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1. Einleitung

1.1 Aldosteron und der Mineralokortikoidrezeptor

Das Mineralokortikoid Aldosteron spielt eine wig#i Rolle in der Kontrolle der
Kochsalz-, Kalium- sowie Wasserhomdostase und d@adauch des Blutdrucks. Es ist
Bestandteil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systen(RAAS). Hypovolamie,
Hyponatridmie und niedrige Blutdruckwerte fuhrerefibdie Ausschittung von Renin
und die nachfolgende Prozessierung von Angiotegsimozu Angiotensin | und
schlie3lich Angiotensin Il zu einer Stimulation déddosteronfreisetzung in der
Nebenniere. Aldosteron bewirkt in Kolon und Niere ttansepitheliale Resorption von
Natrium und dadurch auch eine Regulation des Wasgshaltes sowie eine
kompensatorische Sekretion von Kalium (1).

Der Mineralokortikoidrezeptor (MR) ist der klassiecRezeptor fir Aldosteron. Seine
Bedeutung zeigt sich in der Betrachtung von tranegeMausen, denen der MR fehlt.
Diese MR"-Mé&use sind nicht zu einem Uberleben (iber den datutittlich zehnten
Tag hinaus fahig (2). Sie zeigen eine Hyponatriarhe erhohter fraktioneller
Ausscheidung von Natrium Uber die Niere, eine Hkakimie und Dehydratation.
Ebenso sind eine Reihe monogenetisch bedingter droher Hyper- und Hypotonie
bekannt, die Funktionsstorungen im RAAS aufweigmspielhaft sind Mutationen des
MR, die im Falle deHypertension Exacerbated in Pregnarmyr Aktivierung auch
durch andere Hormone auf3er Aldosteron und dadwrchiypertonie fihren oder wie
beim Pseudohypoaldosteronismus Typ | durch einatiepan Funktionsverlust die
Natriumreabsorption behindern (3). Aldosteron uadMR sind somit essentiell fur die
Salz- und Wasserhomoostase.

Eine pathophysiologische Bedeutung von Aldostetoer die Regulation der Salz- und
Wasserhomoostase hinaus wurde in klinischen Studem Wirkung von
Aldosteronantagonisten sichtbar. Die Randomized aétishe Evaluation Study
(RALES) zeigte eine erhebliche Reduktion der Gerarilitdt um 30% bei Patienten
mit schwerer chronischer Herzinsuffizienz, die melder Standardtherapie bestehend
aus ACE-Hemmer, Diuretikum und zum Teil Digoxin uBeBlocker zusatzlich mit
dem Aldosteronantagonisten Spironolacton behamdettien (4). Durch die niedrige

Dosierung von Spironolacton war keine hamodynanmes@¥irkung im Sinne einer



Blutdrucksenkung zu beobachten. Der beobachtetekEffer Antagonisierung von
Aldosteron in Bezug auf Mortalitat wie auch Hoslsiarungsrate aufgrund von
Herzinsuffizienz war allerdings so deutlich, dasde dStudie nach einer
durchschnittlichen Laufzeit von zwei Jahren voigeabbgebrochen wurde.

In einer weiteren Studie wurde der Effekt des delek
Mineralokortikoidrezeptorantagonisten  Eplerenon  bétatienten nach einem
Myokardinfarkt untersucht, die eine schwere Hewidfigenz aufwiesen. In dieser
sogenannten Eplerenone Post-Acute Myocardial IifardHeart Failure Efficacy and
Survival Study (EPHESUS) wurde der Aldosteronantéggjowiederum zusatzlich zu
einer Standardtherapie gegeben, wobei hier einafig@nte Reduktion der Gesamt-
Mortalitdt und der Hospitalisierung aufgrund vonrHesuffizienz um jeweils 15%
festgestellt wurde (5). Der in beiden Studien &ahe gilnstige Effekt der
Aldosteronantagonisten legt eine Bedeutung des sAdons in der Pathophysiologie
der untersuchten Herz-Kreislauf-Erkrankungen ndienicht auf die reine Regulation
der Salz- und Wasserhomdostase zurtickzufiihren ist.

Aldosteron Ubt seine klassischen Effekte (ber diendihg an den
Mineralokortikoidrezeptor aus. Der MR gehdrt zu deFamilie der
Steroidhormonrezeptoren und ist genetisch mit ddokdkortikoid-, Androgen-,
Progesteron- und Ostrogenrezeptoren verwandt. Weée Uthrigen Mitglieder der
Steroidhormonrezeptor-Familie agiert der MR alsn§kaiptionsfaktor. In Abwesenheit
von stimulierendem Hormon liegt der MR vor allem bgeden an das
Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) im Zytosol vor, iseain unterschiedlichem Ausmal
auch nuklear nachweisbar bis hin zu einer bermieg80% der Zellen) gleichmaligen
Verteilung auf Zytosol und Nukleus (6-8). Die Bimduvon Hormon fihrt zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors, einer Dissoziavon Hsp90 und einer
Translokation in den Zellkern. Als Homodimer bind#r MR im Zellkern an die
Promotorregion von sogenannten Aldosteron-induameRroteinen (AIP) und reguliert
deren Transkription, wobei der Ort der Dimerbildumarch zu klaren ist (9). Auch die
Bildung von Heterodimeren mit dem Glukokortikoideptor ist beschrieben. Es wurde
gezeigt, dass diese sich im Zytosol bilden kdnnére mdgliche physiologische
Bedeutung ist aber noch unklar (9;10).



Neben den genomischen Wirkungen von Aldosteron gmueh nicht-klassische
Wirkmechanismen in den Fokus gertickt. Es wurderitsenach Minuten Effekte von
Aldosteron nachgewiesen, die auch unter der Blozkadn Transkription und
Proteinsynthese bestanden, sodass als Erklaruagramskriptionelle Wirkung nicht in
Frage kommt (11). Daher werden diese Wirkungemalst-genotrop bezeichnet. Im
Falle anderer Steroidhormone wie Ostrogen und Rtegm wurden schnelle Effekte
auf die Existenz weiterer Rezeptoren neben den sikleisen Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren zurtickgefuihrt (12;13). Sthrddosteronwirkungen konnten
sowohl MR-abhangig als auch MR-unabhangig nachgmmiewerden (14). Ein
maoglicher nicht-klassischer membranstandiger Rezefitr Aldosteron wurde nicht
nachgewiesen.

In vitro sind schnelle Aldosteronwirkungen fir verschiedenSewebe beschrieben,
darunter Leukozyten, Nieren- und Kolonepithelzellgiatte Gefalimuskelzellen und
Kardiomyozyten (11). Die physiologische oder pathmologische Bedeutung dieser
Effekte ist noch unklar. Es wurden aber mdglichesahnellen Aldosteronwirkungen
beteiligte Signalwege gefunden. Zu diesen zahlem \Mirkungsvermittlung Utber
Proteinkinase C (PKC), Inositol Trisphosphats)Je-Jun NH-terminale Kinase (JNK),
cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), ERK1/2 umlle intrazellulare
Calciumkonzentration (15).

Beispielhaft seien hier die Interaktionen mit deRKHE/2-Signalweg angefihrt. Diese
beinhalten eine schnelle ERK1/2-Aktivierung bein&tiation durch Aldosteron und in
Anwesenheit des MR, die zu einer (Trans)Aktivierunges epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) fuihrt (14). Diésem die Entstehung kardialer und
renaler Fibrose férdern, welche die Leistung di€dayane verschlechtert (16). Als ein
Verbindungsglied zwischen MR und EGFR wird die B#inase cSrc angesehen
(16). Daruber hinaus ist bekannt, dass eine Akiimig des MR durch Aldosteron zu
einer erhbhten Expression des EGFR fuhrt (17;18).di2 Inhibition von ERK1/2n
vitro zu einer Abnahme der Transaktivierungsaktivitaté&sfuhrt, kann angenommen
werden, dass auch eine Interaktion der genomisé¥iekungen (also etwa der EGFR-
Expression) und nicht-genotropen Effekte des Alelmst besteht (14;16). Die
Zwischenstationen und Interaktionen eines solchasammenspiels und der nicht-

genotropen Effekte an sich sind noch naher zu ktexisieren, vor allem im Hinblick



auf eine mdgliche pathophysiologische BedeutungMBFrEGFR-Signalwege in der
Fibroseentstehung.

1.2 Biolumineszenz Resonanz Energietransfer

Biolumineszenz Resonanz Energietransfer (BRET@irst Methode zur Detektion von
Protein-Protein-Interaktionen. Das Konzept ist eWWeiterentwicklung des auf der
Grundlage des Forster Resonanz Energietransferioketten Fluoreszenz Resonanz
Energietransfer (FRET).

Die Methode FRET nutzt Ublicherweise den Energietier zwischen zwei
fluoreszierenden Proteinen oder Molekilen, die & auf Interaktionen hin zu
untersuchenden Proteine gekoppelt werden. Hierbeerdem die beiden
unterschiedlichen Fluorophore so gewahlt, dassEdmssion des Donor-Fluorophors
ihr Maximum in etwa bei derjenigen Wellenlange ietie die eine Anregung des
Akzeptor-Fluorophors bewirken kann. Nach externemreung des Donors mit
monochromatischem Licht findet ein Energietrangflem Akzeptor statt, der in der
Regel in einer messbaren Erhdhung der EmissiorAlesptors resultiert (19;20). Ein
solcher Energietransfer ist allerdings nur bei dddiner Distanz, in der Regel 10 bis
100 A, zwischen den beiden Fluorophoren mdéglich, di@ Effizienz des
Energietransfers mit der sechsten Potenz der Qistanschen Donor und Akzeptor
abnimmt (20;21). Dies soll die Unterscheidung fumkeller Proteininteraktionen von
zufalligen Annéherungen aufgrund der Molekularbewgpermdglichen.

FRET hat gegeniber anderen Methoden zur Detektiom ¥rotein-Protein-
Interaktionen wie Ko-lImmunprazipitationen oder Vtedwo-Hybrid einige Vorteile,
beispielsweise konnen Interaktionen in lebendertedalnd im Zeitverlauf untersucht
und dargestellt werden. Bei der Detektion durch fékale Mikroskopie werden
Interaktionen in einzelnen Zellen und subzellulakompartimenten messbar. Es
existieren jedoch auch Nachteile dieser Methodika IGegensatz zur Ko-
Immunoprazipitation ist es zum Beispiel in der Regeht mdglich, mit endogenen
Proteinen zu arbeiten, da die in Fusionsproteinghadtenen Fluorophore essentiell
sind. Ein weiteres Problem liegt in der externeneyung des Donors; hierbei kann es
zur Bleichung des Donors, direkten Anregung desepkars bei Uberlappenden Anre-

gungsspektren und zur Autofluoreszenz von endog&eiipestandteilen kommen (22).



