezeptors mit anderen
Transkriptionsfaktoren bei der Genregulation eine Rolle spielen wie im Falle des
Toll-like Rezeptor-2, der bei zeitgleicher Anwesenheit von NF-kB, STAT (signal
transduction and activator of transcription) und dem Glukokortikoidrezeptor
(Hermoso et al. 2004) induziert wird (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Die verschiedenen Wege der Geninduktion durch den
Glukokortikoidrezeptor (GR)

Abb. 4-1 zeigt die Kklassische kanonische Transaktivierung durch ein
Glukokortikoid-responsives Element. Abb. 4-2 stellt die Protein-Protein-
Inkteraktion mit anderen Transkriptionsfaktoren dar. Abb. 4-3 zeigt den
Synergismus aus klasisscher Transaktivierung und Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren. Allen Wegen gemein st die Aktivierung der
Transkription am allgemeinen Transkriptionsstartpunkt (GTM, general
transcription machinery) (modifiziert nach Zhou 2005).

1.2.2 Die Glukokortikoid-Responsivitat des Blut-Hirn-Schranken-Endothels

Klinisch lasst sich eindeutig ein Barriere-erh6hender Effekt von
Glukokortikoiden feststellen. So kann die Reduktion der Permeabilitat der
Gehirnkapillaren schon wenige Stunden nach Kortikosteroidgabe beobachtet
werden, was beispielsweise durch Verminderung des Umgebungsddems bei
Gehirntumoren zum Ausdruck kommt (Kaal et al. 2004).

Forster et al. (2005) haben ein murines Hirnendothelzellmodell (cEND)
etablieren kdonnen, anhand dessen man die Glukokortikoid-Responsivitat gut
nachvollziehen kann. Mit dieser Zellinie konnte gezeigt werden, dass sich durch

die Behandlung mit Hydrokortison in vitro der transendotheliale elektrische



Widerstand als einer der wichtigsten Marker der Barriereintegritdt mit 1000
Qcm? mehr als verdoppelt und sich so den Werten in vivo mit etwa 2000 Qcm?
nahert (Crone et al. 1982).

Zudem konnte Occludin als Zielgen des Glukokortikoidrezeptors bestétigt und
weiter charakterisiert werden. Im Westernblot lie3 sich eine deutliche
Expressionserhéhung von Occludin nach Behandlung kultivierter cEND-Zellen
mit Dexamethason in physiologischen Konzentrationen feststellen. Ebenso
bestdtigten  Transaktivierungsstudien  die  postulierte  Glukokortikoid-
Responsivitat des Occludin-Promoters.

Diese Effekte lieRen sich frihestens zwei Stunden nach Glukokortikoid-
Behandlung nachweisen, was zusammen mit der Tatsache, dass die Effekte
nach Gabe des Glukokokortikoid-Antagonisten Mifeprestone, RU486, reversibel
waren, auf genomische Effekte des Glukokortikoidrezeptors schlieRen lasst
(Forster et al. 2005).

10



2. Zielsetzung

Basierend auf Voruntersuchungen von Forster et al. (2005), die ergaben, dass
die Induktion des Tight Junction-Proteins Occludin durch die Gabe von
Glukokortikoiden gesteigert wird, stellte sich die Frage nach dem genauen
molekularen Mechanismus, wie Glukokortikoide uber den
Glukokortikoidrezeptor die Transkription des Occludin-Gens initiieren.

Dazu sollte in dieser Arbeit zum einen der Transaktivierungsmechanismus des
Glukokortikoids an dem Promoter, zum anderen mogliche Glukokortikoid-
responsive Elemente im Occludin-Promoter beschrieben und weiter untersucht

werden.

Untersuchung des kanonischen Transaktivierungsmecha nismus des
Glukokortikoidrezeptors

Der Glukokortikoidrezeptor interagiert Gber unterschiedliche Wege mit der Ziel-
DNA. Der klassische kanonische Transaktivierungs-mechanismus mit Bindung
an ein Glukokortikoid-responsives Element setzt die Dimerisierung der
Rezeptoren voraus. Zum Nachweis dieses klassischen Weges der
Transaktivierung des Occludin-Gens wurde die Dexamethason-Responsivitat
vermittelt durch den Wildtyp-Rezeptor mit der eines dimerisierungsdefizienten

Glukokortikoidrezeptors durch einen Promoter-Reporter-Assay verglichen.

Charakterisierung putativer Glukokortikoid-responsi ver Elemente

Durch  Motivsuche verschiedener etablierter Glukokortikoid-responisver
Elemente und dem Vergleich der Konsensussequenz mit der Sequenz des
Occludin-Promoters mit einer Basenpaarlange von 1853 Bp sollten putative
Glukokortikoid-responisve Elemente gefunden werden. Zur ldentifikation und
Bestatigung dieser Elemente wurden Promoter-Transaktivierunsstudien,
Chromatin-Immunprazipitationsassays und die PCR-vermittelte In-vitro-

Mutagenese angewandt.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Enzyme

Alkalische Phosphatase

PfuUltra High-Fidelity DNA-Polymerase
Proteinase K

Restrikitionsenzyme
Tag-DNA-Polymerase

T4-DNA-Ligase

3.1.2 Kits

Effectene Transfection Kit

Jetquick Gel Extraction Spin Kit

Dual Luciferase Reporter Assay System
QIAprep Spin Miniprep Kit

Stratagene QuickChange Kit

3.1.3 Chemikalien, sonstige Reagenzien

Stratagene, La Jolla
Stratagene, La Jolla
Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Roth
Fermentas, St. Leon-Roth

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden
Genomed, Lohne
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden
Stratagene, La Jolla

Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Ampizilin Invitrogen, Karlsruhe
Ampuwa Fresenius Kabi, Bad Homburg
Bacto-Agar Fresenius Kabi, Bad Homburg

Bacto-Trypton Invitrogen, Karlsruhe
Bacto-Yeast

BSA (Bovine Serum Albumin)

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Dexamethason

dNTPs

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe
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Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA)
Ethanol, reinst

Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FCS)

Glyzerin

Glukose

GRa-Antikorper (polyklonal)

Hydrocortison
MEM (Minimum Essential Medium)
PBS (Phosphate Buffered Saline)

Penicillin/ Streptomycin 50001U/mI/5000ug/ml

Protein-A-Agarose
Proteaseinhibitoren

Aprotinin

Pepstatin

Leupeptin

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Lachssperma-DNA

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
SSL 100 Bp-Generuler

Tris (Tris-hydroxymethyl-aminomethan)
Trypsin-EDTA 10x-LOsung

3.1.4 Verbrauchsmaterialien
Einmal-Kivetten
Kryogefal3e

Nitrilhandschuhe

Parafilm M

13

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Roth
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Brand, Wertheim
Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen

Ansell Protectiive Products,
Coshocton

Plastic

Pechiney Packing,

Menasha



Petrischalen (div. Grof3en)

Pipettenspitzen
Plastikpipettenspitzen
Plastikreaktionsgefal3e (div. Grof3en)
Puderfreie Latex-Handschuhe
Glasrohren

Spritzen

Sterifilter

Zellkulturflaschen (T25, T75)

96-, 12-, 6-Loch-Platten, Petrischalen

Zentrifugenrohrchen (Falcon)

3.1.5 Gerate
Agarose-Gelelektrophoresekammer
Autoklav

Automatikpipetten

CO3-Brutschrank

Feinwaage

Gelkammern

Heizwasserbad

Kihlzentrifuge 5417R

pH-Meter

Lumat LB 9507

Magnetrihrer L-71

PCR-Thermocylcer Mastercycler Gradient
Photometer Smart Spec Puls
Schittelinkubatoren

Sicherheitswerkbank
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Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen
Sarstedt, Nurnbrecht
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Kimberly-Clark, Mainz
Sarstedt, Nurnbrecht
B.Braun, Melsungen
Sarstedt, Nurnbrecht
Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen

Greiner Bio-one GmbH,

Frickenhausen

Biometra, Gottingen
Varioklav, Oberschleil3heim
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Sartorius, Géttingen
Invitrogen, Karlsruhe

Haake Messtechnik, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Hanna-Instruments, Kehl am
Rhein

Berthold, Bad Wildbad

Janke & Kunkel, Staufen
Eppendorf, Hamburg

BioRad Laboratories, Minchen
B. Braun, Melsungen

Heraeus, Hanau



Thermoblock

Tischzentrifuge 5417R

Sonifier 250

UV-Tisch mit UV-Kontaktlampe
Vakuumsaugpumpe

Vortexer L46

Waage
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Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Benson Ultrasonics. Danbury
Vetter GmbH, Wiesloch
Heinse Ziller, Wirzburg
Hartenstein, Wirzburg

Sartorius, Géttingen



3.2 Methoden

3.2.1 Methoden der Zellkultur

3.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien
Bei Zelllinien handelt es sich um einen zeitlich unbegrenzt kultivierbaren
Zellpopulationstyp; sie entstehen entweder durch Immortalisierung oder

stammen von Tumorzellen ab.

