Aus dem Institut fir Tierhaltung und Tierzucht
der Universitat Hohenheim
Fachgebiet Tierhaltung und Leistungsphysiologie

Prof. Dr. R. Claus

DER GLUCOCORTICOIDREZEPTOR DES SCHWEINS:
HERSTELLUNG UND CHARAKTERISIERUNG EINES POLYKLONALEN ANTISERUMS, SOWIE
STUDIEN ZUR VERTEILUNG DES GCR IM INTESTINALTRAKT VON EBERN UND KASTRATEN

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Agrarwissenschaften

vorgelegt der
Fakultat Agrarwissenschaften
Universitat Hohenheim

von
Monika Gutscher

Diplom Agrarbiologin

aus Schwieberdingen

2002



Die vorliegende Arbeit wurde am 15.07.2002 von der Fakultét Agrarwissenschaften der
Universitat Hohenheim als ,Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der
Agrarwissenschaften® angenommen.

Tag der mindlichen Prifung: 16.09.2002

Dekan / Prodekan: Prof. Dr. Dabbert / Prof. Dr. B6hm
Berichterstatter, 1. Prifer: Prof. Dr. Claus
Mitberichterstatter, 2. Prifer: Prof. Dr. Miller

3. Prifer: Prof. Dr. Besei



Meiner Grossmutter, Johanna Rothacker



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS
L = I8 1 U N U 1
2 LITERATURUBERSICHT ..uuuiiieetitaeeeeeettia e e e eeeens e e e eeesn s e eeeeennaeeeeeeenns 2
2.1 UBERSICHT ZUR PHYSIOLOGISCHEN BEDEUTUNG DER GLUCOCORTICOIDE ........ 2
2.1.1  Bedeutung der Glucocorticoide fur den Energiestoffwechsel..................... 3
2.1.2  Wirkungen auf das ImmunSyStem .............uuuuuimiiiiiiiiiiiiiiiies 5
2.1.2.1 Beeinflussung der Lymphozytenfunktion.............cccoeeeeiiiiiiiiiiiiii e 5
2.1.2.2 Anti-inflammatorische und antiphlogistische Wirkung der GC.................... 6
2.2 BEDEUTUNG DER GC IN DER REGULATION DES ZELLZYKLUS ...ccceerviiiiiiieeeeenen. 7
2.2.1 Regulatorisches Prinzip fortlaufender Umbauprozesse ............cccccceeeeennne 7
2.2.2 Bedeutung der GC in der Regulation des Mitose-Apoptose-

(C =T To] o ToA N Tod | SR 8
2.2.2.1 Beeinflussung der MItOSE .......ccouiiiiiiiiiiiiiiiie e 10
2.2.2.2 Beeinflussung der Differenzierung ...........cccceeeeeemeeemmmmmiiiiiiiiiiieees 10
2.2.2.3 Beeinflussung der APOPLOSE ....coeeeiiiiiiiiiiiiiieiee et 11
2.2.2.4 Dialog und Interaktionen: Mitose - Differenzierung - Apoptose................. 13
2.3 MECHANISMEN UND REGULATION DER GLUCOCORTICOIDWIRKUNG................. 14
2.3.1 Bildung und Freisetzung der Glucocorticoide............ccccevrreeeriiiiiiiiieeeennnn. 14
2.3.1.1 Biosyntheseweg der GIUCOCOIICOIAE ........ceeriiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 14
2.3.1.2 Regulation der Glucocorticoidsekretion............ccovieiriiiiiininniiee, 14
2.3.2 Allgemeine Ubersicht Gber die Rezeptor-vermittelte Wirkung

Lo =T g €T SRS 17
2.3.2.1 Aktivierung des GlucocorticoidreZeptors ........coovuiiiiiiiiiieieeeieiiiieeeeee 17
2.3.2.1.1  DNA-Bindung Uber glucocorticoid responsive elements (GRE) ........... 18
2.3.2.1.2 Protein-Protein-Interaktionen .............cccccueeeeiiiiiiiiiiiies 21
2.3.3 Der GCR als Mitglied der intrazellularen Hormonrezeptoren ................... 22
2.3.3.1 Aufbau des GCR .......uuuiiiiiiiiiii e 23
2.3.3.1.1 Aufbau GCR-Gens und der Genprodukte ............cceeeeeeeeeriiiiiiiieeeeenn. 24
2.3.3.1.2 Funktionelle Eigenschaften der Subdomanen.............ccccccceccninnnnnnnnns 25
2.3.3.2 Quartérstruktur und Faltung des GCR ..o 27
2.3.3.3 Intrazellulare Lokalisation des GCR...........uuuuiiiiiiiiiiiiiis 29
2.3.4 Steuerung der Glucocorticoidwirkung und gewebsspezifische

GlucocorticoidsensitiVItat..............ueeiiiiiiii e 31
2.3.4.1 Bioverflgbarkeit des HOrMONS .........ccuiiiiiiiiiiee e 31
2.3.4.2 Gewebsspezifische Rezeptorverteilung ..o 31
2.3.4.3 B-Rezeptor ISOfOrM ... 32
2.3.4.4 Heterodimerization des GCR mit anderen Steroidrezeptoren.................. 32
2.3.4.5 Gewebsspezifische Coaktivatoren ............cccccceiiiiiiiiiiiiiee e 33
2.4 SPEZIELLE BEDEUTUNG DER GLUCOCORTICOIDE IM INTESTINALTRAKT ............ 34
2.4.1  FUunktionen des Darms ..........uuuuuuurmiiimmiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeinenneeeeneennnneneennnnnne 34
2.4.1.1 Verdauungsphysiologische Aufgaben ............cccouiiiiiiiiiiiiieeee 34



Inhaltsverzeichnis

2.4.1.2 Immunologische Funktion des Darms ............ccccovmieeiiiiiiinicciieeeeee e 35
2.4.2 Kompartimentierung des Darms........cccoevvviiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 36
2.4.3 Bedeutung der GC im Rahmen der Regulation des Zellturnovers