In Anbetracht dessen wurde der Biolumineszenz RasonEnergietransfer als
verwandte Technik entwickelt und erstmalig 1999 &aakteriellen Proteinen
durchgefuhrt (23). BRET verwendet als Donor flr d&mergietransfer statt
fluoreszierender Molekile eine Luciferase aus Renieniformis (Rluc). Durch
Oxidation ihres Substrates Coelenterazine, dessaiven Form oder Varianten
verwendet werden kdnnen, erreicht Rluc eine Emisgan Licht mit einem Maximum
bei ~475nm (bei Verwendung von Coelenterazine 4).(@/ie im Fall von FRET gilt,
dass ein Energietransfer und damit eine Anregungs dRioreszierenden
Akzeptorproteins stattfindet, sofern die Distanzimger als 10 bis 100 A ist. Die
resultierende Emission bei hoherer Wellenlangetdden Akzeptor wird detektiert und

zur Berechnung des BRET Signals verwendet.
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Abbildung 1 BRET, schematische Darstellung

Es sind verschiedene Kombinationen von Akzeptogmenh mit Rluc mdglich.

Zusatzlich kann auch durch die Wahl des Substfétedie Luciferase der methodische
Aufbau je nach Fragestellung variiert werden. E@isBiel ware die Verwendung von
Rluc als Donor und Enhanced Yellow FluorescentdnofEYFP) als Akzeptorprotein

(s. Abb.1). Als Substrat kénnen hier Coelenterazineder EnduRen™ verwendet
werden. Coelenterazine h eignet sich aufgrund séumeen Halbwertszeit und hohen
Lumineszenz fir Kurzzeitmessungen. Ein solcher Mdrsaufbau mit Rluc als Donor
und YFP, einem YFP-Derivat oder einem Enhanced iGFbgorescent Protein (EGFP)
als Akzeptor sowie Coelenterazine h als Substrat aich als BRETbezeichnet, da es
sich um das urspringliche Konzept handelt. Untenwéadung des gleichen Donor-
Akzeptor-Paares besteht die Mdoglichkeit, mit EnduRe als Substrat

Langzeitmessungen, auch bezeichnet als extendedl BRBRET), durchzufiihren.

Nach Aufnahme von EnduRen™ in die Zelle wird dumslleigene Esterasen Uber
mehrere Stunden kontinuierlich Coelenterazine hgésetzt (25;26). Ein drittes



Konzept, BRET?, bendtigt als Akzeptor die GFP-Viatem GFP2? oder GFP10 und
DeepBlueC™ als Substrat fur Rluc. Die maximale EBiois der Luciferase verschiebt
sich unter Verwendung von DeepBlueC™ zu einer kérzeNellenlange (~395nm),
sodass der Abstand zwischen Donor- und Akzeptois&iomsmaximum zunimmt (24).
Allerdings hat dieses Substrat mit einer sehr kurB@albwertszeit den Nachteil der
Instabilitat. Eine Ubersicht tiber die gebrauchlicBRET-Systeme gibt Tabelle 1.

BRET? | eBRET BRET?
Donor Renilla Luciferase| Renilla Luciferasg Renlllzxciferase
Akzeptor YFP oder EGFP GFP2 oder GFP10
Substrat Coelenterazine i{ EnduRen™ DeepBlueC™
Filtereinstellungen (nm), Donor: 440-500 (YFP), 400-475 (EGFP) Donor: 370-450
Beispiele Akzeptor: 510-590 (YFP), 500-550 (EGHP)Akzeptor: 500-530
Abstand der Emissionsmaxima (rym) ~55 ~115
Messdauer (GréRenordnung) Minuten Stunden Sekunden
Messung in Zellextrakten maoglich nicht moglich mogl

Tabelle 1 (27)Ubersicht tiber BRET BRET und eBRET
BRET ist bereits fir eine Vielzahl von Molekllen rzinteraktionsuntersuchung

verwendet worden. Darunter sind auch Vertreter Seroidhormonrezeptor-Familie

wie der Ostrogen- und der Glukokortikoidrezeptd;2®).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Interaktionen des MR mit anderen Proteinen &ndHinblick auf physiologische
und pathophysiologische Wirkungen des Aldosterom gpoliem Interesse. Es ist
maoglich, dass auch pathophysiologische Wirkungen er tbnicht-klassische
Wirkmechanismen des MR vermittelt werden. Dazu kinmuch direkte Protein-
Protein-Interaktionen zéhlen, beispielsweise mit @grosinkinase cSrc und anderen
Zwischenstationen des EGFR-/ERK1/2-Signalwegs. Umsed Interaktionen in
lebenden Zellen und im Zeitverlauf untersuchen @onlen, wurde ein BRET-System
fur den MR entwickelt. Als Donor-Akzeptor-Paar wardine Kombination der Renilla
Luciferase mit EYFP verwendet. Die Konzeption dgst&ns erfolgte als eBRET mit
Messdauern von einigen Stunden, um die Interaktiodes MR und die Effekte

verschiedener Reagenzien verfolgen zu kdnnen.



2. Material und Methoden

2.1 Klonierung der Plasmide

2.1.1 pRluc-MR

Um in der Zellkultur den Mineralokortikoidrezeptgekoppelt an Renilla Luciferase
exprimieren zu konnen, wurde ein Plasmid konsttuier dem die Gene der beiden
Proteine fusioniert wurden. Als Vektor wurde dasashtid pRluc-C1 (BREy,
Bioluminescence Resonance Energy Transfer Renill@iférase Fusion Protein
Expression Vector, pRluc-C1, PerkinElmer, Rodgagedtieim) verwendet, in dessen
Multiple Cloning Site sich Schnittstellen fur diee&riktionsenzymeBglll sowie
Hindlll befinden. Durch einen Doppelverdau mit dieseeiden Enzymen (New
England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) bei 37%&KfiNacht wurden 2 pg pRluc-
C1-DNA linearisiert und in einem 0,5%-Agarose-QelTIBE durch Gelelektrophorese
aufgetrennt. Nach Ausschneiden der die linearsiBilA enthaltenden Bande wurde
die DNA aus dem Gel extrahie(@QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN GmbH,
Hilden).

Das Gen des humanen MR wurde aus pEGFP-hMR mditeds analog durchgefihrten
Restriktion mitBglll und Hindlll, Gelelektrophorese und Gelextraktion isoliert.

Die Ligation des MR-Gens in pRIluc-C1 mittels T4 DNAgase wurde im Verhaltnis
3:1 von MR-Gen zu Vektor angesetzt und bei 14°Q ilaeht inkubiert. AnschlieRend
transformierten wir chemisch kompetente E.coli O8&ot ToplOF mit dem
Ligationsansatz durch Hitzeschock. Dafur wurdenBiikterien zuné&chst fur 30 min auf
Eis aufgetaut und nach Zugabe des Ligationsansdizesveitere 30 min auf Eis
inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte daraufhin filr 8 bei 42°C, daran schloss sich eine
einstindige Inkubation in SOC-Medium bei 225 rpmd 37°C im Schuttelinkubator an.
Daraufhin wurden die transformierten Bakterien &l-Agar-Platten mit 25 mg/l
Kanamycin ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C @aimluft inkubiert. Sechs der
gewachsenen Kolonien wurden in jeweils 5 ml LB-Medimit 25 mg/l Kanamycin als
Suspensionskultur tUber Nacht bei 37°C und 225 rpaoitiviert. Aus den
Suspensionskulturen wurde die Plasmid-DNA unter wéaidung von Plasmid-
Miniprep-Kits (QIAGEN GmbH, Hilden) isoliert. Durckinen Restriktionsverdau mit



Bglll und Hindlll und anschlieBende Gelelektrophorese wurde diatlon von Insert
und Vektor tberpruft.

2.1.2 Sequenzierung:

Zur Uberprufung der korrekten Klonierung von pRM®& sequenzierten wir den
Ubergang des Luciferase-Gens zum Gen des MR. AtmePrverwendeten wir die
folgende Nukleotidsequenz:

5'-GAG CTC CCA GAG TCA GAC AT-3

Der Primer bindet an die DNA des MR-Gens 492 bia Bl vom Startcodon aus in 3'-
Richtung, sodass von dort aus der Beginn des MRsGaer Ubergang zur Multiple
Cloning Site von pRIuc-C1 sowie das 3'-Ende desilRebuciferase-Gens sequenziert
werden konnten.

Zur Sequenzierung fallten wir 4 pug pRluc-MR-DNAdém zunachst ein Zehntel des
Volumens Natriumacetat und in einem zweiten Sclads Zweifache des Volumens
eiskalter 100% Ethanol zugegeben und gemischt wibde Gemisch wurde fur >30
min bei -20°C inkubiert und fir 5 min bei 13000 rprantrifugiert, woraufhin der
Uberstand verworfen und 1 ml 70% Ethanol zugegetemde. Nach erneutem
Zentrifugieren konnte der Uberstand erneut verworfmd die DNA an der Luft
getrocknet werden. Die trockene DNA wurde zur Dtithhung der Sequenzierung an
die Biotech AG in Martinsried geschickt. Anschlie@evurde mit Hilfe der Clustal W-
Software ein Sequenzvergleich mit der publiziert8aquenz des humanen MR

vorgenommen.

2.1.3 pEYFP-MR

Fur den BRET-Ansatz wird ein fluoreszierendes Akagmotein bendtigt, das durch
die in der Luciferase-Reaktion emittierten Photoramgeregt werden kann. In der
Kombination der Renilla Luciferase mit EnduRen &sibstrat eignet sich als
Akzeptorprotein das Enhanced Yellow Fluorescenttétmo(EYFP). Die Klonierung
erfolgte wie unter 2.1.1 beschrieben.

Zunachst wurde das Plasmid pEYFP-p85R durch eirstrikén mit den Enzymen
Bglll und Sadl (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Mainpdarisiert und



damit das p85R-Gen aus dem Plasmid entfernt. Dsehéiel3ende Auftrennung und
Gelextraktion wurde wie oben beschrieben durchgefibas hMR-Gen wurde
wiederum aus pEGFP-hMR durch Verdau Buflll und Sadl sowie elektrophoretische
Auftrennung und Gelextraktion isoliert. Die Ligatieon 50 ng linearisiertem pEYFP-
C1 und 100 ng hMR-DNA mit Hilfe von T4 DNA Ligasef@gte bei 14°C tber Nacht.
Die Transformation von E.coli-Bakterien und nacb®ide Kultivierung in LB-
Kanamycin-Medium wurde wie unter 2.1.1 beschriearchgefiihrt. Die Klonierung
wurde durch eine Restriktion nmiglll und Sadl und anschlielBende Gelelektrophorese

Uberpraft.