3.2.1.1.1 HEK-293-Zellen

HEK-293-Zellen stammen von einer permanenten Line von humanen
embryonalen Nierenzellen nach Transfektion mit dem Adonvirus 5 ab (Graham
et al. 1977). Sie lassen sich besonders gut transfizieren.

Die Kultivierung erfolgte in MEM-Medium mit 10% FCS und 100 IU/ml, Penicillin
und 100 mg/ml bei 37C und 5% CO,. Im Abstand von 3-4 Tagen wurden die
Zellen nach Ablésen mit Trypsin-Losung im Verhdltnis 1:10 auf eine neue

Kulturflasche uberfiuhrt.

3.2.1.1.2 COS-7-Zellen

COS-7-Zellen wurden 1981 aus Nierengewebe der Grinen Meerkatze
gewonnen (Cercopithecus aethiops) und stellen eine etablierte Fibroblasten-
Zelllinie dar. Die Kultivierung erfolgte analog zu HEK-293-Zellen jedoch mit
DMEM-Medium.

3.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Das Einfrieren erfolgte in MEM mit 20% FCS und 10% DMSO; DMSO
diffundiert in die Zellen und verhindert die Bildung von Kristallen wahrend des
Einfrierprozesses und so eine potentielle Zerstérung der Zellmembran. Die
Zellen wurden in einem Kryoréhrchen mit Einfriermedium versetzt, fur einige
Tage bei -80C eingefroren und anschlieend zur end giltigen Lagerung in
flussigen Stickstoff Gberflhrt.
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Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen mit 37C warme m Medium aufgetaut
und in den entsprechenden Kulturflaschen unter den Standardbedingungen
inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium nach Anwachsen der Zellen

gewechselt, um das DSMO und abgestorbene Zellen zu entfernen.

3.2.1.3 Transiente Transfektion durch Effectene (Qiagen)

Samtliche transiente Transfektionen wurden mit dem Effectene Kit (Qiagen)
durchgeflhrt, ein System, das auf dem Prinzip der Lipofektion beruht. Hierbei
wird im ersten Schritt die DNA durch einen Enhancer (Verstérker) in einem
speziellen Puffer kondensiert, um dann durch Zugabe des Effectene-Reagenz
Effectene-DNA-Komplexe zu bilden. Durch die dadurch entstehende lipophile
Mizellen-Struktur kann die DNA durch die Plasmamembran in die Zellen
eindringen.

Ca. 2x10° Zellen wurden auf 6-Loch-Platten ausgeséat und am néchsten Tag bei
einer Konfluenz von ca. 60% transfiziert. 0,4-2 ug Plasmid-DNA wurden mit
140 pl EC-Puffer und 16pul des Enhancers versetzt, fir 1 Sekunde gemischt und
fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden
20 ul Effectene hinzu pipettiert, fir 10 Sekunden durchmischt und die Probe fir
10 Minuten erneut inkubiert. In dieser Zeit wurde das alte Medium der Platte
abgesaugt, einmalig mit PBS gewaschen und 1600 pl frisches Medium
zugegeben. Nach der Inkubation wurde dem Transfektionsansatz 600 pl
Medium zugefligt und das Gemisch in die Zellkulturen tGberfihrt. Am né&chsten
Tag wurde das Medium gewechselt, um maogliche toxische Nebenwirkungen zu
reduzieren, und die Zellen anschlieRend gegebenenfalls mit Hormonen
behandelt.
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Mit der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente ihrer Groéf3e nach
aufgetrennt. Hierbei kommt es zu einer Wanderung der negativ geladenen
DNA-Fragmente entlang eines elektrischen Feldes.

Zur Herstellung des Gels wurde Agarose in TBE-Puffer durch Aufkochen geldst.
Nach Abkidhlung auf ca. 60C konnten die Gelkammern beflllt werden. Zum
spateren Beladen mit DNA wurde ein Kamm eingesetzt, der nach Erkalten des
Gels wieder entfernt wurde. In die so gebildeten Taschen konnte anschliel3end
DNA mit 6x Agarosegel-Probenpuffer gefullt werden. Hierzu wurde die
Gelkammer zunachst in die Elektrophoresekammer mit TBE eingesetzt, so dass
das Gel mit TBE bedeckt war. Zur Auftrennung der DNA wurde eine Spannung
von 120 Volt angelegt, als Marker der DNA-Fragment-Gro3e wurde der 100 Bp-
Generuler (Fermentas) benutzt.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel in Ethidiumbromid, einer Substanz, die
in die DNA interkaliert, fir 10 Minuten inkubiert; die DNA konnte so durch UV-
Licht sichtbar gemacht werden und gegebenenfalls ausgeschnitten werden.

10 x TBE-Puffer: 108 g Tris
55 g Borsaure
9,3 g EDTA, pH 8,0
ad 1 1 H,O, mit HCI auf pH 8,3 eingestellt

6 x Agarosegel-Probenpuffer: 0,2 ml 100 mM EDTA, pH 8,0
10 g Glyzerin
50 mg Bromphenolblau
50 mg Xylencyanol
ad 20 ml H,O

3.2.2.2 Bestimmung der DNA-Konzentration
Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm bestimmt. Hierzu wurde die DNA im Verhaltnis 1:100 verdinnt und die

Absorption gemessen. Die Endkonzentration konnte durch folgende Formel

ermittelt werden:
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Endkonzentration in ng DNA/ul = Photometrischer Wert x Verdinnung x 50

3.2.2.3 DNA-Extraktion

3.2.2.3.1 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Nach Auftrennung der DNA-Fragmente durch die Gelelektrophorese und
anschlieBender Inkubation mit Ethidiumbromid wurden die gewlnschten
Banden auf dem UV-Leuchttisch mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Im
Anschluss wurde die DNA mit dem Gel-Extraction-Spin-Kit von Jetquick
(Genomed) gemal3 Anleitung isoliert. Hierfir wurden pro 100 pg Gelfragment
300 pl der Substanz L1 zur Losung des Gels zugegeben und fir 15 Minuten bei
50T im Wasserbad inkubiert, die Lésung anschlie3en d auf eine Jetquick-Saule
aufgetragen und bei 11000 g fir eine Minute zentrifugiert, wobei die DNA in der
Saule gebunden wird. Nach einem Waschschritt mit 500 ul L2-Waschpuffer und
erneuter zweimaliger Zentrifugation konnte die DNA mit 50 ul TE-Puffer eluiert

werden.

3.2.2.3.2 DNA-Extraktion durch Rotiphenol-Fallung

Die Rotiphenol-Fallung dient der Gewinnung von reiner DNA aus einer
Suspension.

Zunachst wurde der Probe entsprechend die gleiche Menge an Rotiphenol
zugegeben und nach Durchmischung fur 3 Minuten bei 11000 x g zentrifugiert.
Hierdurch bildeten sich drei Phasen, in der oberen die in Aqua dest. geloste
DNA, mittig die Protein-Phase und in der unteren das Rotiphenol. Die oberste
Phase wurde in ein neues Eppendorf Reaktionsgefald tberfihrt und mit
absoluten Ethanol dem 2,5-fachen des Ausgangsvolumens entsprechend und
einem Zehntel 3M NaOAc (pH 5,2) versetzt. Nach Inkubation bei -20C uber
Nacht wurde das Gemisch fur 20 Minuten bei 11000 x g und 4<C zentrifugiert.
Das entstehende DNA-Pellet wurde mit 200 pl Ethanol gewaschen und das
Gemisch fur funf Minuten bei 11000 x g und 4T zentrifugiert. Die DNA konnte
nach Verwerfen des Uberstandes und Trocknen des Sediments mit 10 pl dH,O

resuspendiert werden.
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3.2.2.3.3 Mini-Praparation von Plasmiden

Zur DNA-Gewinnung aus eingefrorenen Bakterienkulturen wurde Ampicillin LB-
Medium mit erfolgreich transformierten E.coli angeimpft und Gber Nacht bei
37T inkubiert. Die DNA-Isolation wurde mit dem QIA prep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) durchgefuhrt.

Insgesamt 3 ml der Bakterien-Suspension  wurden in  zwei
Zentrifugationsschritten mit 11000 x g fur 10 Minuten geerntet. Das entstandene
Sediment wurde mit 250 pl 4C kaltem P1, einem RNas e-Puffer, resuspendiert
und mit 250 pul NaOH-SDS-P2-Puffer versetzt; letzterer dient der alkalischen
Lyse. Nach 5 Minuten wurde die Wirkung des P2 durch Zusatz von 350 pl des
Kalium-Actetat-P3-Puffers wieder aufgehoben. Die Zellbestandteile wurden
durch 10 minutige Zentrifugation bei 11000 x g sedimentiert und der Uberstand
mit der DNA auf eine QiaPrep Saule Uberfihrt. Im folgenden
Zentrifugationsschritt fir 1 Minute bei 11000 x g verblieb die DNA im Filter der
Saule. Durch Zugabe von 750 ul PE-Puffer und anschlielBender Zentrifugation
mit 11000 x g fur zwei Minuten wurde samtliches Ethanol ausgewaschen. Ein
letzter Zentrifugationsschritt mit 50 pl dH,O diente der Eluation der DNA aus
dem Filter der QiaPrep Saule.