1 0 7= g o 38
3 ZIEL DER UNTERSUCHUNGEN ....cccttittuuuiiaaeeaaeeeeeeeinnniaaaeeeaeaeeeeeennnns 40
4 MATERIAL UND METHODEN......ccittiiiiinuiieae e e e eeeeeeeiniee e e e e e e e eeeeennnns 41
4.1 (G =PSRN 41
4.2 CHEMIKALIEN, ENZYME, REAKTIONSKITS UND ANTIKORPER ......ccvverireieeeeennnne 42
4.3 BAKTERIENSTAMME, PLASMIDE UND OLIGONUKLEOTIDE.......cccvvvuueeeeeeaaeeeennnns 44
4.4 VERSUCHSTIERE — GEWEBEPROBEN .......cuvitieeiiiiieeeesnnreeeeessneeeeessnnneeeeeesnnnns 46
441 Lebergewebeproben ... 46
4.42 Thymusgewebeproben........cccccoviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 46
4.4.3 DarmgewebeprObEN ...t 47
4.5 MOLEKULARGENETISCHE TECHNIKEN ....vvtieeiiitiereeesnieeeesennneeeeessnnnneeeeesneeeeas 49
4.5.1 Isolation von NUKIEINSAUIEN .......ccovvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49
4.5.1.1 RNA Isolation aus GEWEDE .........cceeviuiiiieiiiiiie e 49
4.5.1.2 DNA Isolation aus GEWEDE ...........ccevvviiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 49
4.5.1.3 PlasmidiSOlation .........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 50
4.5.1.3.1 MiNIiPraparation ...........eoooioo oo 50
4.5.1.3.2 Maxipraparation ..........oeeiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee ettt 50
4.5.1.4 Aufreinigung DNA-haltiger LOSUNGEN ......coooiiiiiiiiiieiieee e 51
4.5.1.4.1 PEG-Praziptation. ... 51
4.5.1.4.2 Ethanolféllung der Sequenzierprodukte ...........ccccoveeiiiiiiiiiiiiieeneeees 51
4.5.1.4.3 Gelelution aus AQaroSEgelen ...........ovveviiiieiei i 51
4.5.2 Agarose-Gelelekirophorese..........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 52
4.5.2.1 Denaturierende RNA-Agarose-Gelelekirophorese ...........ccccoccevircneennnen. 52
4.5.2.2 DNA-Agarose-Gelelektrophorese.........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 52
4.5.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren .........cccccccvvvveiieiiieeenennenn. 53
4.5.3.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung ..........ccccccoiiiiiiiiiinns 53
4.5.3.2 Konzentrationsbestimmung im Agarosegel ........ccccveveeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeene 53
4.5.4  CDNA-SYNINESE.. ..o 54
4.5.4.1 Reverse Transkriplion ........ooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 54
4.5.4.2 Polymerasekettenreaktion ...........ccuuuiiiiiiiiiiiiii e 54
4.5.4.2.1 Aktin-Amplifikation - Kontrolle der cDNA-Synthese.........cccccccceveeerenns 55
4.5.4.2.2 pGCR-AMPIfIKALON.....eiiiiiiiiiie e 55
4.5.4.2.3 Primerdesign und pGCR Antigenfragment Amplifikation...................... 56
4.5.4.2.4 Screening auf positive pGEM und pET Klone ..o, 57
T (4[] 0 1= (] o T RPN 58
4.5.5.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen .........cccccccvveveveveeennen.. 58
4.5.5.2 Klonierung des gcrmr PCR-Produktes in den pETH-2a-Vektor................ 58
4.5.5.3 Klonierung des gcr2,1 PCR-Produktes in den pGEM Teasy Vektor......... 59



Inhaltsverzeichnis

4.5.5.4 Transfer von DNA N E. COli....eeuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 59
4.5.5.4.1 Chemische Transformation in E. coli XL1 Blue.........cccccoeeviiiiiiiennnn.n. 59
4.5.5.4.2 EleKIropOration.............uuueuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 60
455421 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen...............ccccccoc. 60
455422 TranstormMation .............eeeeeii 60
4.5.5.5 PlasmidvermMenrung .......cccuuueiiiiiiiaiiiiiee e 61
4.5.6 Sequenzanalyse doppelstrangiger DNA .......cccoviiiiiiie e 61
4.5.7 Rekombinante EXPression ... 62
4.5.7.1 Kultivierung im Schittelkolben ...........oocveivi i 62
4.6 PROTEINANALYTISCHE METHODEN.......cuttititiaeeiiiiiiiiieeeea e e e e e s eeeae e e 63
4.6.1 Herstellung von Cytosol- und Kernfraktionen............cccccoiieeiiiiiienennne 63
4.6.2 Radioaktive Markierung des cytosolischen GCR .........ccccccoiiiiiiiiiiiiennnnn. 63
4.6.3 Aufreinigung rekombinanter Proteine aus E.coli-Kultur..............ccccceeee. 64
4.6.4  DIAIYSE .o 65
4.6.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)........cccccooiiiiiiiiiiiiieeennn. 65
4.6.5.1 Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen..........ooocciiiiiieiiiiiiiiiiiieeee. 66
4.6.5.2 Molekulargewichts-Standards..........cccccceeieiiiiiiii e 66
4.6.5.3 Probenvorbereitung und —auftrag..........cceeeeviiiiiiiiiii e 67
4.6.5.3.1 EXpressionskontrolle.............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii 67
4.6.5.3.2 Aufreingung des rekombinanten pGCRmr Proteins..........ccccccecvnnnnnnes 67
4.6.5.3.3 Verdinnungsreihe pGCRmr und cytosolisches Protein...................... 68
4.6.5.3.4 Bestimmung der Anti-pGCRmr-IgG-Bindungskapazitat....................... 68
4.6.5.3.5 Semiquantitative Bestimmung der GCR Verteilung im Darmtrakt........ 68
4.6.5.3.6 Wanderung des radioaktivmarkierten GCR im Polyacrylamidgel......... 69
4.6.5.4 Bedingungen der Elektrophorese............ccccociiiiiiiiiii i 69
4.6.6 Coomassie Blau FArDUNG........ccoiiiiiiii e 69
4.6.7 Western BlOtiNg ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii 70
4.6.8 Lokalisierung des ®H-Dexamethason markierten GCR auf Nitrocellulose
MEMDIANEN ... 71
4.7 HERSTELLUNG EINES POLYKLONALEN ANTISERUMS .......outeeeaiirieeaeaieeeaae e 72
o B 10 010 0 UL TS T=T U o TR 72
4.7.2  1gG Prazipitation.......cooiiiiiieeeee e 72
4.8 IMMUNOLOGISCHE METHODEN ......cetieiiiiieeessseieeaeeaneeeeaessnneeeeesnnseeeeessnnsenens 73
4.8.1 Immunodektion von immobilisierten Proteinen auf Membranen............... 73
4.8.2 Strippen vON Membranen...........cooviiiiiiiiiiiiee e 73
4.8.3 Nachweis der Antigen Expression in E.coli mit Anti-His-AntikOrpern ....... 74
4.8.4 Charakterisierung des Anti-pGCR-IgG.......coooiiiiiiiii e 76
4.8.4.1 Detektion des pGCRMI-ANLIGENS ......cooviiiiiiiiiiie e 77
4.8.4.2 Detektion des denaturierten pGCR ... 77
4.8.4.2.1 Spezifikation der Antigen-Antikérper-Reaktion..........ccccceeevviiiiiieeennnn. 77
4.8.4.2.2 Optimierung der AntikdrperverdlnnuNng ..........occceviieieeieeeeenniieieeeeeene 78
4.8.4.2.3 GCR Verteilung im Darmtrakt ..........cccooeiiiiiiiiiiii e 79
4.8.4.3 Detektion des nativen pGCR - Immunprazipitation ............ccccoiiiiiieeenn.n. 79
4.8.4.4 BiolumineszenzfilmentwiCKIUNg..............uuuuiiiiiiiiiiiiiii 80
4.8.5 Immunhistochemischer Nachweis Des GCR..........cccccociiiiiiiiiiiiiiieennn. 81
4.8.5.1 Herstellung von Gewebsschnitten............coooviiiieiiiccine e 81
4.8.5.2 Immunhistochemische Farbung des GCR ..., 81