2.2 Zellkultur

Die nachfolgend beschriebenen Experimente wurdéiEK-293 Zellen durchgefihrt,
die in 75cmz2-Zellkulturflaschen kultiviert und zwmdl wochentlich subkultiviert
wurden. Die stabil transfizierten HEK Zell-Klone wien je nach Wachstums-
geschwindigkeit alle vier bis funf Tage in 10 cmikglturschalen subkultiviert. Als
Kulturmedium diente DMEM/Ham’'s F-12 Medium (Bioclno AG, Berlin) mit
Zuséatzen inklusive 10% fetalem Kalberserum (FC®);z®llen wurden bei 37°C und
5% CQ gehalten. Transfektionen erfolgten in serumfrei@NVEM/Ham's F-12
Medium unter Verwendung von PolyFect-Reagenz (RailyHransfection Reagent,
QIAGEN GmbH, Hilden) nach den Angaben des Herstelle

2.3 Uberprifung der Funktionalitat der Fusionsprotene

2.3.1 SEAP-Reporter-Assay

Zur Untersuchung der Transaktivierungs-Aktivitat §&R-Konstrukte flihrten wir ein
Reporter-Assay mit der sekretorischen alkalischehosphatase (SEAP) als
Reporterprotein durch. Das Gen fur die sekretodsalkalische Phosphatase steht in
dem Plasmid pGRE-SEAP unter der Kontrolle eines m@tors, der drei
Glucocorticoid-response Elemente (GRE) enthalt. iN&imulation mit Aldosteron

transaktiviert der MR das GRE-Element, woraufhin ABEexprimiert wird. Wir



verwendeten dieses Konstrukt zur Untersuchung danktionalitdt der MR-
Fusionsproteine (Rluc-MR und EYFP-MR).

Die Zellen wurden mit jeweils 0,05 pug pGRE-SEAP-DNAd Plasmid-DNA der MR-
Konstrukte (pRluc-MR bzw. pEYFP-MR) pro Well in 2Mell-Zellkulturplatten
transfiziert. Als Transfektionskontrolle diente diesatzliche Transfektion mit 0,05 pg
pPEGFP pro Well mit der Messung des EGFP-Gehalts Zddlen. 24 h nach der
Transfektion erfolgte die Inkubation der Zellen wstirilfiltrierten Inkubationslésungen,
die 1:1000 DMSO als Vehikel bzw. 10 nM Aldostereweils in serumfreiem Medium
enthielten. Nach weiteren 24 h wurde die Aktividgr SEAP im Medium bestimmt.
Dazu wurden aus jedem Loch 60 pl Medium entnommmehrait 60 pl SEAP-Puffer
zur Inaktivierung anderer Phosphatasen bei 65°C 30r min inkubiert. Die
fluorometrische Bestimmung der SEAP-Aktivitat egi@ mit 100 ul dieses Ansatzes
nach Zugabe von 100 pl AttoPhos-Substrat in ein@nziéntration von 0,6 mg/ml in
AttoPhos-Puffer (Attophos AP Fluorescent Substr&gstem, Promega GmbH,
Mannheim). Die Messung des AttoPhos-Umsatzes defdalg Multiwell-Multilabel-
Counter Victof (Wallac Victof 1420 Multilabel Counter, PerkinElmer GmbH,
Rodgau-Jugesheim) in schwarzen 96-Well-Plattenviisle Uber einen 450 nm Filter
angeregt und die Emission tber einen 590 nm Hilterl s pro Loch bestimmt. Die
Messung wurde mit 60 Wiederholungen und einer Paosgeweils 30 s zwischen den
Wiederholungen durchgefihrt. Der Substratumsatz mpno diente als Maf3 fur die
SEAP-Aktivitat.

Nach Entnahme des Mediums wurden die Zellen in AS0IOPS-Triton pro Well fur
30 min lysiert, anschliel3end in ReaktionsgefalRefiibe und bei 13000 rpm und 4°C
fur 10 min zentrifugiert. In 100 pl des Uberstavdsrde die EGFP-Fluoreszenz auf
einer 96-Well-Platte im Victdrgemessen. Die Anregung erfolgte tiber einen 485 nm
Filter und die Messung der Emission tber einenra85Filter bei einer Messdauer von
1 s pro Loch. Die Messwerte aus nicht transfizredasatzen wurden sowohl bei der
Substratumsatz-Bestimmung als auch bei der EGFRiigsvon den Ubrigen Ansatzen

subtrahiert.
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2.3.2 MR-Transaktivierungsaktivitat in Abhangigkeit von der DNA-Menge

Zur Bestimmung der MR-Transaktivierungsaktivitat Abbhéngigkeit von der Menge
der Plasmid-DNA im Transfektionsansatz fuhrten @im SEAP-Assay mit 0,05 ug
pGRE-SEAP-DNA und 0,05 pg pEGFP-DNA sowie pEYFP-MRA in

unterschiedlichen Mengen zwischen 1 ng und 10 ngriamsfektionsansatz pro Well

durch. Das SEAP-Assay wurde wie unter 2.3.1 besbban ausgefuhrt.

2.3.3 SEAP-Interaktions-Assay

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen Rluc-Mid EEYFP-MR fuhrten wir ein
SEAP-Interaktions-Assay durch. Dafur transfiziertein HEK-293 Zellen mit jeweils
0,05 ug pGRE-SEAP-DNA und pEGFP-DNA pro Loch undtimemten die SEAP-
Aktivitat pro EGFP-Fluoreszenz wie unter 2.3.1 bewsben. Zusatzlich enthielten die
Transfektionsansatze unterschiedliche Mengen pEMRPDNA allein oder in
Kombination mit variierenden Mengen pRluc-MR-DNAn [Tabelle 2 sind die
verschiedenen Transfektionsansatze festgehalten.Shinulation erfolgte mit 10 nM

Aldosteron, wéahrend als Vehikel DMSO in einer Verdiing von 1:1000 diente.

0,05 g pGRE-SEAP-DNA
0,05 ug pEGFP-DNA

1 ng pEYFP-MR-DNA

0,05 pig pGRE-SEAP-DNA
0,05 ug pEGFP-DNA

3 ng pEYFP-MR-DNA

0,05 pig pGRE-SEAP-DNA
0,05 ug pEGFP-DNA

6 ng pEYFP-MR-DNA

0,05 g pGRE-SEAP-DNA
0,05 pig pEGFP-DNA

1 ng pEYFP-MR-DNA
2 ng pRluc-MR-DNA

0,05 pig pGRE-SEAP-DNA
0,05 pig pEGFP-DNA

1 ng pEYFP-MR-DNA
5 ng pRluc-MR-DNA

0,05 g pGRE-SEAP-DNA
0,05 pig pEGFP-DNA

3 ng pEYFP-MR-DNA
3 ng pRluc-MR-DNA

Tabelle 2SEAP-Interaktions-Assay fur EYFP-MR und Rluc-MR
Es sollte untersucht werden, wie sich die SEAP-\Alidissteigerung bei Transfektion

mit sowohl pRIuc-MR als auch pEYFP-MR im Verglemlr Transfektion mit pEYFP-
MR allein verhielt. Ein funktionstiichtiger MR im Biwonsprotein Rluc-MR sollte in
Kombination mit EYFP-MR nach Transfektion mit gleém Mengen der Plasmide zu
einer ahnlich hohen SEAP-Aktivitatssteigerung fithvéie nach Transfektion mit der
doppelten Menge von pEYFP-MR allein. Eine Aktiviigteigerung entsprechend derer
nach Transfektion mit der einfachen Menge von pE¥HR sprache in diesem System
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fur eine Inaktivitat des Rluc-MR, eine noch gerirggéiktivitatssteigerung fir eine
hemmende Interaktion.

Analog fuhrten wir ein SEAP-Interaktions-Assay miuc-MR und His-GR durch. Da
die Bildung von Heterodimeren aus Mineralocortieaicthd Glucocorticoidrezeptoren
beschrieben ist, sollten auch die Interaktionsdtiarestika von Rluc-MR und einem
GR-Fusionsprotein untersucht werden. Dazu verwendetir einen His-gekoppelten
GR, den wir entsprechend EYFP-MR einsetzten (s.3)abie Ansatze wurden mit 100
nM Dexamethason stimuliert oder mit DMSO als Vehildel000 verdinnt als

Kontrollansatze verwendet.

0,05 g pGRE-SEAP-DNA
0,05 pig pEGFP-DNA

1 ng pHis-GR-DNA

0,05 pig pGRE-SEAP-DNA

0,05 pig pEGFP-DNA

6 ng pHis-GR-DNA

0,05 ug pGRE-SEAP-DNA
0,05 ug pEGFP-DNA

1 ng pHis-GR-DNA
2 ng pRluc-MR-DNA

0,05 ug pGRE-SEAP-DNA
0,05 ug pEGFP-DNA

1 ng pHis-GR-DNA
5 ng pRluc-MR-DNA

0,05 ug pGRE-SEAP-DNA
0,05 ug pEGFP-DNA

3 ng pHis-GR-DNA
3 ng pRluc-MR-DNA

Tabelle 3SEAP-Interaktions-Assay fir His-GR und Rluc-MR

His-GR allein wurde nur in einer Menge von 1 unadd pHis-GR-DNA verwendet.
Gegenuber dem EYFP-MR/Rluc-MR-Interaktions-Assay rdeu zusatzlich der
Kombinationsansatz aus 1 ng pHis-GR- und 5 ng pRIREDNA in Abwesenheit von

Hormon untersucht, um Aufschluss Uber die Ruheddtizu erlangen.