3.2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion konnen spezifische DNA-Stlcke
amplifiziert werden. Hierfir bendtigt man zwei Einzelstrang-Oligonukleotide
(Primer), die jeweils am 5’-Ende der zu amplifizierenden Sequenz binden.

Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten: zundchst kommt es zur
Hitzedenaturierung der DNA-Doppelstrange mit Temperaturen von 94<C, so
dass nur noch Einzelstrang-DNA vorliegt. Nach Abkthlung auf 50-65<C je nach
Primer folgt die Annealingphase mit Anlagerung der Primer an die
Einzelstrang-DNA. Im dritten Schritt erfolgt die Verlangerung (Elongation) der
DNA-Abschnitte von den Oligonukleotiden ausgehend durch die entsprechende
Polymerase, was letztlich wieder in vollstandigen komplementaren DNA-
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Doppelstrangen resultiert. Diese kdnnen nun wiederum als Vorlage fur den
nachsten Zyklus zur Verfigung stehen.

Die verwendeten Primer (Tabelle 1) wurden von Eurofins-MWG-Operon
bezogen und in Aqua dest. gelost. Tag-Polymerase wurde zur quantitativen
Analyse oder zur Amplifizierung kurzer DNA-Sequenzen eingesetzt. Fir die
DNA-Praparation mit anschlie3ender Subklonierung wie bei
pPpOCLNproLUC_prox wurde eine Polymerase mit 3’-5-Proofreading-Aktivitat
verwendet (Pfu Ultra High Fidelity Polymerase, Stratagene).

Ansatz
50 ng DNA
5 ul 10x-PCR-Puffer
1l Primer vorwarts (3’ Oligonukleotid (100 pmol/ul)
1l Primer rickwarts (5’ Oligonukleotid (100 pmol/ul)
1l 10mM dNTP-Mix
0-3 ul MgCl, (25 mM)
0,5 ul DNA-Polymerase (5 U/ml)
ad 50 pl dH,O
10 x PCR-Puffer mit MgSO4 200 mM Tris-HCI (pH 8,8)
100 mM (NH4)ZSO4
100 mM KCI
20 mM MgSO,
1% Triton X-100
1 mg/ml BSA
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Dieses Standard-PCR-Programm wurde je nach Primer modifiziert angewandt:

Erst-Denaturierung 94<C 3-5 Minuten
Denaturierung 94<C 30 Sekunden
Annealing 45-65C 30 Sekunden 25-35 Zyklen
Elongation 72C 1 Minute
Elongation 72T 10 Minuten
Abkuhlen 4C
Primersequenzen PCR- Annealing

ProduktgrofRe  Temperatur

Klonierung von pOCLNproLUC prox
F 5'GTAAACCAAGTT 829 47<C
R 5'GCGCTCTGGACCTG

ChlIP distales putatives GRE
F 5TGGAATTAGATGGTGGTG 375 53<C
R 5TGTAGCAATGACTTCCAC

PCR-vermittelte in-vitro Mutagenese distales
putatives GRE

F 5'GGGAACATTTCCTAATACTCTCAGATTC 65 55C
TTAAACAAGTGTCTATTATTTTATAATGTA
TTTTGAC

R 5'GTCAAAATACATTATAAAATAATAGACA
CTTGTTTAAGAATCTGAGAGTATTAGGAA
ATGTTCCC

Tabelle 1 Ubersicht der verwendeten PCR-Primer, F = Vorwarts-Primer, R =
Ruckwarts-Primer

3.2.2.5 PCR-vermittelte in-vitro Mutagenese

Um gezielt bestimmte Sequenzen eines Plasmids zu mutagenisieren, kommt
die PCR-vermittelte Orts-gerichtete Mutagenese (site directed mutagenesis) mit
dem Stratagene QuickChange Kit (Stratagene) zum Einsatz. Hierzu wurden
Primer verwendet, die bereits die gewlnschten Mutationen enthielten, was zur

Amplifikation des gesamten Plasmids mit dem entsprechenden
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Basenaustausch im Bereich der Primer fuhrt. Die hierfir benétigten
Oligonukleotide hatten eine Lange von 65 Basenpaaren mit den
Punktmutationen in der Mitte der Sequenz (Tabelle 1).

Zunachst wurde eine PCR zur Amplifikation des gewiinschten mutagenisierten

Plasmids durchgefuhrt, wobei 50 ng des Wildtyp-Plasmids verwendet wurden.

Ansatz

5 ul 10x Reaction Buffer

1l DNA (50 ng)

1,25 ul Primer vorwarts (125 ng)
1,25 ul Primer riickwarts (125 ng)
1l dNTP-Mix

1l PfuTurbo DNA Polymerase

ad50ul  dH.O

PCR-Protokoll

Denaturierung 95C 30 Sekunden

Denaturierung 95C 30 Sekunden

Annealing 55T 1 Minute 18 Zyklen
Elongation 68T 7 Minuten

Abkuhlen 4C

Die Plasmid-DNA, in diesem Fall pOCLNproLUC_Prox, wurde ursprunglich aus
E.coli-Stdmmen isoliert und liegt somit methyliert vor. Um das Wildtyp-Plasmid
zu verdauen, ohne das neue PCR-Produkt zu schneiden, wurde der Ansatz mit
1ul  Dpnl, einer Endonuklease, die spezifisch nur methylierte und
hemimethylierte DNA angreift, flir eine Stunde bei 37<C inkubiert.

Anschliefend wurde 1ul des Verdauungsansatzes zur Transformation mit 50 pl
E.coli-XL1-Blue eingesetzt und die DNA Uber Minipraparation mit Qiagen
wieder gewonnen. Der Mutagenisierungserfolg wurde durch Sequenzierung

bestéatigt.
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3.2.2.6 Klonierung von DNA

3.2.2.6.1 Schneiden der DNA durch Restriktionsenzyme
Die DNA, zum einen der Vektor, zum anderen das zu ligierende DNA-Fragment
(Insert), wurde getrennt mit je 5 U der Restrikitionsenzyme versetzt und mit dem
entsprechenden Puffer fir 1,5 Stunden bei 37T inkubiert. Im Fall von
pOCLNproLUC_Prox wurde ein sequentieller Verdau angewandt, wobei die
Enzyme nacheinander eingesetzt wurden. Im Anschluss an die Inkubation
folgte jeweils ein Hitzeinaktivierungsschritt bei 75 fur 10 Minuten.
Ansatz 1: 8 ul  DNA

1 pl  Restriktionsenzym XHO |

1 pul  Restriktionspuffer Red Buffer

8 ul  dHO
Ansatz 2:  zu Ansatz 1 wird hinzugefugt:

1 pl  Restriktionsenzym Hind 1l

1 pul  Restriktionspuffer Red Buffer

3.2.2.6.2 Ligierung
Zur Ligierung eines Plasmids mit einem DNA-Stlick wurde T4-Ligase, die 3'OH-
Gruppen mit freien 5'Phosphatgruppen verknlUpft, eingesetzt. Der
Reaktionsansatz aus aufgereinigtem linearisiertem Vektor, Insert, T4-Ligase
und Reaktionspuffer wurde tGber Nacht bei 13T inkub iert.
Ansatz 7 ul  Insert

1pul  Vektor

1pul  10x T4-DNA-Ligase-Puffer

1pul  T4-DNA-Ligase
Der Ligierungsansatz wurde dann in Bakterienstamme transfiziert. Der
Ligierungserfolg konnte nach Abschluss der nachfolgenden Schritte Gber einen
Kontrollverdau sichtbar gemacht werden. Hierbei wurden die gleichen
Restriktionsenzyme verwendet wie zuvor und der Ansatz auf ein Agarosegel

aufgetragen; bei positiver Ligation waren der Vektor und das Kkleinere
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eingesetzte DNA-Stuck sichtbar. Im Anschluss wurden die erfolgreich ligierten
Vektoren sequenziert.

3.2.2.6.3 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Mittels Transformation wird Fremd-DNA in Bakterienzellen, in unserem Fall
E.coli XL1-Blue, eingebracht.

100 I E.coli wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit 10 pl des
Ligierungssansatzes versetzt und das Gemisch fir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschliel3end wurden die Proben fir 2 Minuten einem Hitzeschock von 42T
ausgesetzt und danach wieder auf Eis gesetzt. Nach dem Zusatz von 200 pl
LB-Medium ohne Antibiotikum wurde die Suspension auf dem Drehrad fur
1 Stunde bei 37 inkubiert und im Anschluss auf einer Selektions-Agar-Platte
mit Ampicillin ausgestrichen und tGber Nacht bei 37°C inkubiert.

LB-Agar 10 g NaCl

10 g Bacto-Tryptone

5 g Bacto-Yeast (Casein-Hydrolysat)

15 g Bacto-Agar

ad 1 1 H,O, mit 1 N NaOH auf pH 7 einstellen
LB-Medium 10 g NaCl

10 g Bacto-Tryptone (Casein-Hydrolysat)

5 g Bacto-Yeast

ad 1 1 H,O, mit 1 N NaOH auf pH 7 eingestellt

3.2.2.6.4 Einfrieren von E.coli-Stammen

Zur Herstellung von E.coli-Glyzerinkulturen wurden 200 pl der Bakterienkultur in
mit Ampicillin versetztem LB-Medium mit 800 pl Glyzerinlésung vermischt und
in flussigem Stickstoff schockgefroren. Danach konnten die Glyzerinkulturen bei
-80C gelagert werden.