Inhaltsverzeichnis

O ERGEBNISSE....ccttuuiiieiiiitiia e e eetii e e e e ettt e e e e e et e e e et e e e e e ean e 84
5.1 ANALYSE DER CDNA DES PORCINEN GCR (2,1 KB) ...eovvveeeeeiiiieee e 84
5.1.1  RNA Isolation und cDNA-SYNtheSe ........ccooiiiiiiiiiiiieeeeeee e 84
5.1.2 Amplifikation eines 2,1 kb cDNA-Fragmentes des porcinen GCR............ 84
5.1.3 Klonierung des pGCR2,1 Fragments in pGEM-Teasy® und

Transformation iN E. COl......ouuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 85
5.1.4  PlasmidiSOlation ........coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 87
5.1.5  SEQUENZANAYISE.....eeiii ittt e 87
5.1.5.1 Sequenzierkonstrukt und Strategi€ ..........cooviiiiuiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 87
5.1.5.2 Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosdurensequenz des

POrcineN GCR (2,1 KD) ... 88
5.1.5.2.1 Speziesvergleich des GCR auf nt-Ebene.........ccccccoiiiiiiiiiiiinnnnnn, 92
5.1.5.2.2 Speziesvergleich des GCR auf as-Ebene.........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiinnnnen. 93
5.1.5.3 Strukturanalyse des GCR2.1.......cooo i 98
5.2 SYNTHESE DES PGCRMR ANTIGENS ......uuiiiiiiiiiaeeee et e e eee e 100
5.2.1  Amplifikation des pGCRmMr Gens (germr) .......cccueeeeeieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 100
5.2.2 Klonierung des pGCRmr Gens in pETH-2a und Transformation in

L ote ) I I = U= 101
5.2.2.1 Restriktionsverdau der gcrmr cDNA und des pET Vektors.........c........... 101
5.2.2.2 Ligation und Transformation............ceeevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 101
5.2.3 Sequenzanalyse des pPETGCRMI ......cooiiiiiiiiiiiiii e 103
5.2.3.1 Nukleotidsequenz des GCRMI GENS .........ccvviieiiiiiiieeiiiiieee e 103
5.2.3.2 Expressionskonstrukt und Expressionsstrategie ...........oocccuiiieeenniinnnns 103
5.2.4 Transformation des pETGCRmr Konstruktes in

E.COli BL2T(DES)PLYS ..eeieiiiiiiiiiiiiieeee et 105
5.2.5 Expression und Aufreinigung des pGCRmr Proteins..........ccccoccvveeennnee. 105
5.2.5.1 Charakterisierung des Expressionsprodukts mit Anti-His-Antikdrpern ...109
5.3 CHARAKTERISIERUNG DES POLYKLONALEN ANTISERUMS........ccevreereeereannnnne 110
531 Western bIOt ..o 110
5.3.1.1 Western blot Antigen ..o 110
5.3.1.2 Western blot mit radioaktiv markiertem Rezeptor und

SzZINtilatioNSMESSUNG....cieeieeee et e e e e e enees 111
5.3.1.3 Western blot mit cytosolischem Thymusprotein ...........ccoocciiiiieeennns 112
5.3.1.4 Optimierung der Antikérperkonzentration............cccceeeeeiiiiiiiiiiiiinnnee s 113
5.3.2 Immunprazipitation mit aktiviertem und inaktiviertem Rezeptor.............. 114
5.3.3 Immunhistochemische Anwendung des Anti-pGCR-IgG..........ccccce....... 117
5.3.4 Charakterisierung des GCR im Intestinaltrakt unter dem Einflu3 von

JAN e | foTo [T o 1T o HO PP 119
5.3.4.1 Bestimmung des immunreaktiven in den Zellkompartimenten und

Darmabschnitten GCR mittels Western blot ... 119
5.3.5 Charakterisierung des immunreaktiven GCR im Intestinaltrakt

unter dem EinfluB von ANdrogenen...........cccooi s 120



Inhaltsverzeichnis

6.1

6.2
6.3

6.4
6.5

9

DI ES] U] (0] RN

ZUR BEDEUTUNG DER VERFUGBARKEIT EINES SCHWEINESPEZIFISCHEN
GOR-ANTISERUMS .ttt e

MOLEKULARGENETISCHE ANALYSE DES PORCINEN GCR .........ccccoviiiiiiinnnnans

REKOMBINANTE EXPRESSION DES ANTIGENS UND HERSTELLUNG DES
POLYKLONALEN ANTISERUMS ... ettt ettt e et e e eae e e et aeeaeetaeeaseneeeaeeasenaeeasenseearenees

CHARAKTERISIERUNG DES POLYKLONALEN ANTISERUMS.....cccceeeieiiiiiiiiieeeennn.

REZEPTORVERTEILUNG IM GASTOINTESTINALTRAKT UNTER DEM EINFLURB
VON ANDROGENEN ... ettt ettt et e e e et

ZUSAMMENFASSUNG . .. ettt ettt e e e e et e e e e e e e e e e eaeaeenanees

YUY 1Y 7Y = 1 2R

LITERATURVERZEICHNIS. ...ccutuiieeieiitiiee e e e et e e e e e e e e e e e eeane e



Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

AR Andorgenrezeptor

AS Antiserum

bp Basenpaare

BPB Bromphenolblau

cDNA komplmentare DNA

CdsDNA Konzentration doppelstrangiger DNA
CssDNA Konzentration einzelstrangiger DNA
CRNA Konzentration RNA

dATP 2’-Deoxyadenosin 5’-Triphosphat
dCTP 2’-Deoxycytidin 5’-Triphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP 2’-Deoxyguanosin 5’-Triphosphat
DNA Desoxyribonucleinsaure

dNTP 2°,3"-Didesoxy-Nukleosid-5"-Triphosphat
DTT Dithiothreitol

dTTP 2’-Deoxythymidin 5’-Triphosphat
EDTA Ethylendinitrolotetraessigséure
EGF Epidermaler Wachstumstfaktor