2.3.4 Bestimmung der subzellularen Lokalisation deBYFP-MR durch

Fluoreszenzmikroskopie

Zur Fluoreszenzmikroskopie wurden HEK Zellen auflyReLysin-beschichteten

Mikroskopierdeckglaschen von 2 cm Durchmesser aigasd nach 24 h mit 0,9 ug
PEYFP-MR allein bzw. in Kotransfektion mit pRluc-MR einer Menge von je 0,8 ug
transfiziert. Die Stimulation mit 10 nM Aldosterod, utM Geldanamycin oder einer
Kombination aus beiden erfolgte in serumfreiem Medi48 h nach Ansaat, wobei als
Vehikel DMSO in einer Verdiinnung von 1:1000 verweindurde. Geldanamycin fuhrt
zur Dissoziation des MR von den HitzeschockproteimMéach zweistiindiger Inkubation

wurden die Zellen in einem Fluoreszenz-Mikroskopei$& Axiovert S100) unter
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Anregung bei 490 nm und FITC Bandpass in 40faclexgkéRerung mikroskopiert und
mit Hilfe eines Hamamatsu Imaging Systems fotografi

2.4 Nachweis des EYFP-MR mittels Western Blot

Zum Nachweis von EYFP-MR transfizierten wir HEK [Bal in einer 10 cm
Zellkulturschale bei 80% Konfluenz mit 6 pg pEYFRMund ersetzten den
Transfektionsmix nach 24 h durch serumfreies Meditdach 48 h nahmen wir die
Zellen in 400 pl RedMix auf und homogenisierten Br@be mit Hilfe einer Kaniile.
Wir verwendeten den Mercaptoethanol-haltigen RedMixir Reduktion der
Disulfidbriicken der Proteine. Die Probe wurde noalsni:1 in RedMix verdiinnt und
fur 30 min bei 37°C inkubiert. Eine 10 cm-Zellkusghale mit konfluent wachsenden
untransfizierten HEK Zellen wurde als Negativkotiedaebenso behandelt. Daraufhin
trennten wir die Proteine auf einem 7%-SDS-Polylacnydgel, das sich wie in Tabelle

4 beschrieben zusammensetzte, durch Gelelektroghard.

Sammelgel 3% [ml] Trenngel 7% [ml] Trenngel 12% [m|]

0.288 Acrylamide/Bis 26:0.7 - -

- Acrylamide/Bis 29.3:0.53 1.500 2.550
0.030 APS 10% 0.075 0.075
0.025 SDS 10% 0.125 0.125
0.625 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 - -

- 1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.563 1.563
1.540 HO 2.930 1.880
0.01 TEMED 0.02 0.02

Tabelle 4SDS-Polyacrylamidgel

Die Elektrophorese wurde in Running Buffer bei zthsi 11 mA fir 36 min und

nachfolgend bei 21 mA fur 1 h 35 min durchgefuber Transfer der Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran erfolgte in Transferpuffert rHiilfe eines Semi-Dry Blotting

Systems bei 2 mA/cm?2 fur 35 min. AnschlieBend wudideMembran fir 5 min in TBS

gewaschen und fir 1 h in Blocking Solution inkubidfs folgten drei weitere 5-

minutige Waschschritte in TBS-Tween 0.1% und dlaibation mit dem Erstantikdrper
Anti-GFP (Living Colors GFP Monoclonal Antibody, @ltech-Takara Bio-Europe,

Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) bei 4°C Uber Htla&/or Inkubation mit dem

Peroxidase (HRP)-gekoppelten Zweitantikorper (HR¥&tGanti-rabbit-19gG, Rockland,

Gilbertsville, USA) in Blocking Solution fir 2 h béRaumtemperatur wurde die
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Membran erneut dreimal je 5 min in TBS-Tween 0.1&&aschen. Nach der Inkubation
folgten drei 5-minutige Waschschritte in TBS undeeletzte Waschung in Seralwasser.
Darauthin  wurde die Detektion der Zweitantikdrper urch  Enhanced
Chemiluminescence (ECL) mittels Pierce ECL WestBtatting Substrate (Pierce
Biotechnology, Rockford, USA) nach den Angabenidesstellers durchgefihrt.

2.5 Stabile Transfektion von HEK Zellen mit pRIuc-MR bzw. pRluc

Zur stabilen Transfektion wurden HEK-293 Zellenlicm-Zellkulturschalen mit 1 pg
pRluc-MR-DNA oder pRIluc-DNA transfiziert. Eine were Zellkulturschale wurde
nicht transfiziert und als Absterbekontrolle verden Nach 24 h wurde das Medium
durch DMEM/HAM-F12 Medium mit 10% fetalem Kalberser und 600 mg/l G418
ersetzt. Mit dem Eukaryontenantibiotikum G418 wurdéjenigen Zellen selektioniert,
die das im Plasmid pRIluc-C1 enthaltene Resistengggen G418 exprimierten. Das
mit G418 versetzte Medium wurde zweimal in der Wouchrneuert, bis die
Absterbekontrolle frei von Zellen war. Daraufhin nden die transfizierten Zellen
abgelost, gezahlt und in einer Konzentration vafeBen pro Loch auf einer 96-Well-
Zellkulturplatte angeséat. Das Wachstum der Zellemde beobachtet und die nur einen
Klon enthaltenden Ansatze ausgewahlit. Die Trangfiekirurde durch Bestimmung der
Lumineszenz bei 460 nm nach Zugabe von Coelenterdwzals Substrat der Luciferase
Uberprift, sobald die Zellen zu 30-50% konfluenthaen. Die positiven Klone wurden
in 3 cm-Zellkulturschalen Uberfiihrt, bei Konfluena 10 cm-Zellkulturschalen

uberfuhrt und wie unter 2.2 beschrieben subkultivie

2.6 Biolumineszenz Resonanz Energie Transfer (BRET)

2.6.1 Messung des BRET

Die Messung des BRET-Signals erfolgte im Multiweildtilabel-Counter Victof
(PerkinElmer GmbH, Rodgau-Jugesheim) bei 37°C. tsl@an pro Loch fur jeweils 10
s die Fluoreszenz bei 535 nm und anschlielRend uh@neszenz bei 460 nm gemessen
und die CPS (counts per second)-Werte zur Berechnder BRET-ratio in
Abhangigkeit von der Zeit (t) verwendet.
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BRET-ratio = CP&snn(t)/CPSsonn(t) — G

mit Korrekturfaktor ¢ = CPS3snn(t)/CPSeonn(t) in Ansatzen ohne fluoreszierenden
Akzeptor

Im Anschluss an die BRET-Messung wurden die ZeleBO pul MOPS-Triton-Puffer
pro Loch fur 30 min lysiert, das Lysat bei 1300@rpnd 4°C fir 10 min zentrifugiert
und im Uberstand der Proteingehalt mittels BCA-Rieakgegen Rinderalbumin als

Standard wie unter 2.7 beschrieben gemessen.

2.6.2 BRET in transient transfizierten Zellen

HEK-293 Zellen wurden mit pRluc bzw. pRluc-MR undsatzlich entweder mit
pcDNA3.1His-C-hMR oder pEYFP-MR transfiziert. Diengétze, in denen der nicht
fluoreszierende His-MR exprimiert wurde, dienten r deBerechnung des
Korrekturfaktors @ Nach 24 h wurde der Transfektionsmix durch seram@$ Medium
ersetzt, nach weiteren 24 h erfolgte die Inkubatios0 pl serumfreiem Medium mit
240 uM EnduRen fiur 1,5 h bei 37°C und 5%,C@nschliel3end wurde Versuchslésung
zugegeben, die Aldosteron, Geldanamycin oder b&destanzen enthielt, und die
BRET-Messung durchgefuhrt. Die Konzentration wabdreier Messung in 100 ul lag
fur EnduRen bei 120 uM, Aldosteron war 10 nM korigert.

2.6.3 BRET in stabil transfizierten Zellen

Stabil mit pRluc bzw. pRluc-MR transfizierte HEK2%Zellen wurden sechs bis sieben
Stunden nach Ansaat in einer 96-Well-Zellkulturf@atransfiziert. Um die fur die
Berechnung des Korrekturfaktors @twendigen Daten zu erhalten, wurden Wells mit
pcDNA3.1His-C-hMR transfiziert. Die Transfektion rdé@brigen Wells erfolgte zur
Beobachtung eines BRET mit pEYFP-MR. Zur Ermittiudey fur die BRET-Messung
am besten geeigneten Transfektionsbedingungerefillwir ein BRET-Experiment, in
dem wir stabil Rluc-MR exprimierende Zellen mit ergchiedlichen Mengen pEYFP-
MR kotransfizierten. Wir wahlten Ansatze mit 0,102 g oder 0,3pg pEYFP-MR pro
Well. In allen weiteren BRET-Experimente transfiggs wir mit 0,3pg pEYFP-MR pro
Well.
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24 h nach Ansaat wurde das serumfreie Medium erhedach weiteren 24 h wurden
die Zellen mit 67 uM EnduRen in 90 pl serumfreieradiim bei 37°C und 5% GQir
1.5 h inkubiert. Daraufhin wurde die BRET-Messurej B7°C im Victof tiber drei
Messreihen durchgefiihrt. Nach Zugabe der Versushsfien von jeweils 10 pl wurde
die BRET-Messung fur mindestens zwei Stunden féiitgé Untersucht wurden die
Effekte von Aldosteron, Geldanamycin, der simultaZeigabe beider Stoffe und des
Antagonisten Spironolacton. Die Substanzen waredO@ pl Medium wéahrend der
Messung folgendermal3en konzentriert: Aldosteron nM), Geldanamycin 4 uM,
Spironolacton 100 nM; DMSO als Vehikel wurde in exirverdinnung von 1:1000

verwendet.

2.7 Proteinbestimmung mittels Bicinchinonic Acid (BCA)-Reaktion:

Die Proteinmenge wurde mit Hilfe der BCA-Reaktioestmmt. Dazu wurden BC-
Reagenz A und 4% Kupfersulfat im Verhaltnis 50:ingeeht und aus diesem Ansatz je
300 pl zu 7,5 pl MOPS-Triton-Zelllysat bzw. 15 plinBeralbumin (BSA)-
Proteinstandard-Losungen auf einer 96-Well-Plattgepen. Nach Inkubation fir 30
min bei 37°C wurde die Absorption photometrisch\ifator® tiber einen 560 nm Filter
fur 1 s pro Loch gemessen. Die Eichkurve zur Emeaadly der Proteinkonzentration in
der Probe ergab sich aus den AbsorptionswerterPdeeinstandard-Ansatze in den
Konzentrationen 100, 300, 500 und 700 mg/I.

2.8 Statistik

Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen ungepaagtrment’s t-Test bestimmt, wobei
p<0,05 vorgegeben und Signifikanz mit * gekennzeitim&rde. Bei Experimenten mit

mehreren Versuchsgruppen wurde die SignifikanzetsiANOVA untersucht.