Glyzerin Lésung 65% Glyzerin
0,1 M MgSO4
25 mM Tris pH 8
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3.2.2.7 Chromatin Immunoprazipitation (ChiP)

Spezifische DNA-Bindungsstellen von Kernrezeptoren kénnen mittels ChIP
Assay nachgewiesen werden. Durch Bindung eines Antikdrpers kénnen DNA-
Rezeptor-Komplexe prazipitiert werden, und somit responsive Elemente néher
eingegrenzt werden. Es wurde das Protokoll von der Firma Upstate mit einigen
Abweichungen verwendet.

Hierfir wurden HEK-293-Zellen in phenolrotfreiem, steroidfreiem MEM-Medium
auf 6-Loch-Platten mit einer Zellzahl von ca. 2 x 10° ausgesat, am nachsten
Tag mit dem Plasmid pOCLNproLUC_7 (Mankertz et al. 2000) transient
transfiziert und 24 Stunden spater mit 1 uM Dexamethason behandelt. Am
Folgetag wurde zunéchst die Bindung zwischen DNA und Rezeptor durch
Zugabe von Formaldehyd mit einer Endkonzentration von 1% im Medium bei
37 fur 10 Minuten stabil quervernetzt (Crosslinking). Danach wurde die
Mischung von Formaldehyd und MEM-Medium abgesaugt und die Zellen
zweimalig mit eiskaltem PBS gewaschen, mit einem Rubber-Policeman
abgekratzt und anschlie3end in ein Eppendorf Reaktionsgefald tberfiihrt. Nach
Zentrifugation fur 4 Minuten bei 5000 x g und 4C wurde das Sediment mit
200 pl SDS-Lysis-Buffer mit den Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin
(1 pg/ml) und Pepstatin A (1 pg/ml) resuspendiert und fir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Mit dem Benson Sonifier 250 bei Stufe 5 wurde das Chromatin mit
acht Ultraschallpulsen in eine Ladnge von 500-1000 Basenpaare zerkleinert und
fir 10 Minuten bei 11000 x g und 4 zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefal dberfihrt und mit 1800 ul ChIP Dilution Puffer und den
entsprechenden Proteaseinhibitoren verdinnt. 100 pl dieser Suspension
wurden abgesondert und dienten spater der Bestimmung der DNA-
Ausgangsmenge (Input).

Zur Reduktion des nicht-spezifischen Hintergrunds wurde eine Mischung aus
90 ul Protein-A-Agarose und 10 pl Lachssperma-DNA hinzu gegeben und
30 Minuten bei 4T durchmischt. Nach Abzentrifugieren der Agarose bei

800 x g fur 1 Minute wurde zum Uberstand 5,5 ng des polyklonalen GRa-
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Antikérper (Santa Cruz Biotechnology) eingesetzt und tber Nacht auf dem
Drehrad bei 4T inkubiert.

Zur Prazipitation des Komplexes aus DNA, Glukokortikoidrezeptor und
Antikdrper gegen den Rezeptor wurde am néchsten Tag wiederum Protein-A-
Agarose und Lachssperma-DNA zugefigt und 1 Stunde unter Rotation
inkubiert. Nach der einminttigen Zentrifugation bei 800 x g wurde die Agarose
Uber verschiedene Schritte mit je 1 ml Puffer fir 5 Minuten gewaschen und
wiederum zentrifugiert. Zunachst mit Low Salt Immune Complex Wash Puffer,
danach mit High Salt Immune Complex Wash Puffer, LiCl Immune Complex
Wash Puffer, schliel3lich wurde die Agarose nochmals zweimal mit TE-Puffer
gewaschen, um zur Elution Gberzugehen. Hierbei wurde 250 pl Elutionspuffer
hinzu gegeben und unter Rotation 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Der abzentrifugierte Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal® uberfihrt
und der Vorgang wiederholt. Nach Zusammenfihrung des Eluats (ca. 500 pl)
und Zugabe von 20 ul 5 M NaCl wurde die Quervernetzung durch
Hitzeinaktivierung bei 65T fir 4 Stunden beendet. Die Proben wurden bei
-20TC eingefroren. Am Folgetag wurde 10 pl 0,5 M EDTA, 20 pl 1 M Tris-HCI
(pH 6,5) und 2 pl Proteinase K (10 mg/ml) zum Verdau hinzu gegeben, nach
der Inkubation bei 45 fir 1 Stunde konnte die DNA durch Rotiphenol-Fallung
isoliert und in dH,O resuspendiert werden. Im Anschluss konnte die DNA-
Menge sowohl vor (Input) als auch nach (Output) Zugabe des Antikdrpers durch
quantitative PCR ermittelt werden. Im Output findet sich hierbei nur DNA, die
ursprunglich an den Rezeptor gebunden war.
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SDS Lysis Puffer 1% SDS
10 mM EDTA
50 mM Tris-HCI pH 8

ChlP Dilution Puffer 0,01% SDS
1,1% Triton-X-100
16,7 mM Tris-HCI pH 8
167 mM NacCl
1,2 mM EDTA

Low Salt Immune Complex Wash Puffer  0,1% SDS
1% Triton-X-100
2 mM EDTA
20 mM Tris-HCI pH 8
150 mM NacCl

High Salt Immune Complex Wash Puffer  0,1% SDS
1% Triton-X-100
2 mM EDTA
20 mM Tris-HCI pH 8
500 mM NacCl

LiCl Immune Complex Wash Puffer 250 mM LiCl
1% IGEPAL-CA630
1% deoxycholic acid (sodium salt)
1 mM EDTA
10 mM Tris-HCI

1 x TE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8
1 mM EDTA

Elutionspuffer 1% SDS,
0,1 M NaHCO;

3.2.2.8 Transaktivierungsversuche mit dem Dual-Luciferase Assay Kit

(Promega)

Beim Luciferase Assay dient die aus dem Leuchtkafer Photinus pyralis
gewonnene Firefly-Luciferase als Reporterenzym und Renilla-Luciferase aus
Renilla reniformis als Kontrollenzym der Transfektionseffizienz.

Das Genprodukt Luciferin wird durch die Firefly-Luciferase in Anwesenheit von
Sauerstoff, ATP und Mg®" zu Oxyluciferin oxidiert, bei diesem Prozess wird ein
Lichtblitz emmitiert. Ahnlich kommt es beim Umsatz von Coelenterazin zu

Coelenteramid durch die Renilla-Luciferase zur Lumineszenz. Die Menge der
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exprimierten Luciferase kann durch Messung der freigesetzten Lichtmenge im
Luminometer bei 562 nm ermittelt werden.

Fur die Transaktivierungsversuche wurde der pGL3-Vektor (Abbildung 5) mit
Firefly-Luciferase mit verschiedenen vorgeschaltenen Promotern verwendet, als
Kontrollvektor diente der pTRL-TK Vektor (Promega) mit Renilla-Aktivitat. 2 pg
des enstsprechenden pGL3, 1 pg pTRL-TK und, je nach Versuchsaufbau,
0,4 ug verschiedener Glukokortikoidrezeptoren wurden transient in 6-Loch-
Platten mit HEK-293- bzw. COS-7-Zellen mit einer Konfluenz von 50-60%
transfiziert und am néchsten Tag mit 1 yM Dexamethason in 10% steroidfreiem
MEM behandelt. 24 Stunden spater wurde die Messung der Transaktivierung
durchgefiihrt. Hierfir wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und mit je 500 ul Passive Lysis Buffer auf einem Schiittler fur
15 Minuten von den Loch-Platten gel6st, um in ein Eppendorf-Gefald tberfuhrt
zu werden. Zur Entfernung moglicher Zelltrimmer wurden die Proben fir
5 Minuten bei 11000 x g zentrifugiert und der Uberstand zur weiteren Analyse
genutzt. Die Gesamtprotein-Konzentration wurde durch einen Bradford Protein
Assay ermittelt.

Zunachst wurden je 100 pl Luciferase Assay-Reagenz Il (LAR 1) in
Luminometer Rohrchen vorbereitet und mit 20 ul Zelllysat versetzt. Das Tube
wurde dann in den LB9507 Luminometer mit Injektor (Berthold, Bad Wildbad,
Deutschland) gesetzt und die erste Messung der Firefly Luciferase initiiert.
Durch automatische Zugabe von 100 ul Stop&Glo Reagenz durch den Injektor
nach 12 Sekunden wurde die Wirkung von Firefly beendet und zugleich die
Renilla Luciferase aktiviert. Samtliche Messungen wurden zweimal pro Probe
durchgefiihrt. Die Werte der Firefly Luciferase, die relativen Lichtunits (RLU),
und somit die Promoteraktivitat wurden gegen die Transfektionseffizienz,
ermittelt durch Renilla, und die Proteinkonzentration nach Bradford normalisiert.
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Abbildung 5 Aufbau des pGL3-Basic Vektors (modifiziert nach Promega)

Mit luc+ wird das Kotrollgen beschrieben, diesem kann durch Ligierung ein
Promoter unter Verwendung verschiedener Restriktionsenzyme vorgeschalten
warden. Zudem findet sich eine Ampicillinresistenz zur Uberpriifung des
Transfektionserfolgs in die Zielzelle.