ER Ostrogenrezeptor

EtOH Ethanol

FPS Fraktionelle Proteinsynthese

GB Gesamtbindung

GC Glucocorticoide

GCR Glucocorticoidrezeptor

GH Growth hormone, Wachstumshormon
HBD Hormonbindungsdomane

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactosid

IGF-1/11 Insulinartiger Wachstumsfaktor I/l
V. intra vends

Kg Dissoziationskonstante

LBD Ligandenbindungsdomane

MR Modulatorische Region

mRNA messenger RNA

NSB unspezifische Bindung

oD Optische Dichte

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

pGCR porciner Glucocorticoidrezeptor

PR Progesteronrezeptor

RNA Ribonucleinsaure

RNAse Ribonucleinsaurespaltendes Enzym
RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfat

TAD Transaktivierungsdoméne

Tris Tri-(hydroxymethyl).aminomethan
Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolettes Licht

(V/V) Volumenprozent; mL pro 100 mL
(W/v) Gewichtsprozent; mg pro 100 mL
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indol-B-D-galactosid

W






Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Spezies Schwein ist eine der wichtigsten, landwirtschaftlichen
Nutztierarten und tragt mit dber 50 % am meisten zur Fleischversorgung der
Bevolkerung bei. Dem entsprechend hat die zuchterische Entwicklung des
Schweins, insbesondere die Steigerung des Fleischansatzes auf Kosten des
Fettansatzes in den vergangenen Jahrzehnten eine besondere Forderung
erfahren. In Zusammenhang damit haben auch die Regulationsmechanismen
anaboler Stoffwechselvorgange, d.h. insbesondere die hormonal gesteuerte
Forderung der Proteinsynthese und des Proteinansatzes, im Rahmen der
Grundlagenforschung besondere Aufmerksamkeit erlangt. Weit weniger ist
bekannt, dass durch Zichtung offenbar das Sekretionsniveau der Neben-
nierenrindenhormone (Glucocorticoide), die das Leithormon fir katabole, d.h.
proteinabbauende Prozesse, darstellen, erheblich reduziert wurde. Wahrend die
Rolle der Glucocorticoide im Rahmen der Bewaltigung von Belastungssituationen
(,Stress®) vielfach bearbeitet wurde, haben die vielfaltigen Stoffwechselprozesse,
die durch Glucocorticoide wesentlich beeinflusst werden, beim Nutztier nicht die
gebuhrende Aufmerksamkeit erfahren. Insbesondere besteht die Gefahr, dass
eine genetische Reduzierung der Cortisolsekretion ihre essentielle Funktion im
Rahmen der Steuerung von Zellzyklen und Differenzierungsvorgangen in nahezu
allen Organen ins Defizit gebracht hat und damit Ursache flr unerwiinschte
Nebenfolgen der Zichtung auf Fleischleistung sein kdonnte.

Die Bearbeitung der speziellen Funktion der Glucocorticoide beim Nutztier
Schwein bedarf eines geeigneten methodischen Repertoires. Hierflir sind
radioimmunologische MeRverfahren fur periphere Cortisolkonzentrationen seit
langerem etabliert. Auf Gewebsebene war die Darstellung der Cortisolrezeptoren
lange Zeit vorrangig auf Bindungsstudien (cytosolischer Rezeptor) angewiesen.
Neuerdings ergeben sich durch Entwicklungen der Molekularbiologie
Maoglichkeiten zur Expression von speziesspezifischen Rezeptorproteinen und
darauf aufbauend die Entwicklung von Antiseren und deren Einsatz fir
immuncytochemische Verfahren. Allerdings sind aufgrund der speziesspezifischen
Unterschiede in der Aminosauresequenz Antiseren von anderen Spezies nicht auf
das Schwein zu Ubertragen.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, zunachst eine Ubersicht
uber die Rolle der Glucocorticoide im Rahmen des Gesamtorganismus
vorzustellen und darauf aufbauend das methodische Repertoire durch Erfassung
der Aminosauresequenz des schweinespezifischen Glucocorticoidrezeptors,
seiner rekombinanten Expression und die Erzeugung eines Antiserums zu
erweitern. Mit Hilfe der erzeugten Antiseren sollten dann erste Nachweisverfahren
in Geweben des Schweins dargestellt werden.



Literaturtbersicht

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 UBERSICHT ZUR PHYSIOLOGISCHEN BEDEUTUNG DER GLUCOCORTICOIDE

Glucocorticoide (GC) spielen eine wichtige Rolle bei der Anpassung des
Stoffwechsels an variable Anforderungen und tragen generell zur
Aufrechterhaltung unterschiedlichster Stoffwechselbereiche bei. Sie ermdglichen
es dem Organismus auf umweltbedingte Veranderungen zu reagieren, in dem sie
das Profil der Gentranskription an die aktuelle physiologische Situation anpassen.
Diese Wirkung ist als Antwort auf Stresssituationen gut dokumentiert. Physische
und emotionale Stressoren fuhren uber die nervose Aktivierung der Hypothalmus-
Hypophysen-Nebennierenmark-Achse zunachst zu Katecholamin-abhangigen
Sofortreaktionen. Daraufhin wird durch die ACTH vermittelte GC Freisetzung die
Homobostase von immunen, nervosen und endokrinen Reaktionen
wiederhergestellt und insbesondere die Wiederherstellung verbrauchter
Energieressourcen durch die Gluconeogenese aus unterschiedlichsten Substraten
veranlasst. Diese Wirkungen auf den Intermediarstoffwechsel werden seit dem 19.
Jahrhundert untersucht und sind hinreichend dokumentiert (SCHLAGHECKE,
1992).

Die Wirkungen auf verschiedene Zellen des Immunsystems, dienen dem
Organismus als Schutz vor einer Uberreaktion bei Infektionen. Diese
immunsuppressiven Eigenschaften werden bei einer Reihe von Erkrankungen
therapeutisch genutzt und waren zu Beginn der Organtransplantationen die
therapeutische Basis, um AbstolRungsreaktionen zu verhindern.

Neben den Aufgaben zur Stressbewaltigung und Immunsuppression, durch
hohe GC-Konzentrationen ausgeldst, haben ,physiologische“ Konzentrationen
essentielle Regulationsaufgaben im Rahmen der Proliferation und Differenzierung
verschiedener Zelltypen. In vitro Studien zeigen zudem, dass GC auch in der
Regulation des Zelltods (Apoptose) beteiligt sind, woraus sich ihre katabole
Wirkung erklart. Die Bedeutung dieser Effekte im Rahmen der Zellzyklusregulation
ist jedoch weiter durch in vivo Versuche zu belegen und bedarf eines erganzenden
analytischen Instrumentariums.
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2.1.1 BEDEUTUNG DER GLUCOCORTICOIDE FUR DEN ENERGIESTOFFWECHSEL

Der Name Glucocorticoide weist bereits auf ihre zentrale Bedeutung in der
Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels hin, die sich in der Beeinflussung der
Gluconeogenese manifestiert (MUNCK & GUZRE, 1986; DOCKE, 1996).