2.9 Materialien

Antikorper-Verdunnungslosundx TBS; 0,1% Tween-20; 5% BSA
Blocking Solution 1x TBS; 0,1% Tween-20; 5% Milchpulver
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DMEM/HAM F-12 Medium mit Zusatzen (pro Liter DMEMYM F-12 Mediun) 13
mmol NaHCQ; 15 mmol HEPES; 5 mg humanes Apo-Transferrin; 5 logines
Insulin; 36 pg Hydrocortison; 10 ug Maus-EGF; 5NiegSelenit; 10% FCS
Laufpuffer 26 mM Tris-Base; 3,5 mM SDS; 192 mM Glycin

LB-Medium (pro Liter) 10 g Tryptone; 5 g Hefe-Extrakt; 171 mM NaCl (nitN
NaOH auf pH 7.0 titriert)

LB-Agar-Platten (pro Liter) 10 g Tryptone; 5 g Hefe-Extrakt; 171 mM NacCl (rhitN
NaOH auf pH 7.0 titriert); 15 g Agar

MOPS-Triton 20 mM MOPS (3-Morpholinopropansulfonsaure); 0,Ifton X-100
10x PBS 1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 81 mM N&lPOx2H,0; 15 mM KH,PO,
2xRedMix 125 mM Tris-HCI pH 6.8; 4% SDS; 10% 2-Mercapt@atbl; 20% Glycerol;
0.01% Bromphenolblau

RIPA PBS; 1% Nonidet P-40; 0,1% SDS; 0,1% Triton X-1®0oteaseinhibitor-
Cocktail 1:1000; 1 mM Na-Orthovanadate

SEAP-Puffer60 mM L-Homoarginin; 3 mM MgGJ 0,2 mM ZnC}; 100 mM Tris-HCI
(pH 9,3)

SOC-Medium (pro Liter)5 g Hefe-Extrakt; 20 g Tryptone; 10 mM NaCl; 2981 KCl;
10 mM MgCh; 20 mM MgSQ; 20 mM Glucose

10xTBE 0,89 M Tris; 0,89 M Borséaure; 20 mM EDTA

10x TBSO0,2 M Tris-Base; 1,37 M NaCl (auf pH 7,6 titrienit HCI)

Transferpuffer 25 mM Tris-Base; 192 mM Glycin; 20% Methanol

Die verwendeten Materialien wurden tber die folgenBirmen bezogen:

Axxora Deutschland GmbH, Lorrach; Becton DickingambH, Heidelberg; Biochrom
AG, Berlin; Biometra, Gottingen; Clontech-TakaraoBturope, Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich; Invitrogen GmbH, Karlsruhe; MerChemicals Ltd., Darmstadt;
Millipore Corporation, Billerica, USA; MWG BiotecAG, Martinsried; New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main; PAA Laboratori¢#nz, Osterreich; PerkinElmer
LAS GmbH, Rodgau-Jigesheim; Pierce Biotechnologgckiord, USA; Promega
GmbH, Mannheim; Rockland, Gilbertsville, USA; QIAGEsmbH, Hilden; Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg; Sigma-Aldrich Chemie GmbMuinchen; Spectrum
Laboratories, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
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3. Ergebnisse

3.1 Funktionelle Charakterisierung des EYFP-MR

Nach der Klonierung eines EYFP-MR Fusionsg

wurde zunachst die Expression des Fusionsprot@in
+ 130 kD

Western Blot Uberpruft. Im Western Blot zeigt seshe
nicht in der Kontrollbahn erscheinende Bande arrei

Stelle, die einer Grof3e von knapp 130 kDa entsprich 02:

mock

Weiterhin wurde Uberprift, ob eine Funktionalité&#sd &
MR auch im Fusionsprotein gegeben war. Dies erolgt E

durch Untersuchung der subzellularen Lokalisatinn

. . . . . Abb. 2 Western Blot fur EYFP-MR
zunachst mittels Fluoreszenzmikroskopie. Wie

Abbildung 3 sichtbar war der EYFP-MR in

Abb. 3 Fluoreszenzmikroskopie nach Transfektion mit pEYWR-unter
Kontrollbedingungen (links) und nach StimulatiorratuAldosteron (Mitte) und
durch Aldosteron und Geldanamycin (rechts)

600 Abwesenheit von Aldosteron Uberwiegend im
500 | * Zytosol lokalisiert, wahrend er nach Stimulation
| durch Aldosteron vorherrschend im Nucleus

400 -
nachweisbar war. Die Migration in den Nucleus war
%007 bei 37° nach 10 Minuten bereits vollstandig.

200 1 Ebenfalls im Zytosol sahen wir den MR nach

SEAP-Aktivitat in % der Kontrolle

100 1 gleichzeitiger Inkubation mit Aldosteron und

0 : : Geldanamycin, das zur Dissoziation des MR vom
o g\‘)@dﬁ’ Hitzeschockprotein ~ Hsp90  fuhrt und die

Aldosteronbindung erschwert.

Abb. 4 SEAP-Assay fir EYFP-MR . _
Da der MR als Transkriptionsfaktor agiert,
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kontrollierten wir die Funktionalitat des EYFP-MRirdh ein Reporter-Assay, bei dem
die sekretorische alkalische Phosphatase als Repwmtein bei gegebener
Transkriptionsfaktoraktivitat des MR-Fusionsproteisynthetisiert wurde. Die SEAP-
Aktivitat als MalR der MR-Aktivitdt bei Transfektiomit pEYFP-MR betrug bei

Stimulation mit 10 nM Aldosteron das 4,33-fachejel@gen aus nichtstimulierten
Kontrollansatzen (siehe Abbildung 4). Diese Ak#tsizunahme ist vergleichbar der
Aktivitassteigerung durch andere MR-Fusionsproteireezum Beispiel EGFP-MR und
spricht fur die Funktionalitat des EYFP-MR (14;30).

3.2 Funktionelle Charakterisierung des Rluc-MR

Ebenso wie der EYFP-MR wurde auch Rluc-MR nachKlenierung charakterisiert.

Zunéchst wurde eine Sequenzierung des Fusionsgeeseatigt. Die Auswertung der
Sequenz mit Hilfe der Clustal W Software zeigtessddie Multiple Cloning Site in ihrer
Primarsequenz unverandert war und sich der Ubergamg MR-Gen im richtigen

Leseraster befand. Weiterhin wurde nachgewieserss diie ersten 469 sicher
sequenzierten Basenpaare mit der publizierten $eqaes MR lbereinstimmten.
Daraus wurde auf eine gelungene Klonierung gesséios

Ein Nachweis des Fusionsproteins gelang mit deigen auf dem Markt befindlichen
Antikorper (Anti-Renilla Luciferase, clone 5B11.Z;hemicon International Inc.,

Millipore  Corporation, Billerica,

USA) nicht. >00 . "

Zur funktionellen Charakterisierun¢ 4q0 | ‘ﬁ

wendeten wir wie im Falle von EYFP: 5

MR das SEAP-Reporterassay e§ 0 .
(siehe  Abbildung 5). In deng 20 i

Kontrollansatzen ohne Aldosterol

zeigte sich kein Unterschied in
Vergleich der absoluten SEAP  °

Qe o
N \4\0(\“ (\0"5@ \(\0(\“ o
Aktivitatswerte der EYFP-MR und N R
*=p<0,05) 40 N
Rluc-MR, also eine vergleichbare EYFP-MR Rluc-MR

Ruheaktivitat. Dahingegen waren diAPP-5 SEAP-Assay fur Rluc-MR
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Aktivitaten in den Aldosteron-stimulierten Ansatzen Anwesenheit von Rluc-MR
signifikant niedriger als bei EYFP-MR. Hier ergabhseine Stimulierbarkeit der SEAP-
Aktivitat durch den EYFP-MR auf 402% gegeniber 15d%ch Rluc-MR. Dieser
Anstieg der SEAP-Aktivitat ist zwar statistisch raftkant gegeniiber der Aktivitat in
Abwesenheit von Aldosteron, aber dennoch zu getingginer normalen Funktion des
MR im Fusionsprotein Rluc-MR zu entsprechen. Imd-alner ganzlich aufgehobenen
Funktion sollte die SEAP-Aktivitdt keine messbareigrung bei Stimulation mit
Aldosteron erfahren. Da dieses aber der Fall isisamvon einer eingeschrankten

Funktion ausgegangen werden.

3.3 Interaktion von Rluc-MR mit EYFP-MR und His-GR

Zur Klarung der Frage nach einer Interaktionsfabigkon EYFP-MR und Rluc-MR
konzeptionierten wir ein SEAP-Interaktionsassay, dam die Auswirkung einer
Kotransfektion mit unterschiedlichen Mengen beidersionsgene dadurch sichtbar

wurde, dass Rluc-MR dominant-negativ wirkte.
Zunachst wurde der Zusammenhang

zwischen Transfektionsmenge von
PEYFP-MR-DNA und  SEAP-
Aktivitatssteigerung bei Aldosteron-
21 % ¢ Stimulation untersucht. Die
Bestimmung des  Sattigungsbe-

reiches des Systems ist notwendig,

SEAP-Aktivitat relativ zur Kontrolle

01 um  Anderungen der SEAP-

0 > . 6 8 o 1, Aktivitatsantwort bei Kotransfektion
ng EYFP-MR-DNA mit unterschiedlichen Mengen Rluc-

Abb.6 SEAP-Assay, SEAP-Aktivitat in Abhangigkeit von ) :
der Transfektionsmenge pEYFP-MR MR-DNA zu detektieren. Es ergab

sich eine halbmaximale SEAP-
Aktivitatssteigerung bereits bei Transfektion mi7Z Ing EYFP-MR-DNA und eine
maximale Aktivitatssteigerung um den Faktor 4,&l{si Abbildung 6).
Aufgrund dessen wurden die Ansatze im Interaktissaga folgendermal3en gewahlt (s.
auch unter 2.3.3): Ansatzen mit 1 bzw. 3 bzw. &Yy FP-MR-DNA wurden solche
mit der Kombination aus 1 ng pEYFP-MR-DNA und 2 bZwvng pRluc-MR-DNA
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sowie aus jeweils 3 ng pEYFP-MR- und pRluc-MR-DNAggniibergestellt. Wie in
Abbildung 6 ersichtlich, werden im Bereich zwischerund 6 ng pEYFP-MR-DNA
Anderungen der SEAP-Aktivitatssteigerung durch Andg der transfizierten DNA-
Menge sichtbar. Die Transfektion mit 6 ng EYFP-MREDflhrt zu einer signifikanten
SEAP-Aktivitatssteigerung von 378% gegentber 272%Tbansfektion mit 1 ng und
282% im Ansatz mit 3 ng EYFP-MR-DNA. Die Aktivitaisnahme zwischen den
beiden letztgenannten Ansatzen ist nicht signifik@fne Betrachtung der mit beiden
Fusionsproteinen  kotransfizierten  Ansatze sollte keBntnisse Uber ein
Zusammenwirken der beiden MR-Konstrukte bringen. Falle einer fehlenden
Interaktion wird eine SEAP-Aktivitat erwartet, dierjenigen der Transfektion mit der
entsprechenden EYFP-MR-DNA-Menge allein entspriatgp zum Beispiel dem 1 ng-
PEYFP-MR-Ansatz im Fall der Kombination von 1 ng BY-MR- und 2 ng Rluc-MR-
DNA. Eine Interaktion im Sinne einer gesteigerteranBkription liel3e hier hohere
SEAP-Aktivitdtswerte erwarten, dhnlich einer Trahksion mit der gesamten Menge an
EYFP-MR-DNA, im Beispiel 3 ng. Auch eine Interaktiomit verminderter
Transkriptionsaktivitat ist denkbar.
Die Kombination aus 1 ng
EYFP-MR- und 2 ng Rluc-MR- o 500
DNA fuhrt zu auf 224%
erniedrigten SEAP-