3.2.2.9 Bradford-Assay

Dieser Assay basiert auf der Methode nach Bradford (Bradford 1976) bei der
Proteine durch Coomassie-Brillant-Blau-Bindung photometrisch bei einer
Wellenlange von 590 nm nachgewiesen werden. FiUr den Bradford-Test
wurden 10 pl Proteinlosung und 1 ml Bradford-Reagenz eingesetzt und
10 Minuten inkubiert. Als Referenzprotein wurde eine Standardreihe mit BSA

verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Die Abhangigkeit der Occludin-Expression von dem Glukokortikoidrezeptor

Beim  klassischen  kanonischen  Transaktivierungsmechanismus  des
Glukokortkoidrezeptors kommt es zur Bindung eines Rezeptordimers an ein
spezifisches pentadekamerisches ,tandem-repeat®, also einer Anlagerung an
ein Glukokortikoid-responsives Element auf der cis-Seite des Zielgens (Beato
1989). Die Mdglichkeit zur Ausbildung des Rezeptorhomodimers wird
malf3geblich bestimmt durch die D-Schleife in der DNA-bindenden Doméane des
Glukokortikoidrezeptors. Die durch die D-Schleife vermittelten Kontakte
stabilisieren das Rezeptor-Homodimer und sind fir die feste DNA-Bindung
wichtig (Dahlman-Wright et al. 1991; Luisi et al. 1991).

Bereits in friheren Studien konnte der Einfluss von Kortikosteroiden auf die
Occludin-Expression in einer murinen Gehirnendothelzelllinie nachgewiesen
werden (Forster et al. 2005). Um nun zu untersuchen, ob dieser Effekt auf eine
direkte Bindung des Glukokortikoidrezeptor-Homodimers an die DNA
zurtickzufihren ist oder Dimerisierungs-unabhéangige indirekte Wirkungen auf
andere Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen, wurden Promoter-
Transaktivierungs-Studien durchgefuhrt mit einem Glukokortikoidrezeptor, dem
auf Grund einer Mutation in der D-Schleife die Dimerisierungsfahigkeit fehlt;
dieser Rezeptor wird im Folgenden mit A458T bezeichnet (Heck et al. 1994).
Im Vorfeld dieser Arbeit wurde zunéchst eine Transaktivierung durch den
murinen Wildtyp-Glukokortikoidrezeptor nachgewiesen.

Davon ausgehend, dass die Occludin-Gentransaktivierung von einer
Dimerisierung des Glukokortikoidrezeptors abhangt, wurde die Induktion des
Promoter-Reporter-Gens durch den Dual-Luciferase-Reporter-Assay Uberprift.
COS-7-Zellen dienten hierbei als Arbeitszellen, da diese endogen den
Glukokortikoidrezeptor nicht exprimieren kénnen (Hoeck et al. 1990) und man
deshalb bei COS-7-Zellen sicher auf eine Gentransaktivierung durch den
transfizierten Glukokortikoidrezeptor schlie3en kann.
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Vergleichbar mit vorherigen Ergebnissen zeigte sich bei der Transfektion von
COS-7-Zellen mit dem Volllangen-Promoter-Luciferase-Konstrukt pOCLN-
proLUC_7 (Mankertz et al. 2000) und dem humanen Glukokortikoidrezeptor o
(hGR) nach anschlieBender Behandlung mit 1 uM Dexamethason (Dex) eine
Steigerung der Luciferaseexpression um das 2,5-fache (x 0,7) verglichen mit
den unbehandelten Zellen.

Im Gegensatz hierzu liel sich keine Dexamethason-Responsivitat mehr in den
COS-7-Zellen  nachweisen, die mit dem Dimerisierungs-defizienten
Glukokokortikoidrezeptor A458T ko-transfiziert wurden (Abbildung 6).

pOCLNproLUC_7 + i
A458T +Dex
pOCLNproLUC 7 + -__'
A458T
hGR + Dex

pOCLNproLUC_7 +
hGR

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

-fache Luciferase-Aktivtat verglichen mit dem dem unbehandelten
Konstrukt

Abbildung 6 Die Glukokortikoid-vermittelte Transaktivierung des Occludin-
Promoter nach Transfektion von hGR und A458T und Behandlung mit
Dexamethason.

Eine signifikante Steigerung der Luciferaseexpression ist nur nach Transfektion
mit dem humanen Wildtyprezeptor, nicht jedoch mit dem mutierten,
Dimerisierungs-defizienten Rezeptor A458T zu beobachten.
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Das mangelnde Ansprechen des Occludin-Promoters in der Gegenwart des
mutagenisierten A458T-Rezeptors verglichen mit dem Wildtyp-Rezeptor lasst
darauf schlieen, dass die Glukokortikoid-vermittelten Effekte auf einer direkten
kanonischen Bindung des Glukokortikoidrezeptor-Homodimers an ein

Glukokortikoid-responsives Element der DNA beruhen.

4.2 Glukokortikoid-responsive Elemente des Occludin-Promoters

4.2.1 Putative Glukokortikoid-responsive Elemente im Occludin-Promoter

Ein moglicher Weg der Glukokortikoid-vermittelten Occludinexpression ist die
direkte Bindung des Glukokortikoidrezeptors an ein cis-seitges Element im
Promoter des entsprechenden Zielgens. Basierend auf bereits beschriebenen
Glukokortikoid-responsiven  Elementen wurde ein pentadekamerisches
unvollkommenes Palindrom als Konsensussequenz identifiziert:
5-GGTACANNnTGTTCT-3' (Schoneveld et al. 2004).

Ebenso definierten Nakabayashi et. al. 2001 das Glukokortikoid-responsive
Element als DNA-Abschnitt bestehend aus sechs Nukleotiden in einer
repetitiven Sequenz, einem so genannten palindromischen Tandem-Repeat,
getrennt durch drei unspezifische Nukleotide: TCYTGTnnnACARGA
(Nakabayashi et al. 2001).

Im proximalen DNA-Abschnitt des Occludin-Promoters fanden sich jedoch keine

kanonischen Sequenzen, die der Konsensussequenz ahneln.

Beim Vergleich anderer Glukokortikoidrezeptor-Bindungsstellen féllt allerdings
die grol3e Variabilitat der Position der Nukleotide auf (Nakabayashi et. al. 2001;
Chen et al. 2003; Pascussi et al. 2003). So konnte durch Heranziehen anderer
untypischer Sequenzen und abweichender Glukokortikoid-reponsiver Elemente
aus der Literatur ein putatives stark degeneriertes Konsensusmotiv abgeleitet
werden: HHNKGHnNnnHCMNNW (H=A/C/T; W=A/T; K=T/G; M=A/C) (Tabelle 2).
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Glukokortikoid- Gen Referenz
responsives Element

NCN'GT ... ACANG [Somatostatin-Rezeptor Nakabayashi et al.
2001
TCCIGI ... ACAACG |Ratten Aldehyd- Chen et al. 2003

CAATGT ... ACAAGA [Dehydrogenase

TCNIGT ... ACANGA |Ratten Alpha-Fetoprotein Pascussi et al. 2003

CCTTGT ... TCCCGT |Androstan-Rezeptor Kraus et al. 1999

ACCGAA ... ACAAGG

ACTTGA ... ACAAAA [CYP2C19 Falkner et al. 1999

TTTTGT ... TCAAGT

TCGCGT ... ACACGT [Ratten Na+K+-ATPase Adcock 2001; Hao et al.

ACAGGC ... CCAAGT |peta 1 2003

ACATGT ... ACAAGA

ACATGT ... ACAACA [CYP2C9 Gerbal-Chaloin et al.
2002

Tabelle 2 Literaturanalyse bereits beschriebener Glukokortikoid-responsiver
Elemente

Innerhalb des verwendeten Voll-Promoter-Konstrukts mit 1853 Basenpaaren
und dem Transkriptionsstartpunkt des humanen Occludin-Gens (Mankertz et al.
2000) lieRen sich zwei Sequenzen homolog zu dem Konsensusmotiv
entdecken. Eines an Position -1492 bis -1507 5-ACATGTGTTTACAAAT-3
(distales putatives Glukokortikoid-responsives Element), ein Zweites an Position
-537 bis -522 5'CAAATGTTTACACACGA-3' (proximales putatives
Glukokortikoid-responsives Element) (Abbildung 7).