GC tragen zur Bereitstellung von Energie bei, indem sie die hepatische
Glucoseproduktion durch ihre katabole Wirkung auf den Protein-, Fett- und
Nukleinsaurestoffwechsel in peripheren Geweben wie Muskel, Haut, Fettgewebe,
lymphatischen Geweben und Bindegewebe steigern und somit die
Substratverfigbarkeit verbessern. Diese freigesetzten glucoplastischen Substrate
flieRen Uber Pyruvat oder den Zitronensaurezyklus in die Gluconeogenese, d.h.
die Glucose- und Glykogenproduktion aus Proteinen in der Leber ein und tragen
damit zur Aufrechterhaltung des Blutzuckerspiegels bei. Die katabole Wirkung auf
das Fettgewebe beruht auf einer GC vermittelten Anderung der Sensitivitat
gegenuber lipolytischen Hormonen wie z.B. Wachstumshormon (GH).
Freigesetztes Glycerol wird Uber Triosephosphat in die Gluconeogenese
eingeschleust, freie Fettsauren Uber Acetyl-CoA (Abbildung 1:).

In der Leber werden gluconeogenetische Schlisselenzyme, wie die
Glucose-6-Phosphatase, die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPCK), die
Serin-Dehydratase und Tyrosin-Aminotransferase durch GC aktiviert. Die
gesteigerte Enzymaktivitat resultiert aus einer verbesserten Gentranskription
(MILLER & TYRREL, 1995; BERGER et al., 1996; ORTH & KOVACS, 1998). Bei
Mausen mit einem Gendefekt fur den Glucocorticoidrezeptor ist die Induktion
gluconeogenetischer Enzyme beeintrachtigt (TRONCHE et al., 1998). Somit leiten
GC in peripheren Geweben eine katabole Stoffwechselsituation ein, wahrend sie
in der Leber eine proteinanabole Wirkung aufweisen (DOCKE, 1996).

Die neu gebildete Glucose wird zum Teil als Glykogen in der Leber
gespeichert oder je nach Bedarf direkt in die Blutzirkulation abgegeben. Aus einer
Uberkompensation durch vermehrte Ausschittung des antagonistisch wirkenden
Insulins kann durch gleichzeitige Herabsetzung der Insulinempfindlichkeit in der
Peripherie die Stammfettsucht resultieren (TRONCHE et al.,, 1998). Die
Glucoseaufnahme wird durch die Synthesehemmung von  Glucose-
transportmolekulen stark reduziert und somit die Glucoseutilisation gehemmt
(LENZEN et al., 1984; SCHLAGHECKE, 1992). Zudem wirken GC differenzierend
auf neu gebildete Adipozyten (RAMSAY et al., 1989).



Literaturtbersicht

GC
Glycogen .
Glucose- 6-Ph'osphatL> Glucose
; 1 9 T,
Fructose-1,6-Diphosphat e GC
l 4
Triosephosphat Glycerol
| 4

v !
Phosphoenolphosphat

G I / Lactat

---------- R Pyruvat e
(2] \ Alanin
1 \ Serin
Acetyl-C \
Aspartat
Oxalacetat \ Fettsauren
Citronensaure  Citrat
Zyklus
rProIin
Hydroxyprolin
Succinat Ketoglutamat <—= = Glutamat™| Histidin
l\\/ Ornithin
\Arglnln

. Valin
Propionat .
Isoleucin

Abbildung 1: Einmindung glucoplastischer Substanzen in den Syntheseweg
der Gluconeogenese. Schlusselenzyme sind durch dicke Pfeile gekennzeichnet:
O Pyruvat-Carboxylase, ® Phosphoenolpyruvat-Carboxylase, ® Fructose-1,6-
Diphosphatase, ® Glucose-6-Phosphatase, ® Serin-Dehydratase. Direkte GC-
Beeinflussung von Enzymaktivitaten ist Gber gestrichelte Pfeile dargestellt.
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2.1.2 WIRKUNGEN AUF DAS IMMUNSYSTEM

Neben ihrer zentral katabolen Rolle in der Regulation des Stoffwechsels,
besitzen GC in pharmakologischer Dosierung eine immunsuppressive und anti-
inflammatorische Wirkung und fihren zu einer ausgepragten Involution der
lymphatischen Organe (SCHRECK, 1993). Diese immunsuppressiven
Eigenschaften der GC werden seit Ende der 50er Jahre bei einer Reihe von
Erkrankungen therapeutisch genutzt. Indikationsgebiete sind z.B. allergische
Erkrankungen (Colitis ulcerosa, Enteritis regionalis Crohn), speziell auch
Autoimmunerkrankungen, Lungenerkrankungen (Asthma bronchiale),
Blutkrankheiten (Leukadmie), Haut- und Augenerkrankungen sowie (friher)
Organtransplantationen (SCHLAGHECKE, 1992).

Erste GC-Applikationsversuche wurden bereits 1936 von SEYLE an Nagern
durchgefuhrt und dabei zytolytische Effekte bei Thymozyten und leukdmischen
Zellen beobachtet. In vitro Versuche mit lymphoiden Zelllinien zeigten, dass GC
die Mediatoren der letalen Effekte sind. Im Umkehrschluss konnten TRONCHE et
al. (1998) erstmals durch Knock-out Mause, die einen Defekt im
Glucocorticoidrezeptorgen aufweisen, die Apoptose von T-Zellen aufheben.

1.1.1.1 BEEINFLUSSUNG DER LYMPHOZYTENFUNKTION

Cytokine umfassen Monokine, von Monozyten und Makrophagen
stammende Mediatoren und Lymphokine, von Lymphozyten stammende
Mediatoren (TURNBULL & RIVIER, 1999). Sie vermitteln viele Prozesse der
spezifischen Immunreaktion, wie z.B. B- und T-Zellwachstum und Differenzierung
und Aktivierung von Effektorzellen und spielen somit eine wesentliche Rolle bei
der Aktivierung des Immunsystems (DOCKE, 1996). Sie induzieren die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren, die die Expression von Zielgenen modulieren. Die
immunsuppressive  Wirkung der GC erfolgt Uber die Repression der
Cytokinsynthese durch genomische und nicht-genomische Aktionen, wodurch
diese in ihrer Wirkung gehemmt werden (REFOJO et al.,, 2001). Beeinflusst
werden z.B. folgende Cytokine Uber Synthesehemmung oder Hemmung der
Wirkung: Bradykinin, tumor necrosis factor (TNF), transforming growth factor
(TGF)-B, Eicosanoide, y-Interferon, Interleukin | (IL-1) und Interleukin Il (IL-2)
(SCHLAGECKE, 1989; SCHAEFFER et al., 2000).