Aktivitatswerten, die jedoch

400 - T
300 - T T

200 A

100 A ﬂ

Unterschiede zeigen. Fugt ma 0 ‘
\)

zu 1 ng EYFP-MR- groRere & *
Mengen (hier 5 ng) Rluc-MR-

DNA hinzu, so zeigt sich eine

=
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Q.
(1)
=
3
<
(9]
=
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@
o
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=
—
Q.
(0]
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ng- noch den 3 ng-EYFP-MR-:

SEAP-Aktivitat in % relativ zur Kontrolle

Ansatzen signifikante

x
A O 0O fb@?’

10 nM Aldosteron

Abb.7 SEAP-Interaktions-Assay fur pEYFP-MR (E) und
signifikante ~ Abnahme  derpPRluc-MR (L)

SEAP-Aktivitatssteigerung. In diesem Ansatz ist d@manskriptionswirkung des MR
durch Zugabe von Aldosteron mit einer Steigerung eAP-Aktivitat auf 151% des

unstimulierten Kontrollwerts gering, wenn auch naetsbar. Auch die Kombination
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von jeweils 3 ng der beiden MR-Fusionsgene zeige asignifikant gehemmte SEAP-
Aktivitatssteigerung (217%) im Vergleich zum Ansatiat 6 ng pEYFP-MR-DNA,
nicht jedoch verglichen mit dem 3 ng EYFP-MR-DNAlaitenden Ansatz.

Das SEAP-Interaktionsassay spricht fir eine Intswakvon EYFP-MR und Rluc-MR.
Hierbei ergibt sich jedoch kein Zusammenwirken inmn® einer gesteigerten
Transkription, sondern Rluc-MR scheint EYFP-MR ireiner Funktion als
Transkriptionsfaktor zu hemmen bzw. die Transkoiptzu verlangsamen. Dies zeigt
sich in der geringeren SEAP-Aktivitat im Vergleichmit Ansatzen, die eine
entsprechende Menge pEYFP-MR allein enthalten. ikdef zwar immer noch eine
signifikante SEAP-Aktivitats-Steigerung im Vergleiezum unstimulierten Ansatz statt,
deren Ausmalf ahnelt jedoch dem einer TransfektioRluc-MR allein.

Die Interaktion von Rluc-MR mit einem GR-Fusiondpin (His-GR) wurde ebenfalls
in einem SEAP-Interaktionsassay untersucht, das dEMFP-MR/Rluc-MR-
Interaktions-Assay entsprechend konzipiert warAbwesenheit von Hormon waren
1000 die SEAP-Aktivitatswerte der

*

. ‘ Ansatze mit 6 ng pHis-GR- bzw.

] L 1 ng pHis-GR- und 5 ng Rluc-
600 1 MR-DNA  nicht  signifikant

unterschiedlich. Daher wurden
die SEAP-Aktivitdtswerte der

400 A

2001 Ubrigen  Ansdatze auf den

SEAP-Aktivitat in % der Kontrolle, 6 ng HisGR

0 m : : Kontrollansatz mit 6 ng pHis-GR-
0% 0% 0% v, oV @ o i i ia i
@l T e 0T T 0T DNA normiert, sodass sie wie im
«¥° £ AOT A O 0T 5
A R Fall des EYFP-MR/Rluc-MR-
e W @ [*=p<0.05 |
° o o Interaktions-Assays zur

Darstellung kommen  (siehe
Abb.8 SEAP-Interaktions-Assay fir pHis-GR (G) und pRluc- | )
MR (L) Abbildung 8). Die SEAP-
Aktivitat nach Stimulation mit 100 nM Dexamethasateigerte sich bei der
Transfektion mit 6 ng statt 1 ng pHis-GR-DNA von948 auf 744%. Wiederum
ergaben sich bei Kotransfektion mit Rluc-MR niedrigg SEAP-Aktivitdtswerte. Die
Kombination aus 1 ng pHis-GR- und 2 ng pRluc-MR-DNAigte mit 349% eine

geringere SEAP-Aktivitatssteigerung nach Dexamethe&timulation gegentber dem
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mit 1 ng pHis-GR-DNA transfizierten Ansatz. Der ©rdgchied war allerdings nicht
signifikant. Bei Kotransfektion von 1 ng pHis-GRAdu5 ng pRIuc-MR-DNA ergab
sich allerdings eine SEAP-Aktivitat von 313%, dignifikant geringer war als die
SEAP-Aktivitat in beiden (1 und 6 ng) Ansatzen guidis-GR allein. Auch die
Kotransfektion mit gleichen Mengen pRluc-MR und R (jeweils 3 ng) zeigte mit
einer Steigerung der SEAP-Aktivitat auf 478% desntallansatzes signifikant
niedrigere Werte als im Falle der Transfektion énitg pHis-GR-DNA.

Die Interaktion von Rluc-MR und His-GR scheint @sigen mit EYFP-MR zu &hneln.
Auch hier fuhrt eine Kotransfektion mit steigend&fengen pRluc-MR zu einer
Abnahme der SEAP-Aktivitatssteigerung nach Hormaomgation. Rluc-MR scheint
also auch mit His-GR im Sinne einer verlangsamteaw.b gehemmten

Transfektionsaktivitéat zu interagieren.

3.4 BRET

3.4.1 BRET in transient transfizierten Zellen

Die Interaktion von EYFP-MR und Rluc-MR sollte ierdFolge in einem BRET-Assay
untersucht werden. Zunachst wurde das BRET-Signeh transienter Transfektion von
HEK-293 Zellen mit pEYFP-MR und pRluc-MR gepriftigrbei zeigte sich zwar die
Funktionalitdt der Renilla Luciferase im Fusiondpno, allerdings erreichte die
Lumineszenz nur relativ geringe Werte. Die Lumimeszbetrug in diesen Ansatzen das
1,2- und 1,4-fache der Lumineszenz von Ansatzemioiit-leuchtendem MR (HisMR)
und das 1,5- bis 2,1-fache der Lumineszenz voranstizierten Zellen. In Ansatzen mit
Rluc-C1, also der ungekoppelten Luciferase, ergaken geringflgig bessere
Lumineszenz-Werte. Sie erreichte das 2,0- bis &#d der Lumineszenz in Ansatzen
mit HisSMR sowie das 2,5- bis 3,6-fache derer vortramsfizierten Zellen. Zur

Berechnung eines BRET lief3en sich diese Experinreoks verwenden.

3.4.2 BRET in stabil transfizierten Zellen

Aus diesem Grund wurde eine stabil mit pRIuc-MRhsfezierte HEK-293 Zelllinie

erzeugt. Diese Klone erreichten in korrespondiezandnsatzen eine vier- bis sechs-
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fach hohere Lumineszenz als transient transfiziéeteen. Fur die Messung von BRET
wurden die stabil Rluc-MR exprimierenden Klone pitYFP-MR oder pcDNA3.1His-
C-hMR transfiziert. Die Ansatze mit pEYFP-MR und uBIMR dienten der
Untersuchung der Interaktion der beiden MR-Fusiostgime. Die Koexpression von
His-hMR und Rluc-MR ergab Daten zur Berechnung ldegekturfaktors G da hier
ein nicht-fluoreszierender Interaktionspartner Rluc-MR vorhanden war. Das BRET-
Signal wurde nach der bereits unter 2.6.1 besobmie Formel berechnet:

BRET-ratio = CP&snn(t)/CPSeonn(t) — G

Eine Verdnderung des BRET-Signals nach Zugabe vdaosteron sollte eine
Interaktion von EYFP-MR und Rluc-MR nachweisen. Zesgte sich tatséchlich eine
deutliche Zunahme des BRET-Signals bei Stimulationch Aldosteron. Allerdings
ergab sich eine Anderung des VerhaltnissessGRBCPSisonm auch in den His-hMR
exprimierenden Ansétzen, die fur die Berechnung KWesekturfaktors verwendet
wurden. Daher wurde der Korrekturfaktor @ Abhé&ngigkeit von der Zeit und den
hinzugefligten Substanzen naher untersucht.

Das Signal in Kontrollanséatzen ohne Zugabe von stelmn war konstant und nicht

von Null verschieden.

3.4.3 Untersuchung des Korrekturfaktors G

Der Korrekturfaktor € ist als das
Verhaltnis CP&5ndCPSe6onm in

0,65

_ 080 ) . Abwesenheit des fluoreszierenden
f’i 055 | - * Akzeptors definiert, hier also in Ansatzen,
i 050 | die neben Rluc-MR statt des EYFP-MR
8 045 einen nicht-fluoreszierenden His-hMR

l exprimieren. Zunachst untersuchten wir,

T e w _6_‘0 _8‘0 w w0 0 ob auf die Zugabe von Aldosteron eine
o ot Rdostsron e Anderung des Korrekturfaktors folgte

Abb.9 Korrekturfaktor G +/- Aldosteron (Abbildung 9). Es ergab sich wéahrend der

ersten 90 Minuten nur zu einem Zeitpunkt eine $ikpmte Veranderung des;.Adm

weiteren Verlauf schwankten die Werte allerdingarkst weswegen wir uns auf die
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Werte bis zu 90 Minuten konzentrierten

und auf eine Korrektur des ;C
verzichteten. Auch bei Spironolacton und
Geldanamycin erfolgte keine Anderung
des G.