ATTATGCTAAGTGAAAGAAGACAGACACAAAGGGCACATATTGTATTRIATATAAAATGTCCAG 70
AATAGGCAAATTAATAGAGACAGAAAGTACATTAGTGGTTGCCGARERMIMGAGGGGAAATGGG 140
GAGTGACTATTAATGGGCATGGGGTTTCTTTTGGGGGCGATTAAAARGEABGTGGTGATGGTT 210
GTACAATCTGGTGAGTATACTAAAACCCATTGAATTGTACGTGCCRAGGBEA GAATTTTATGGTA 280
TGTGAACTCTCTTTTATAAAGTGGAAAAAAACTCCTAAGATCTCTTCANGVACAAAATACATTATA 350

AAATAATABCATGIGTTTACAAATCTGAGAGTATTAGGAAATGTTCCCTTGTTTAATTATAAACCAAAT 420
distales putatives GRE
GGAATGTTTGGAGATTTCAGTAATCTGACAGGGAACATTAAGGGGAGHNT CCCCAGTGTTAA 490

CAATACCAATTTAAACTGCATCATTCAAAAACTACATAGTCATATTARRGETAGCAATGACTTCC 560
ACGAAAAAAATACCAATTAAATTAATTACCCATTAAAGCTGCCATOWIATIRECTCATATTTATAT 630
AGTGCTTTTACTTCCTCAAGTATGAATTGTGCCTTAAGATCTAATGEAGBSGTICACATCTCTAACC 700
ATTTAATTAAAGGTAGAGAAGTGGGTGGGATTGGATAGAAATTTAATAGDBACATTCCAGATTG 770
GAACACAAAGACAAGCAGGATGTAAGAAACCTAAAAGTTCGCTT RGHWATRET TAAATGCCAAGA 840
ACTATAATTGCCACATCCTGGAGTACAATTAAAAAATATGTTGAALIRENMPATACATAAAAATAT 910
ACACAGTGTTAAGTGCAGACTATGAAATTTCCCTTGGAAACAGAATCANGMMATAGAATACAGC 980
ACCCGGAACTAAGGTGCTTTTTCGTTTTCTTAAAAAAAAAAAAGTAYGNTTATTTTGCTTTTTAA 1050
GTAGTGTTGTTCTTAAAGCACTACAGGTTGGTAAACAACGTATAAGETE@ITAGGCCAAAGAGC 1120
CATAATAGTTTAAATTTCCCGGTCCTCAAGAGCGGACCGGGTGGHGABCGBCGTGGGGTGGTGAT 1190
GTGTAAACTGTATTATGCACTTTAGCCTGCTGGATGGCAACTAACRKETABCTICACCCTCATTTT 1260
AACCCCTCTAAGTAATTGTCTCTTATTCTGAATCTAGAGATTCAGAYACAGIGT TTACACACGA 1330

proximales putatives GRE

CTTTTGAAATTTTCCCAGGAGTCTTTCGTTGGAGCAATACATCTAGATGIICAGCAACAGTTTA 1400
ATCAAATTCTGGAAGCAGAAAAGTGTCCTGTGAGGACGTGCCTTRABTABLTGAGTGCCTGGA 1470
CCCTCTTTCCGGAGGAAACAGTCCCCTCTGGACCTCGTTCGGCNTIAGACACCCCAAGGTTC 1540
CATCCGAAGCAGGCGGAGCACCGAACGCACCCCGGGGTGGTCAZGGAGIGCTGTCCCCTAG 1610
GAGCCCGCGCCTCTCCTCTGCGCCCCGCCTCTCGGGCCGCAACBTOBCHITBACAGTGCGCT 1680
GGCAGGGTGTGGGAAGCAGGACCGCGTCCTCCCGCCCCCTCCAATAGEAGRATTGGTCACC 1750
GAGGGAGGAGGCCGACACACCACACCTACACTCCCGCGTCCACCCCTGCTTCCTCTGGCGGA 1820
GGCGGCAGGAACCGAGAGCCAGGTCCAGAGCGC 1853

Abbildung 7 Madgliche Glukokortikoid-responsive Elemente im menschlichen
Occludin-Promoter (Proximaler Promoterabschnitt) (modifiziert nach Mankertz
2000)
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4.2.2 Lokalisation des Glukokortikoid-responsiven Elements

4.2.2.1 Promoter-Reporter-Gen-Assay

Zur Uberprifung der Funktionalitait der beiden putativen Glukokortikoid-
responsiven Elemente wurde die Dexamethason-Responsivitéat des Volllangen-
Occludin-Promoters (pOCLNproLUC_7) der des proximalen Promoteranteils
gegenuber gestellt.

Daher wurde zunachst der proximale Occludin-Promoterabschnitt mit einer
Lange von 859 Basenpaaren inklusive des proximalen putativen Glukokortikoid-
responsiven Elements und des Transkriptionsstartpunkts in einen pGL3-Basic-
Vektor (Promega) subkloniert (pOCLNproLUC_Prox).

Die Transaktivierung durch pOCLNproLUC_Prox wurde mit der durch
pPpOCLNproLUC 7, dem Vollpromoter mit beiden putativen Elementen, und
pPpOCLNproLUC_F als Minimalpromotor verglichen. pOCLNproLUC_F enthalt
280 Basenpaare des Occludin-Promoters, wovon 208 Basenpaare direkt
stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes liegen (Mankertz et al. 2000),
dieser Vektor enthalt somit kein Glukokortikoid-responsives Element.

Mittels Dual-Luciferase-Reporter-Assay lie3 sich das unterschiedliche
Ansprechen der einzelnen Konstrukte gut nachweisen. Zunachst wurden die
Vektoren separat in HEK-293-Zellen transfiziert, eine humane Zelllinie, die auf
die Behandlung mit Glukokortikoiden mit einer erhdhten Glukokortikoidrezeptor-
Expression reagiert. 24 Stunden spater erfolgte die Inkubation mit 1 pM
Dexamethason, so dass am nachsten Tag der Luciferase-Assay durchgefuhrt
werden konnte.

Entsprechend friherer Ergebnisse von Fodrster et. al. (2005, 2006) zeigte
pOCLNproLUC _7 als Volllangenpromoter mit beiden putativen Sequenzen nach
Dexamethason-Behandlung eine Erhéhung der Transaktivierung um das
3,4-fache (x 0,6). Im Gegensatz hierzu fand sich keine entsprechende
Reportergen-Induktion bei pOCLNproLUC_Prox (1,0-fache + 0,3). Ebenso
konnte bei dem Minimalpromoter pOCLNproLUC F den Erwartungen
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entsprechend keine Dexamethason-Responsivitat nachgewiesen werden (0,6-
fache £ 0,1) (Abbildung 8).

pOCLNproLUC_F

pOCLNproLUC_prox

pOCLNproLUC_7

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3.5 4 45

-fache Luciferase-Aktivtat verglichen mit dem dem unbehandelten
Konstrukt

Abbildung 8 Luciferaseaktivitdt als Ausdruck der Luciferaseexpression durch
Transaktiverung des Occludin-Promoters nach Behandlung mit 1 pM
Dexamethason im Vergleich zum unstimulierten Vektor. Hierbei wurde die
Responsivitat verschiedener Promoterabschnitte mittels Luciferase-Reporter-
Untersuchung verglichen.

Da der proximale Anteil des Occludin-Promoters scheinbar nicht auf die
Behandlung mit Dexamethason ansprach, der Vollpromoter jedoch mit einer
erhohten Transaktivierung reagierte, konnte man von einem mdglichen

Glukokortikoid-responsiven Element im distalen Promoterbereich ausgehen.
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4.2.2.2 Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP)

Um diesen Bereich im distalen Promoter auf das putative distale Glukokortikoid-
responsive Element weiter einzugrenzen, wurde mit dem ChIP Assay nach
einer moglichen  Glukokortikoidrezeptor-Bindungsstelle  gesucht.  Die
verwendeten Primer amplifizierten einen DNA-Abschnitt von Position -1666
bis -1291, in dessen Mitte das distale putative Glukokortikoid-responsive
Element lag.

HEK-293-Zellen wurden mit dem Vektorkonstrukt pOCLNproLUC 7 transfiziert
und for 24 Stunden mit 1 uM Dexamethason behandelt. Nach weiteren
24 Stunden wurde die Bindung des Glukokortikoidrezeptors an die DNA mittels
Quervernetzung mit Formaldehyd stabilisiert, anschlieRend wurde das
Chromatin durch Ultraschall in Stiicke von 500-1000 Basenpaaren unterteilt und
der Antikorper gegen den Glukokortikoidrezeptor (GRab) hinzugegeben. Im
nachsten Schritt wurde der Komplex aus DNA, Glukokortikoidrezeptor und
Rezeptor-Antikrper durch Protein-A-Agarose prazipitiert, so dass im
Endprodukt (Output) nur DNA befand, die urspriinglich an den Rezeptor
gebunden war. Die DNA-Menge konnte dann durch eine gquantitative PCR
bestimmt werden.

Bei ahnlichen DNA-Ausgangsmengen vor der Antikérperfallung (Input) lief3 sich
nach Prazipitation (Output) nur DNA in den Proben finden, die zuvor mit
Dexamethason behandelt wurden, wé&hrend man kein Signal bei den
unbehandelten Zellen finden konnte. Dies sprach fir eine Rezeptor-
Bindungsstelle innerhalb der untersuchten 375 Basenpaare und deutete erneut

auf das putative distale Glukokortikoid-responsive Element hin (Abbildung 9).
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input output

Abbildung 9 Chromatin-Immunoprazipitationsassay der behandelten und
unbehandelten pOCLNproLUC_7-Proben.