Ein Mechanismus bei T-Zellen ist die Hemmung des nuclear factor kappa B
(NF-kB). NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der eine zentrale Rolle in der Cytokin-
Genexpression einnimmt (ORTH & KOVACS, 1998, ALMAWI & MELEMEDJIAN,
2002; HECK et al., 1997). Allerdings fordern Cytokine selbst GC an, um den
Organismus vor einer immunen Uberreaktion zu schiitzen. Interessant stellt sich
die Beeinflussung der B-Zell Entwicklung dar. Wahrend die Aktivierung und
anschlieBende Proliferation durch GC inhibiert werden, reagieren Zellen im
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Differenzierungsstadium weniger sensitiv. Die Produktion der Immunglobuline wird
sogar verbessert. In einigen lymphoiden Geweben kann der Zelltod von
immaturen B-Zellen durch GC induziert werden. Dieses Phanomen der
Stammzellapoptose ist auch in anderen Organsystemen, wie z.B. im Darm
bekannt. Bei Monozyten wird durch Hemmung der Wirkung des colony stimulating
factors (CSF) die Proliferation gestoppt, zudem wird ihre Differenzierung zu
Makrophagen und deren phagozytotische und zytotoxische Funktion gehemmt.
Der Einfluss basaler Konzentrationen auf das Immunsystem wird weiter stark
diskutiert.

2.1.2.1 ANTI-INFLAMMATORISCHE UND ANTIPHLOGISTISCHE WIRKUNG DER GC

GC hemmen das Einwandern von Zellen und Flussigkeit aus dem
intravaskularen Raum in das Gewebe. Diese anti-inflammatorischen Effekte
beruhen zum Teil auf der Inhibierung der Histaminwirkung, wodurch die vaskulare
Permeabilitat reduziert und die Bildung von Odemen unterbunden wird
(SCHLAGHECKE, 1989). Weiterhin wird die vasodilatorische Wirkung von
Prostaglandin (PG) unterdrickt. Im Detail: durch Inhibition der Phospholipase A,
ein Schlisselenzym des Cyclooxygenasewegs, hemmen GC die Synthese von PG
und anderen Arachidonsaure Derivaten. Es ist nicht geklart, ob GC die
Phospholipase A oder die Phospholipase A-Inhibitor Biosynthese regulieren oder
beides. Ein weiterer Mechanismus ist die Hemmung des Plasminogen Aktivators
(PA), der Plasminogen zu Plasmin aktiviert, welches Plasmaglobulin in potente
Kinine spaltet, die vasodilatorisch wirken und die Kapillarpermeabilitat erhdhen.
Die antiphlogistische Wirkung wird durch Hemmung der Fibroblastenproliferation
und der Proliferation entziindlichen Granulationsgewebes, sowie der Ablagerung
von Kollagensubstanzen unterstiitzt (DOCKE, 1996).

Generell kann den GC eine Dosis-Wirkungsbeziehung zugeschrieben
werden. Wahrend der Einfluss pharmakologischer Dosen und hoher endogener
GC Konzentrationen z.B. bei Stresssituationen gut beschrieben ist, ist Uber die
Wirkung und Bedeutung basaler Konzentrationen wenig erforscht. Es ist jedoch
unumstritten, dass sie an der Regulation des Mitose-Apoptose-Gleichgewichts
mafgeblich beteiligt sind.
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2.2 BEDEUTUNG DER GC IN DER REGULATION DES ZELLZYKLUS

2.2.1 REGULATORISCHES PRINZIP FORTLAUFENDER UMBAUPROZESSE

Die Anpassung des Korpers an den jeweiligen Entwicklungszustand und
verschiedene Umwelteinflisse wird durch das regulatorische Prinzip fortlaufender
Umbauprozesse, dem Turnover, ermoglicht (CLAUS & WEILER, 1992). Bei
Turnoverprozessen unterscheidet man zwischen Inaktivierung und Neusynthese
von Enzymen und Ab- und Aufbau ganzer Zellen. Protein- und Zellturnover
resultieren aus den in allen Lebensabschnitten, zwar in unterschiedlichem
Verhaltnis, aber stets parallel ablaufenden anabolen Stoffwechselprozessen, wie
Proteinsynthese und Zellteilung und katabolen Stoffwechselprozessen, wie
Proteinabbau und Zelltod (SIMON, 1989).

Proteine, die als Enzyme oder in anderer Form im Organismus vorliegen,
sind Alterungsprozessen und Verschleily unterworfen und missen standig
ausgetauscht werden. Bei Zellen mit hohem Differenzierungsgrad, die also ihre
Teilungsfahigkeit verloren haben (Nervenzellen, Herzmuskelzellen), werden die
funktionellen  Anforderungen durch den intrazellularen  Proteinturnover
gewahrleistet. Die meisten Proteine befinden sich somit in einem dynamischen
Stadium des konstanten Turnovers, wodurch die Akkumulation von Proteinen mit
Translationsfehlern verhindert wird (SIMON, 1989).

Nicht nur Zellbestandteile, sondern auch ganze Zellen unterliegen
Umbauprozessen. In Abhangigkeit von metabolischer Aktivitat, mechanischer
Beanspruchung und Belastung durch Antigene haben Gewebe unterschiedliche
Turnoverraten. Deckepithelien unterliegen einer starken Beanspruchung und
weisen somit auch den héchsten Zellturnover auf. So werden im Dinndarmepithel
taglich bis zu 79% der Zellen ausgetauscht (BUCHER & WARTENBERG, 1991).
Dies spiegelt sich auch in der hohen fraktionellen Proteinsynthese (FPS) dieses
Organs wieder. Sie gibt den prozentualen Anteil der pro Tag neu synthetisierten
Proteinmasse eines Organs an. Im Dunndarm werden in Abhangigkeit des
Segments pro Tag zwischen 40 und 56% der Proteine neu synthetisiert (SIMON,
1989), wahrend z.B. im Herz die FPS 7% und in der Skelettmuskulatur 5% betragt
(GARLICK et al., 1976).

Zellen, die durch Verschleild und Alterung geschadigt sind, werden
abgebaut und der Verlust muss durch die Entstehung neuer Zellen kompensiert
werden. Dem Zellturnover liegt somit die Bildung neuer Zellen, die Aufnahme ihrer
maturen Funktion und der Abbau der gealterten, bzw. geschadigten und
verschlissenen Zellen zugrunde. Realisiert wird dies in den Geweben durch
Mitose, Differenzierung und Apoptose. An der Regulation dieser Mechanismen



Literaturtbersicht

sind GC malgeblich beteiligt (Abbildung 2:). Auf ihren Einfluss soll im nachsten
Abschnitt naher eingegangen werden.