Die Zugabe von Aldosteron und

c PSSSSnm/C PS460nm

o5 $ e Geldanamycin allerdings bewirkte einen
0 20 40 60 80 100 120 140 . .
Jeitinmi Anstieg des Korrekturfaktors (siehe
eit in min
:iﬁﬁ;ﬂ;mﬁeldanamycin Abblldung 10) DaS vaeau deS @ar In

Abb.10 Korrekturfaktor G +/- Aldosteron und verschiedenen Experimenten nicht
Geldanamycin . L
konstant, sodass es nicht moglich war,
einen Mittelwert zu bilden und fur weitere Experimezu verwenden. Die Entwicklung
des G von seinem unstimulierten Anfangswert aus wardihgs gut vorauszusagen,
wie in Abbildung 11 verdeutlicht wird. Die Abbildgnzeigt das Verhaltnis der
Messpunkte zum Datenpunkt vor der Stimulation, &g0/C:(0). Es wurde fur jedes

Messloch einzeln dieses Verhaltn
1,25

errechnet und anschlieend der Mittelwe ,,, |

bestimmt. Aus der Rechnung folgt, da: %%
1,10 A

jede Kurve mit dem Wert 1,0 vor Begin s |

der Stimulation startet. Im Zeitverlau *®
0,95 4
verhalt sich die Kontrollkurve nach einer o |

0,85 -

anfanglichen Abfall annahernd konstar

0,80
Die anfangliche Minderung des Signa

0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit in min

nach Zugabe von Vehikel oder ander: o e A0 O

—0— Kurve B = [C()/C(0)]yg0, celda

A Kurve B/Kurve A

Substanzen war unabhangig von d —— Regression

zugefiigten Substanz zu beobachten Abb.11 Korrekturfaktor in Abhangigkeit von di
" Zeit und der zugefiigten Substanz

Falle der mit Aldosteron  und(+/- Aldosteron und Geldanamycin)

Geldanamycin stimulierten Zellen erhoht sich dasrh¥knis G(t)/C/(0) in

Abhangigkeit von der Zeit. Des Weiteren bildeten r wdas Verhaltnis
[Ci(t)/Ct(0)] aidosteron+GeldanamydfCr(t)/ Cs(0)]kontrofle-

In Abbildung 11 ist dieses Verhaltnis ebenso wie giolynomisch berechnete

Regression zu sehen. Die Regression erlaubte diecBeung von €Werten fur die
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Kombination von Aldosteron und Geldanamycin aus tkaRhCi-Werten nach
folgender Formel:

Ct. Aldosteron+Geldanamydir, Kontrolle=0s*t > + by*t? + by*t® + by*t® + by*t! + by

mit bp=0,9999, b=0,0158, b=-8,3774*10", b:=1,7054*1C°, hy=-1,4436*10,
bs=4,3456*10".

3.4.4 Bestimmung der DNA-Menge fir die Transfektion

Wir fuhrten ein BRET-Experiment zur Bestimmung @en besten geeigneten DNA-
Menge flr die Transfektion mit pEYFP-MR durch. Rieséatze enthielten 0,1ug, 0,2ug
oder 0,3ug pEYFP-MR pro Well. Wie aus den Abbildemd 2-14 hervorgeht, ergibt
sich bei Tranfektion mit 0,1ug pEYFP-MR kein von nde&ontrollansatzen
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Abb.12 BRET-Signal nach Transfektion mit Abb.13 BRET-Signal nach Transfektion mit
0,1 pg pEYFP-MR pro Well, +/- Aldosteron 0,2 pug pEYFP-MR pro Well, +/- Aldosteron
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Abb.14 BRET-Signal nach Transfektion mit
0,3 pug pEYFP-MR pro Well, +/- Aldosteron
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unterschiedliches BRET-Signal nach Stimulation Aldosteron. Die Transfektion mit
0,2ug pEYFP-MR fuhrt nach Hormonzugabe zu einem emigen Zeitpunkten
signifikant erhohten BRET-Signal. Dieses Signal mstch Transfektion mit 0,3ug
PEYFP-MR jedoch am deutlichsten und statistischisilgant. Wir entschieden uns
daher, in den nachfolgenden Experimenten mit O,§yYFP-MR pro Well zu

transfizieren.

3.4.5 Effekt von Aldosteron, Geldanamycin und Spirpolacton

Die Zusammenfassung aller Experimente, in denen TBREch Stimulation mit

Aldosteron gemessen wurde, zeigt Abbildung 15. Wi&hr BRET in den

Kontrollansatzen um Null schwankte, stieg das BREJnRal nach Zugabe von 10 nM
Aldosteron. Die Differenz zum Kontrollsignal betrbogs zu 0,056. Auffallig war, dass
bei Zellen hoherer Passagen keine Anderung des BR@Tals durch Aldosteron
entstand. Wir verwendeten daher zur Berechnung BBET nur Experimente mit

Zellen der Passagen bis einschlief3lich Passage 15.

Die zur Kontrolle ebenfalls durchgefiihrten Expenmee in denen Rluc ohne den
angehangten MR in Kombination mit EYFP-MR exprimigrurde, ergaben keine
Anderung des BRET-Signals in Anwesenheit von Aldast (siehe Abbildung 16).
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—&— Kontroll —&— Kontrolle
—O0— Alzno;lt)ereon *=p<0,05 —O— Aldosteron
Abb.15 BRET-Signal +/- Aldosteron Abb.16 BRET-Signal bei Transfektion mit

pRluc-C1, +/- Aldosteron
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Weiterhin untersuchten wir den Effekt von Geldanamynd der kombinierten Gabe
von Geldanamycin und Aldosteron. Der Effekt vondaelamycin war ahnlich dem von
Aldosteron (Abbildung 17). Demgegenuber zeigten d&perimente mit der
Kombination aus Geldanamycin und Aldosteron ein gen Ansatzen mit Aldosteron
allein verschiedenes BRET-Signal (Abbildung 18).ed&is war nicht signifikant
gegenuber den Kontrollansatzen.

Im gleichen Versuchsaufbau wurde aur*

die Wirkung des Aldosteronantagoniste  ®%

Spironolacton untersucht. Spironolactcz 0041

460nm.

zeigte keinen Effekt auf das BRETg 002 |
Signal (Abbildung 19).
Ein erhbhtes BRET-Signal war also nac

0,00 -

BRET [CPS,, ./

-0,02 A
Zugabe von Aldosteron, Geldanamyc

. . . -0,04 i T T T T T T
und deren Kombination messbar, nic ot P G P (o

Zeitabschnitte in Minuten

jedoch nach Stimulation mit e Kool
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—w¥— Spironolacton

Spironolacton oder in Abwesenheit vo

Abb.19 BRET-Signal +/- Spironolacton
RIuc-MR. J P
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4. Diskussion

4.1 Die Fusionsproteine EYFP-MR und Rluc-MR

FUr ein aussagekraftiges BRET-Experiment ist diekEanalitat der untersuchten
Fusionsproteine essentiell. Zur Klarung der Fumidlgat von EYFP-MR und Rluc-MR
verwendeten wir verschiedene Verfahren.

EYFP-MR untersuchten wir mit Hilfe von Western BlpFluoreszenzmikroskopie und
SEAP-Assay. Eine Bande in der plausiblen Hohe vmapk 130 kDa im Western Blot,
die Translokation von EYFP-MR vom Zytosol in den ddwus in der
Fluoreszenzmikroskopie sowie die Aktivitatszunahime SEAP-Assay sprechen flr
gegliickte Klonierung, Expression und Funktionakidn EYFP-MR.

Auch Rluc-MR wurde auf seine Funktionalitat hin ensucht. Eine Teilsequenzierung
zeigte die korrekte Einfligung des MR-Gens an dénfiistelle zu Rluc. Es gelangen
jedoch weder ein Western Blot noch - bei zu gernngehtstarke - die mikroskopische
Untersuchung von Rluc-MR. Das SEAP-Assay zeigtedehst keine eindeutigen
Ergebnisse. Hier resultierte eine sehr geringe SBRiFitatssteigerung durch
Aldosteron nach Transfektion mit pRluc-MR. Zwar wdieses Ergebnis signifikant
hoher als die Kontrollwerte, mit einer uneingesoktén Funktion des Rluc-MR ist
diese im Vergleich zu EYFP-MR deutlich geringeretidikatssteigerung aber nicht
vereinbar. Es stellt sich nun die Frage, auf weldtigene die Funktion von Rluc-MR
eingeschrankt ist. Auf struktureller Ebene kénntiec die Fusion von Rluc und MR
die korrekte Faltung des MR erschwert sein oderRlac-Anteil des Fusionsproteins
den Zugang von Hormon oder anderen Proteinen meimabehindern. Denkbar ist
eine Beeintrachtigung der Hormonbindung, fernerRienerisierung, des Transports in
den Nucleus oder der Interaktion mit der DNA undaRtoren. Fir die Frage, ob ein
BRET-Assay mit dem MR durchgefihrt werden kannprgtzipiell eine Dimerisierung
der beiden Fusionsproteine vorauszusetzen. Daddée ein SEAP-Interaktionsassay
Aufschluss geben. Die Hemmung der Transaktivierakipatat von EYFP-MR bzw.
His-GR durch Rluc-MR lassen auf eine Interaktiohlis®en, womit die Voraussetzung
fur ein BRET-Assay erfullt ware. Die Funktionseihginkung von Rluc-MR liegt
demnach auf einer der Dimerisierung nachgeordn&teene. Wir sahen von einer

genaueren Charakterisierung der Lokalisation deirBeichtigung ab. Moglicherweise
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wirde eine Neuklonierung von Rluc-MR, beispielsweisich Einfigen einer langeren
Sequenz zwischen Rluc und MR, in vollstandiger Fonlalitat des MR resultieren.

4.2 BRET

In transient transfizierten Zellen reichte die Laeszenz von Rluc-MR nicht aus, um
Signale zuverlassig vom Hintergrund abzugrenzendi@alLumineszenz im Fall von
Rluc-C1 hohere Werte erreichte, fuhrt mdglichereetie Kopplung an ein anderes
Protein bzw. speziell an den MR zu einer geringefgpression oder Lumineszenz-
Entwicklung. Die Lumineszenz war allerdings auch Ketransfektion mit pHisMR
oder pEYFP-MR herabgesetzt. Aul3erdem war sie enmgttt stabiler Transfektion mit
pRluc-MR. Beides spricht fur eine nach transienfteansfektion nicht ausreichende
Expression als Ursache. Eine BRET-Messung war fagisienter Transfektion also
nicht moglich. Dies beeintrachtigt die Verwendungs dverfahrens, da eine stabile
Transfektion mit den jeweiligen Fusionsproteinerutiieh arbeitsaufwandiger und
komplizierter als die wiederholte transiente Trak#bn ist. Es fallt auf, dass die in der
Literatur fir andere Proteine beschriebenen BRE3ags transiente Transfektionen
verwenden, auch im Fall von verwandten Steroidhomexeptoren wie dem Estrogen-
oder Glucocorticoidrezeptor (28;29). Moglicherweigerden diese Rezeptoren auch als
Fusionsproteine mit der Luciferase besser exprimaisrRIuc-MR.