4.2.2.3 PCR-vermittelte in-vitro Mutagenese

Um die Funktionalitait des putativen distalen Glukokortikoid-responsiven
Elements nun endgultig bestatigen zu kénnen, wurde eine PCR-vermittelte in-
vitro-Mutagenese durchgefuhrt. Hierzu wurden vier Mutationen auf der DNA des
humanen Occludin-Promoter-Konstrukts pOCLNproLUC_7 an Positionen
initiilert, die mal3geblich fir die Bindung des Glukokortikoidrezeptors sind
(Schoneveld et al. 2004). Hierbei wurden auch sémtliche so genannte Wobble-
Basen bericksichtigt, um die zuféllige Bildung einer alternativen Rezeptor-
Bindungsstelle zu vermeiden. Das mutagenisierte Konstrukt wurde als
pOCLNproLUC_Mut bezeichnet (Abbildung 10).
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Wildtyp-GRE

-1853 -1518 -1467 '—EV

AGACATGTGTTTACAAAT CT

Mutagenisiertes putatives GRE

-1853 -1518 -1467 '_E’

AGACACITGTTTAAGAATCT

Abbildung 10 Mutagenisierung des moglichen Glukokortikoid-responsiven
Elements durch PCR-vermittelte-Mutagenese

Anschlieend wurde das Ansprechen von pOCLNproLUC Mut auf die
Behandlung mit Dexamethason geprift. Sowohl der humane Occludin-Promoter
pPOCLNproLUC 7 als auch die mutagenisierte Variante pOCLNproLUC_Mut
wurden in HEK-293-Zellen transient transfiziert und diese anschlieend mit
1 uM Dexamethason inkubiert. Im Dual-Luciferase-Reporter-Assay zeigte sich
fur pOCLNproLUC 7 a&hnliche Ergebnisse wie in den vorherigen
Untersuchungen mit einer Erh6hung der Induktion des Reportergens um das
1,99-fache (£ 0,34). Bei pOCLNproLUC_Mut liel3 sich jedoch keine Steigerung
des Transaktivierungspegels durch Dexamethason feststellen; die Werte mit
1,06 (x 0,09) &hnelten denen der unbehandelten Proben (Abbildung 11).
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-fache Luciferase-Aktivtat verglichen mit dem dem unbehandelten
Konstrukt

Abbildung 11 Vergleichende Transaktivierungsstudie mit dem mutagenisierten
Vektor pOCLNproLUC Mut und dem Wildtyp pOCLNproLUC 7. Nach
Behandlung mit Dexamethason findet sich nur beim Wildtyp-Promoter eine
erhohte Induktion.

Die Tatsache, dass die Dexamethason-Stimulation die Genexpression im
mutagenisierten Vektor nicht beeinflusste, bestatigte die Funktionalitat des
distalen putativen Glukokortikoid-responsiven Elements und zugleich, dass die
Rezeptorbindung nach Veranderung der Sequenz nicht mehr méglich ist. Um
letzteres nochmals zu bestatigen, wurde erneut ein Chromatin-
Immunoprazipitationsassay durchgeftuhrt, diesmal mit pOCLNproLUC_Mut.

Gemall dem Standardprotokoll wurden wiederum HEK-293-Zellen mit
pPOCLNproLUC_Mut transfiziert und mit 1 puM Dexamethason stimuliert. Der
Antikérper gegen den Glukokortikoidrezeptor wurde anschlieRend zugefiugt. In
der quantitativen PCR liel3 sich diesmal im Gegensatz zu dem starken Output-

Signal des humanen Wildtyp-Promoters keine DNA nachweisen, was darauf



schlieBen liel3, dass es nach Mutagenisierung des putativen Elements nicht

mehr zu einer Bindung des Rezeptorhomodimers kommen kann (Abbildung 12).

1 2 3 4 5

input output

Abbildung 12 ChiP-Assay der behandelten und unbehandelten
mutagenisierten pOCLNproLUC_Mut-Konstrukte. Nach Mutagenisierung des
putativen Glukokortikoid-responsiven Elements lasst sich auch nach
Dexamethason-Stimulation keine DNA nachweisen.
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5. Diskussion

5.1 Der Einsatz von Glukokortikoiden im klinischen Alltag

Seit dem ersten therapeutischen Einsatz in den spaten vierziger Jahren des
letzten  Jahrhunderts sind  Glukokortikoide ein  Hauptfokus vieler
endokrinologischer Studien. Auch heute noch ist die Behandlung mit Kortison
ein wichtiger Bestandteil der Therapie bei vielen neurologischen Erkrankungen,
die teilweise mit einer herabgesetzten Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke
vergesellschaftet sind.

Unter anderem spielen Glukokortikoide eine wichtige Rolle im
Behandlungskonzept von Multipler Sklerose. Hierbei werden sie vor allem in der
akuten Schubtherapie eingesetzt bei insgesamt mangelndem nachhaltigen
Effekt auf den Krankheitsverlauf durch Hoch-Dosis-Kortison-Therapie
(Reichardt et al. 2006). Mdglicherweise kann ein besseres Verstandnis des
molekularen Mechanismus der Glukokortikoid-Wirkung zur Entwicklung neuer,
verbesserter Behandlungsschemata beitragen.

Forster et al. haben anhand einer murinen Gehirnzelllinie deutlich den barriere-
verdichtenden Effekt von Glukokortikoiden zeigen kénnen und eine von der
Glukokortikoiddosis abhangige Induktion des Tight junction-Proteins Occludin
nachgewiesen; diese Verdnderungen Kkorrelierten mit einem erhdhten
transendothelialen Widerstand und einer herabgesetzten Permeabilitat des
Endothels.

5.2 Die Gentransaktivierung durch direkte Rezeptor-DNA-Bindung

Glukokortikoide  kontrollieren und  beeinflussen eine Vielzahl von
physiologischen Prozessen Uber unterschiedliche molekulare Mechanismen.
Fur die Regulation der Gentranskription binden Glukokortikoide an einen
Glukokortikoidrezeptor im Zytoplasma der Zielzelle, was zur Translokation in
den Zellkern und zu einer konsekutiven Interaktion des Rezeptors mit einen

Promoter des Zielgens fuhrt (Kumar et al. 2005). Die anschlieRende
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Genexpression wird entweder durch direkte Bindung eines Rezptorhomodimers
an ein Glukokortikoid-responsives Element des Promoters (Beato 1989)
vermittelt ~ oder  alternativ.  durch  Wechselwirkung  mit  anderen
Transkriptionsfaktoren durch Protein-Protein-Interaktion ohne vorherige
Rezeptor-Dimerisierung (Gottlicher et al. 1998). Die Unterscheidung zwischen
den beiden Transaktivierungswegen wurde durch die Entwicklung eines
Glukokortikoidrezeptors ermdéglicht, der auf Grund einer Punktmutation in der
Dimerisierungsdoméane nicht mehr direkt an der DNA binden kann (Kumar et al.
2005).

Der Glukokortikoidrezeptor hat spezifische funktionale und strukturelle
Bereiche. Innerhalb der DNA-Bindungsdomane ist die P-Box nétig fur die
Erkennung eines Glukokortikoid-responsiven Elements, wahrend die D-Box an
der Dimerisierung des Proteins beteiligt ist (Kumar et al. 2005). Die DNA-
Bindungsdomé&ne kann sich nicht selbst dimerisieren, dieser Prozess wird durch
Bindung an cis-seitige Sequenzen des Zielgens als allosterischer Faktor initiiert
(Schoneveld et al. 2004). Der Austausch der Aminosaure Alanin durch Threonin
in der D-Schleife des zweiten Zinkfingers des Rezeptors fihrt zu einem
Dimerisierungs-defizienten Protein, das nicht mehr an die DNA binden kann;
somit beruht eine nachfolgende Glukokortikoid-vermittlete Gentransaktivierung
auf Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Faktoren (Heck et al. 1994;
Reichardt et al. 1998).

In friheren Arbeiten konnte bereits der Einfluss von Glukokortikoiden auf die
Expression des Tight Junction-Proteins Occludin verdeutlicht werden (Forster et
al. 2005, 2006). Bislang wurde jedoch die direkte Bindung an ein
Glukokortikoid-responsives Element des Occludin-Promoters als Initiator der
Geninduktion nicht gesichert, zudem lieBen sich keine etablierten
Bindungsstellen in der Literatur finden. Durch den Vergleich der Occludin-
Induktion vermittelt durch einen Wildtyp-Glukokortikoidrezeptor und durch einen
Dimerisierungs-defizienten Rezeptor (Reichardt et al. 1998) lie3 sich der

kanonischen Transaktivierungsmechanismus fur Occludin bestatigen.



5.3 Das degenerierte Glukokortikoid-responsive Element im Occludin-Promoter

Eine allgemeine Konsensussequenz wurde basierend auf einer Anzahl von
Glukokortikoid-responsiven Elementen definiert als ein pentadekamerisches
Palindrom mit der Sequenz 5-GGTACAnNnNnTGTTCT-3’ (Nordeen et al. 1990),
innerhalb dessen das 3'-Halbelement fixiert ist, wahrend der 5’-Bereich ein
hoheres Mal3 an Flexibilitat zeigt (Schoneveld et al. 2004). Der Platzhalter mit
drei Basenpaaren wurde als strikte Voraussetzung fur die kanonische Bindung
des Rezeptor-Homodimers an das entsprechende Element beschrieben
(Dahlman-Wright et al. 1991).