Dialog

Stammzellen Mature Zellen Degenerierte

Zellen
Mitose Differenzierung Apoptose

Funktion

Hormone (GH) Hormone (GC) Pro-apoptotische

Wachstumsfaktoren Anti-apoptotische

(IGF-I, EGF) Gene

T

Hormone (GC)

Abbildung 2: Regulation des Zellturnovers

2.2.2 BEDEUTUNG DER GC IN DER REGULATION DES MITOSE-APOPTOSE-
GLEICHGEWICHTS

In Organismen ist die Zellteilungsrate ein streng regulierter Prozess.
Generell erfolgt die Zellteilung erst nach dem Erhalt eines Signals, welches die
Zelle in die aktive Phase des Zellzyklus tberfihrt (Uberschreiten des V-Punktes).
Der Zellzyklus wird in vier Abschnitte untergliedert (Abbildung 3).

In der Gy Phase (G = gap) bereitet sich die Zelle auf die DNA Replikation
vor, hier werden die entsprechenden Proteine synthetisiert, wobei sich die Zelle
vergroBert. Uberschreitet die Zelle einen Restriktionspunkt (R) am Ende dieser
Phase, fuhrt dies zum Durchlauf des gesamten Zellzyklus. In der zur Teilung
bestimmten Zelle, werden wahrend der anschlielenden S Phase DNA-
Polymerasen aktiviert und das Genom repliziert. In der G, Phase bereitet sich die
Zelle auf die Teilung vor, wobei nochmals mittels Reparaturenzymen die replizierte
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DNA Uberprift wird. Die M Phase entspricht der Zellteilung durch Mitose oder
Meiose. Direkt danach entscheidet sich in welcher Richtung sich die Zelle
weiterentwickelt: entweder tritt die Zelle wieder in den Zellzyklus ein und teilt sich
erneut; oder die Tochterzelle schlagt den Weg der Differenzierung ein, in der sie
fur ihre spezielle Funktion in einem Gewebe ausreift. Diese Gy-Phase stellt die
nicht-proliferative Phase (,Ruhephase®) des Zellzyklus dar, wahrend der die Zelle
ihre charakteristische Funktion ausubt bzw. eine Pause bis zur nachsten Teilung
einhalt. Fur bestimmte Zellen, so die Nervenzellen, bedeutet die
Ausdifferenzierung das Ende der Teilungsfahigkeit, andere Zelltypen konnen auch
danach wieder in den Zellzyklus eintreten (BERRIDGE, 1986). Die Ruckkehr in
den Zellzyklus wird durch Kompetenzfaktoren ausgeldst. Kompetenzfaktoren sind
Wachstumsfaktoren die in der Go und frGhen G1 Phase wirken und die Zelle auf die
DNA-Replikation vorbereiten. Progressionsfaktoren, ebenfalls Wachstums-
faktoren, werden bendtigt, damit die Zelle nicht ausdifferenziert wird, sondern in
die S-Phase (ibergeht. Eine gute Ubersicht liefert PIMENTEL (1994).

Progressions-
faktoren

Kompetenz-
faktoren } *)

Abbildung 3: Wirkung von Kompetenz- und Progressionsfaktoren im Zellzyklus
(REDDY, 1994)

Die dargestellten Zellzykulszusammenhange treffen generell fir jene Zellen
zu, bei denen nach einer gewissen Arbeitsphase (Gg), z. T. zur Reparatur von
Zellproteinen, eine Wiederaufnahme der Teilungsaktivitat erfolgt. Betroffen sind
auch Stammzellen im Rahmen von Vermehrungszyklen, bei denen jedoch die Go-
Phase funktionell bedeutungslos ist. Bei spezialisierten Zellen wird durch die
Differenzierung stattdessen bereits die Apoptose determiniert.
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2.2.2.1 BEEINFLUSSUNG DER MITOSE

Die Prozesse der Zellteilung werden stark durch Wachstumsfaktoren
beeinflusst, welche als Progressions- und Kompetenzfaktoren fungieren. Aber
auch GC spielen eine Rolle. Nach TRONCHE et al. (1998) ist bei fehlender
Glucocorticoidrezeptor Funktion die Proliferation von Erythrozyten Vorlauferzellen
beeinflusst, so dass deren Erneuerung beeintrachtigt wird. GC modulieren die
Expression verschiedener mitogener Faktoren. RYDZIEL & CANALIS (1995)
beschreiben die Hemmung der Insulin like growth factor Il (IGF-II)-Bildung in der
Go/G+-Phase bei gesteigerter GC-Sensitivitat durch verstarkte Expression des
Glucocorticoidrezeptors. Bei  Dexamethasonapplikation erfolgt so eine
beschleunigte apoptotische Antwort. Der GC-induzierte Zelltod ist allerdings nicht
einfach die Konsequenz der GC-induzierten Unterbrechung des Zellzyklus,
sondern einer Aktivierung von Apoptosemechanismen (KOFLER, 2000).

In der G2/M Phase ist der Grad der Hyperphosphorylierung, welche fur die
Aktivierung des Glucocorticoidrezeptors von Bedeutung ist, gering und in der S-
Phase hoch. Daher weisen in der G2 Phase viele Zelltypen bei Saugetieren eine
GC Unempfindlichkeit auf. Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung und
bestimmte Funktionen des Glucocorticoidrezeptors der Kontrolle des Zellzyklus
unterworfen sind (BODWELL et. al., 1998; HSU & DEFRANCO, 1995).

2.2.2.2 BEEINFLUSSUNG DER DIFFERENZIERUNG

Glucocorticoide spielen eine wichtige Rolle in der Reifung/Entwicklung von
Organen in Zusammenhang mit dem Geburtsvorgang. Bekannte Beispiele fur
solche Organe sind die Lunge und der Darm (COLE et al., 1995; BOLT et al.,
2001; TRONCHE et al., 1998). In vitro Versuche mit Adipozyten (RAMSAY et al.,
1989) und Osteoblasten (RAISZ & FALL, 1990) zeigten, dass GC fur die
Entwicklung zu maturen funktionsfahigen Zellen notwendig sind. Auch in
kompensatorischen Wachstumsphasen deutet ein gleichzeitiger Anstieg von
Insulin like growth factor | (IGF 1) und GC im Plasma auf die
Differenzierungsfunktion hin (GUTSCHER, 1996). Aussagefahige in vivo Studien
zur Differenzierung wurden an Knock-out Mausen durchgefihrt, bei denen die GC-
Synthese beeintrachtigt ist (BERGER et al., 1996; GELEY et al., 1997). Der
Arbeitsgruppe um TRONCHE et al. (1998) gelang es bei Mausen verschiedene
Knock-out Modelle des Glucocorticoidrezeptorgens zu konstruieren. Mause mit
diesen Defekten wurden mit nicht ausgereiften Lungen geboren oder starben
bereits im Embryonalstadium. Bei fetalen Mausen mit hypoplastischen Lungen
wurde eine verringerte Glucocorticoidrezeptorkonzentration festgestellt (CHINOY
et al., 2001).