Die stabil mit pRIluc-MR transfizierten Zellen zeagtausreichend hohe Lumineszenz-
Werte, sodass hier eine BRET-Messung durchgefubrden konnte. Auf die Zugabe
von Aldosteron hin ergab sich eine Erhéhung des BBIgnals gegenuber den
Kontrollansatzen. In der mit Rluc-C1 analog durdlibgen Versuchsreihe war keine
Verdnderung des BRET-Signals messbar. Dies spridht einen erfolgreichen
Versuchsaufbau als Positivkontrolle eines eBRETagssfur den MR. Mit einer
Zunahme des Signals um bis zu 0,056 liegt die $igha im Bereich der bisher
publizierten Ergebnisse fir andere Steroidhormaptren (28;29). Da in den
Kontrollansatzen der Mittelwert nicht von Null vehgeden ist, kann davon
ausgegangen werden, dass unter diesen Bedinguragea kessbare Dimerisierung
stattfindet. Dagegen war das BRET-Signal nach A&tosstimulation tiber 90 Minuten
ansteigend, der Prozess der Dimerisierung war m@ildat direkt nach Hormonzufuhr

abgeschlossen, sondern dauerte an. In den vortlegelExperimenten waren die
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Schwankungen der Messwerte jenseits der 90 Minuatenstark, um verlassliche
Aussagen treffen zu konnen. Hier ware die MesswomgBRET Uber mehrere Stunden
eine mogliche Weiterentwicklung des Assays, dieriBg und Dauer der MR-
Dimerisierung zusatzlich Aufschluss geben kénnte.

Im Hinblick auf die Bedeutung des Hsp90 ist das BFREgnal in Anwesenheit von
Geldanamycin von Interesse. Dieses &hnelt dem [Sigaeh Aldosterongabe in
Signalhéhe und -verlauf. Mégliche Erklarungen sideéé Bildung von Dimeren
einerseits und von Aggregaten, wie sie nach Ubeesspn beschrieben sind,
andererseits (31). Eine Translokation in den Nwléand in Anwesenheit von
Geldanamycin nicht mehr statt, wie die Fluoreszekmskopie von Zellen nach
Inkubation mit Aldosteron und Geldanamycin zeigine€Eweitere Erklarung fir das
BRET-Signal unter Geldanamycin waren zuféllige BRggengen der beiden
Fusionsproteine im Zytosol nach Dissoziation vomp®8s Dagegen spricht die geringe
Standardabweichung der Werte, die ahnlich hochwigt in den Kontroll- oder
Aldosteronansatzen. Die Versuche zur Interaktiom Rtuc-C1 und EYFP-MR dagegen
stellen ein System dar, in dem das Signal auf kgédl Interaktionen beruhen muss, da
nur einer der beiden Interaktionspartner an den §#Roppelt ist. Hier sind die
Schwankungen des BRET-Signals deutlich héher.

In der Untersuchung der kombinierten Gabe von Altos1 und Geldanamycin wurde
die Bedeutung des Korrekturfaktors @Geutlich. Die Aufgabe des:Qiegt in der
Korrektur von Signalen, die in Abwesenheit einesiofeszierenden Akzeptors
entstehen. Im Falle von Rluc-MR fuhrte allerdings 8timulation mit Aldosteron und
Geldanamycin auch in den-8nsatzen zu einer deutlichen Erh6hung des Verisaks
CPS35n{CPSsonm Dies wurde weder bei Zugabe der einzelnen Substanoch nach
Stimulation mit Spironolacton beobachtet. Im Fallon Rluc-C1, also der
ungekoppelten Luciferase, hatte keine der Substareieen Effekt auf € Wir
verzichteten darauf, die Frage naher zu untersycharum sich das Spektrum der
Luciferase in Anwesenheit von Aldosteron und Gedohaycin verschiebt. Fur die
BRET-Berechnung verwendeten wir daher eine rechcleei Naherung fur (CDas
BRET-Signal steigt nach diesen Berechnungen nighif&kant Gber die Kontrollwerte.
Die Stimulation jeweils mit Aldosteron oder Geldamein allein bewirkt also eine

Signalsteigerung, wahrend die kombinierte Zugabesati Effekt nicht zeigt.
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Moglicherweise verschiebt sich hier das Lucifer&pektrum in einen Bereich, in dem
Emission und Anregung des BRET-Systems nicht vartds funktionieren bzw. kein
ausreichend stabiles Signal entstehen lassenwgitere mogliche Erklarung wére eine
Interaktion von Aldosteron und Geldanamycin auf Beé-Rezeptor-Ebene mit dem
Effekt, dass beide Substanzen nicht mehr mit dem iNRNechselwirkung treten
konnten.

Auch den Effekt des Aldosteronantagonisten Spimactoh untersuchten wir mit Hilfe
von BRET. Spironolacton bewirkte keine Anderung BRET-Signals und somit keine
Dimerisierung des MR. Weiterhin ware zu prufen, eime Dimerisierung durch
zusatzliche Gabe von Aldosteron dennoch erreichtlerekdnnte. Rogerson und Fuller
schlugen die von Spironolacton gehemmte N/C-Intevakdes MR als wichtige
Voraussetzung der MR-Homodimerisierung vor, entdpead einer Annahme fur den
Androgenrezeptor (32;33). Dies wére ein Mechanisnadusch den eine Aldosteron-
induzierte Dimerisierung durch Spironolacton vedart werden konnte.

Ein methodischer Aspekt ist der Einfluss des Alties Zellen auf das BRET-Signal. Es
fiel auf, dass in Versuchen mit Zellen alterer Bges kein Aldosteron-Effekt sichtbar
war. Lumineszenz war weiterhin messbar, sodasg warh einer fehlenden Expression
von Rluc-MR ausgegangen werden kann. Mdglich wdregegen eine mangelnde
Transfektionseffizienz von pEYFP-MR, eine herabggse Expression oder ein
schnellerer Abbau von EYFP-MR. Auch die AldosteEEmpfindlichkeit kénnte
herabgesetzt sein. Diese Altersgrenze muss bd?ldaung weiterer BRET-Assays mit
dem MR bedacht werden.

Nach erfolgreicher Etablierung einer Positiv-Kotirdfir ein BRET-Assay des MR
konnen weitere Anwendungsmdoglichkeiten bedacht ererdVon Interesse ist
beispielsweise  die  Untersuchung der Heterodimeusgg mit dem
Glukokortikoidrezeptor. Da nach den Ergebnissen SE&P-Interaktionsassays eine
Interaktion von HisGR und Rluc-MR anzunehmen iéfyrite in einem nachsten Schritt
die Dimerisierung von GR und MR in einem BRET-Expemt betrachtet werden. Im
Hinblick auf nicht genotrope Effekte des MR sinditexe interessante Anwendungen
die moglichen Interaktionen beispielsweise mit deBRK-Signalweg und dem EGF-
Rezeptor. Hier konnen mit BRET direkte Interaktiorewischen den Proteinen oder

auch relevanten Proteinteilen untersucht werdern. éBRET besteht auflerdem die
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Moglichkeit, einen Zeitgang zu betrachten und sesagen dartber zu treffen, ob es
sich um fortgesetzte oder schnelle Interaktionendbd. Auch die Einflussnahme
anderer Agenzien kann in diesem System direkt sotdt werden. Es sollte
letztendlich mdglich sein, Signalwege als liickeald&ette von Proteininteraktionen

darzustellen.
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5. Zusammenfassung

Das Mineralokortikoid Aldosteron ist ein wichtigeRegulator der Salz- und
Wasserhomoostase und damit auch des Blutdruckse Sghysiologische Wirkung
entfaltet es Uber den Mineralokortikoidrezeptor (MRindem es zu einer
Homodimerisierung bzw. Heterodimerisierung mit dé&ukokortikoidrezeptor fuhrt.
Zudem sind die pathophysiologischen Wirkungen d&ogterons beispielsweise auf
das Herz-Kreislauf-System in den Focus gerucktcheszumindest teilweise auch vom
MR abhéngig sind. Zur weiteren Charakterisierungesei Signalwege sollen
Interaktionen des MR mit mdglichen Zielproteineneansucht werden.

Biolumineszenz Resonanz Energietransfer (BRETgiis¢ Methode zur Untersuchung
von Proteininteraktionen. Um ein BRET-System fin ddR zu erstellen, wurde der
MR an eine Renilla Luciferase (Rluc) einerseits ulad enhanced yellow fluorescent
protein (EYFP) andererseits gekoppelt. Beide Fusgosteine wurden auf ihre
Funktionalitat und Interaktion hin Uberpruft.

Befinden sich die Fusionsproteine in raumlicher &Jalregt das von der Luciferase
emittierte Licht das fluoreszierende Protein ans Bas Fluoreszenz und Lumineszenz
berechnete BRET-Signal steigt und weist damit &nd €roteininteraktion hin. Ansatze
ohne fluoreszierenden Akzeptor korrigieren unspeie Signalanderungen.

Wir untersuchten den Effekt von Aldosteron und deXldosteronantagonisten
Spironolacton sowie von Geldanamycin, das eine d2zision des MR von den
Hitzeschockproteinen im Zytoplasma bewirkt. Aldoste fihrte zu einer Steigerung
des BRET-Signals, was die bereits bekannte Interakier Fusionsrezeptoren auch im
BRET-System bestatigt. Geldanamycin bewirkte ebntane Signalsteigerung. Die
gleichzeitige Gabe der beiden Substanzen sowi&dl®e von Spironolacton bewirkte
keine Veranderung des BRET-Signals. Als Negativialiet verwendeten wir ein
System mit an EYFP gekoppeltem MR und ungekoppdlieriferase, also ohne
Interaktionspartner fur den EYFP-MR. Keine der olgamannten Substanzen fiuhrte
hier zu einer Anderung des BRET-Signals.

Das BRET-System kann damit die Grundlage fur digetduchung der Interaktionen

des MR mit weiteren Zielproteinen darstellen.
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