Mittels Sequenz-Analyse und Transaktivierungsstudien verschiedener Occludin-
Promoterabschnitte unterschiedlicher Lange lie3 sich ein funktionelles,
degeneriertes Glukokortikoid-responsives Element im distalen Occludin-
Promoteranteil bei Position -1507 und -1492 identifizieren. Promoter-Reporter-
Untersuchungen mit transienter Transfektion eines 1852 Basenpaare
umfassenden Promoterabschnitts, der einem Luciferase-Gen vorgeschalten
war, bestatigte, dass ein responsives Element innerhalb der distalen
Promoterregion vorliegt. Die Bindung des Rezeptors an diesen DNA-Abschnitt
wurde durch eine Chromatin-Immunoprazipitation von Glukokortikoidrezeptor-
DNA-Komplexen (Wang et al. 2004) verifiziert. Zur genauen Lokalisierung und
Bestatigung wurde das putative Element mittels PCR-vermittelte in-vitro-
Mutagenese verandert (Pascussi et all. 2003; Gerbal-Chaloin et al. 2002). Die
ausbleibende Occludin-Induktion bestétigte das Vorliegen eines Glukokortikoid-
reponsiven Elements an Position -1507 und -1492. Diese pentadekamerische
Sequenz enthélt ein asymmetrisches degeneriertes Glukokortikoid-responsives
Element, das zuvor nicht beschrieben wurde (Wang et al. 2004).

Dieses Element weicht an Position + 6 - + 4 von der Konsensussequenz ab, ist
aber symmetrisch an Position = 1 - + 3. Obwohl es sich stark von der
Konsensussequenz unterscheidet, kdnnen physiologische Effekte beobachtet
werden. Zudem deuten verfliigbare Daten in diesem Zusammenhang darauf hin,
dass Glukokortikoidrezeptoren unter physiologischen Bedingungen eine hohe

Selektivitat und Affinitdt fir DNA haben, die nur teilweise symmetrische
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Glukokortikoid-responsive Elemente beinhalten. Diese hohe Affinitat flr
abweichende Bindungsstellen kann fir die selektive Regulation der
Genexpression in Glukokortikoid-responsiven Zellen ausreichen (Tully et al.
1990).

Es finden sich in der Literatur verschiedene responsive Elemente, die von der
Konsensussequenz abweichen, ohne an Funktionalitat zu verlieren. Mehrere
Bindungsstellen fur den Glukokortikoidrezeptor mit unterschiedlicher Struktur
und Sequenz sind bereits etabliert und werden als so genannte sekundare
Glukokortikoid-responsive Elemente mit verzdgerter Glukokortikoidantwort
definiert (Chan et al. 1991; Welte et al. 1993). Diese reprasentieren
Verbindungen von Halbelementen mit irreguléarer Platzhalterlange und befinden
sich sowohl im Promoter des Alpha-Globulin-Gens als auch bei den
Milchprotein-Genen Weizen-Protein und Beta-Kasein (Chan et al. 1991; Welte
et al. 1993). Die Autoren weisen allerdings auf die Wichtigkeit spezifischer
zellularer Faktoren hin, die die Bindung beziehungsweise Transaktivierung des
Promoters durch den Glukokortikoidrezeptor unterstiitzen. Die Anwesendheit
und Notwendigkeit solcher mdglicherweise gewebsspezifischen Faktoren muss
fur die Induktion von Occludin noch weiter geklart werden. Der Mechanismus
und die Art der Gentranskription - als Induktion oder Repression - werden
malf3geblich beeinflusst von der Sequenz und Architektur des responsiven
Elements und der Verflugbarkeit und Aktivitat der regulierenden Faktoren an

diesem Element (Rogatsky et al. 2003).

Interessanteweise lieR sich ein weiteres asymmetrisches putatives
Glukokortikoid-responsives Element im Occludin-Promoter an Position -537 und
-552 detektieren. Dieses zeigte jedoch keine Bindung des Rezeptors, so dass
dessen Transaktivierung maoglicherweise die Interaktion des
Glukokortikoidrezeptors mit anderen Transkriptionsfaktoren im zellularen
Kontext bendtigt (Reichardt et al. 2006). Zudem enthalt der humane Occludin-
Promoter weitere kanonische Halbelemente (Forster et al. 2005), die allerdings
alleine nicht zur Bindung des Rezeptorhomodimers und damit zur Geninduktion

befahigt sind.
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Weiterhin ist die Rolle verschiedener funktioneller Konfigurationen des
Rezeptors bei der Genregulation unklar. Dies hat vermutlich Auswirkungen auf
die weitere Suche nach responsiven Elementen, nach der Zusammensetzung
und Struktur der regulatorischen Einheiten und den Mechanismen der Kontext-

spezifischen Regulation.
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6. Zusammenfassung

Die Blut-Hirn-Schranke wird hauptsachlich vom Endothel der HirngefalRe
gebildet und stellt die wichtigste Barriere zwischen Blutkompartiment und
Hirnparenchym dar. Hauptverantwortlich far die Barrierefunktion der
Gehirnkapillaren sind die Tight Junctions, die den Interzellularspalt des
Endothels verschlielRen und dadurch die parazellulare Permeabilitat hydrophiler
Molekile und lonen regulieren und einen hohen elektrischen Widerstand
aufbauen. Das 65 kDa Transmembranprotein Occludin ist ein zentrales Element
der Tight Junctions: Eine Induktion von Occludin fuhrt zur Erh6hung der
Barriereeigenschaften, wahrend eine Erniedrigung des Occludin-Gehaltes zu
einer verstarkten Kapillardurchléassigkeit und potenziell zu einer Schadigung des

Hirngewebes fuhrt.

Im Klinischen Alltag werden bereits seit vierzig Jahren Kortikosteroide bei
Erkrankungen mit geschadigter Blut-Hirn-Schranke erfolgreich eingesetzt. Auch
experimentell konnte im hiesigen Labor durch die Arbeitsgruppe von Prof.
Forster eine Transaktivierung von Occludin durch Glukokortikoide wie
Dexamethason nachgewiesen werden. Die zugrunde liegenden regulatorischen
Mechanismen der Occludintransaktivierung blieben weitgehend unbekannt,
insbesondere  die Frage, ob die Geninduktion Uber direkte
Zielgentransaktivierung oder Uber eine Protein-Protein-Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren erfolgt. Das Vorhandensein putativer Glukokortikoid-
responsiver Elemente innerhalb des Occludin-Promoters war ebenso noch nicht
bekannt.

In dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass fur die erhéhte Occludin-
Expression in Endothelzellen von HirngefaRen durch Glukokortikoide ein
funktioneller Glukokortikoid-Rezeptor als Homodimer notig war. In den
Experimenten wurden die jeweiligen Transaktivierungsniveaus des Occludin-
Promoters durch einen Luciferase-Promoter-Reporter-Assay verglichen. Es
wurden zum einen der Wildtyp-Glukokortikoidrezeptor, zum anderen ein
mutagenisierter Rezeptor eingesetzt, dem die entscheidende
Dimerisierungseigenschaft fehlt. Ohne die Ausbildung eines Rezeptor-
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Homodimers kann die Bindung an die Promoter-DNA nicht erfolgen. Im
Vergleich zeigte sich, dass nur der Wildtyp-Glukokortikoidrezeptor zu einer
erhohten Genexpression fuhrte, der mutagenisierte Rezeptor zeigte keine

Induktion.

Zudem konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Bindungsstelle des
Glukokortikoidrezeptors auf dem Occludin-Promoter identifiziert werden. Die
Identifizierung des Glukokortikoid-responsiven Elements erfolgte durch
Untersuchung der Glukokortikoid-Responsivitat verschiedener Abschnitte des
Occludin-Promoters. Auf zwei dieser Abschnitte fanden sich Gensequenzen,
die der etablierten kanonischen Konsensussequenz und verschiedenen in der
Literatur beschriebenen degenerierten Elementen entsprachen. Im Promoter-
Reporter-Assay zeigte sich nur im distalen Promoterabschnitt eine erhdhte
Occludin-Expression nach Glukokortikoid-Gabe. Dieses distale Element aus
zwel Halbelementen (5-ACATGTnnnnACAAAT-3’) wurde durch
Immunoprazipitationsassays weiter eingegrenzt. Eine Mutagenisierung der
Basenabfolge mit anschlieBend ausbleibender Transaktivierung und
Immunoprazipitation  bestatigte die Funktionalitatt des Glukokortikoid-

responsiven Elements.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals die direkte
dimerisierungsabhéangige Glukokortikoidrezeptor-vermittelte  Induktion von
Occludin  nachgewiesen und ein neues degeneriertes Glukokortikoid-
responsives Element identifiziert werden, das fur die Transaktivierung des
Occludingens essentiell ist.
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