Beim Schwein wiesen SANGILD et al. (1995) ebenfalls eine
differenzierungsfordernde Wirkung der GC im Verdauungstrakt nach. Die Aktivitat
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einer Vielzahl von Verdauungsenzymen (GELEY et al., 1997), die Expression
membranstandiger Transporterproteine (KIELA et al., 2000), sowie Proteine, die
an der Gluconeogenese malgeblich beteiligt sind (TRONCHE et al., 1998;
BERGER et al.,, 1996; ORTH & KOVACS, 1998; LENZEN et al., 1984;
SCHLAGHECKE, 1992) werden durch GC initiiert und reguliert.

GC wirken differenzierungsférdernd indem sie direkt die Transkription
zelltypspezifischer Enzyme stimulieren. Sie scheinen aber auch an der
Unterdrickung eines vorzeitigen Zelltods beteiligt zu sein und wirken somit positiv
auf die Uberlebensdauer und Funktionsbereitschaft von Zellen. In vivo bildet der
aktivierte GCR mit dem Tumorsuppressor p53 einen Komplex, wodurch sich beide
Faktoren gegenseitig inhibieren. GC hemmen dadurch p53 abhangige Funktionen,
wie die Transaktivierung, Aktivierung von pro-apoptotischen Genen (bax) bzw. die
Hemmung von anti-apoptotischen Genen (bc/2) und unterstitzen somit die
Unterbrechung des Zellzyklus und der Apoptose. Der p53-GCR-Komplex kann
durch GCR Antagonisten geldst werden. Dies fuhrt zur Akkumulation von p53 im
Nukleus, Unterbrechung des Zellzyklus und Apoptose (SENGUPTA et al., 2000).
Andererseits ist die Aufnahme der Funktion gleichzeitig mit dem Verlust der
Fahigkeit zur Zellteilung verbunden, und bedeutet somit auch den Verschleil und
letztendlich den Zelltod.

2.2.2.3 BEEINFLUSSUNG DER APOPTOSE

Differenzierte Zellen mehrzelliger Organismen verfligen Uber einen
Mechanismus, der Uber die Aktivierung eines genetischen Programms zur
Selbstzerstérung, also dem Zelltod fuhrt. Dieser ,programmierte Zelltod wird als
Apoptose bezeichnet und erfolgt durch die Aktivierung von endogenen Proteasen
und Endonukleasen und wird von einer verminderten Mitochondrienfunktion
begleitet. Die urspringliche Definition der Apoptose beruht auf der
morphologischen Beschreibung: die Zellen schrumpfen, sie verlieren den Kontakt
zu benachbarten Zellen, die Zellmembran wirft sich auf, das Chromatin
kondensiert und die Membran des Zellkerns wird aufgelést. Benachbarte
phagozytotische Zellen vollenden die Degradation. Zellen, die nicht sofort
phagozytiert werden, zerfallen in kleinere Zellpartikel und werden als apoptotische
Korperchen bezeichnet (WYLLIE, 1981; THOMPSON, 1994; MUZIO, 1998). Eine
charakteristische Eigenschaft ist die Elimination von sterbenden Zellen ohne
inflammatorische Prozesse. Im Vergleich ist das nekrotische Absterben, ausgelost
z.B. durch bestimmte toxische Substanzen, mit dem Anschwellen der Zellen,
einem frihzeitigen Verlust der Integritat der Zellmembran und der Induktion einer
inflammatorischen Reaktion verbunden.

In den meisten Geweben, scheint das Uberleben der Zellen von
,Uberlebenssignalen“ benachbarter Zellen und der extrazellularen Matrix
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unterstitzt zu werden. Zellen werden konstant oder in regelmafigen Intervallen
durch das Ausbleiben dieser Signale auf Selbstzerstérung programmiert. In vielen
Fallen jedoch scheint die Apoptose unter der Kontrolle extrazellularer Liganden,
wie z.B. Steroiden zu stehen (PIMENTEL, 1994; THOMPSON, 1994). Dass GC an
der Induktion der Apoptose beteiligt sind, zeigen frihe Applikationsstudien an
Ratten bei denen eine Thymusinvolution beobachtet wurde. Die molekularen
Mechanismen, die dem GC-induzierten Zelltod zugrunde liegen sind nicht
vollstandig geklart. Die Arbeitsgruppen um KOFLER (2000) und RAMDAS et al.
(1999) nehmen an, dass eine Hochregulation des Glucocorticoidrezeptors, durch
positiven Feedback, in sensitiven Zielzellen wahrscheinlich den kritischen Schritt
darstellt. In den letzten Jahren wurden zwei Mechanismen, die letztendlich die
Apoptose  bedingen erforscht. Uber so genannte membranstandige
Todesrezeptoren, einen Liganden stellt z.B. der tumor necrosis factor (TNF) dar,
erfolgt die Aktivierung von Caspasen, das sind Proteinasen, die fur die Apoptose
entscheidend sind. Der zweite, weit komplexere und weniger gut beschriebene
Mechanismus involviert die Mitochondrien und fuhrt neben dem Zusammenbruch
der zentralen metabolischen Stoffwechselsituation, letzten Endes auch zur
Aktivierung von Caspasen. Inwieweit GC durch Transaktivierung oder
Transrepression der Genexpression in dieses Apoptosemechanismen eingreifen
ist nicht geklart. Eine Beteiligung ist jedoch unumstritten.

Ob GC auch typische apoptotische Gene direkt induzieren (Kandidaten--
Gene) oder Uber die Repression onkogener Gene wirken, ist bislang nur vereinzelt
geklart (Ubersicht: KOFLER, 2000). Eventuell besteht eine wechselseitige
Beeinflussung von GC und dem Proto-Onkogen bcl-2, einem Gegenspieler der
Apoptose. Die GC vermittelte Apoptose einer Lymphomzellline der Maus wird
durch die Expression von BCL-2 unterdruckt (CARSON-LESLIE et al., 1994). Die
Uberexpression von bcl-2 kann Neuronen des Sympathikus vor dem Zelltod
schitzen und eine geringe bcl-2 Expression wird bei Prostatakrebs diagnostiziert.
Das Protein spielt somit eine wichtige Rolle in der Zellentwicklung und -reifung und
ist wahrscheinlich in die Prozesse, die letztendlich zur Differenzierung der Zellen
fuhren involviert. Es wird vermutet, dass bc/l-2 und die Mitglieder dieser Familie
den mitochondrialen Pfad der Apoptose kontrollieren (Ubersicht KOFLER, 2000).
Auch der Tumorsupressor p53 steht zur Diskussion. Mause mit einem p53-Defekt
zeigen jedoch eine normale Todesantwort auf GC (CLARKE et al., 1993). Eine
zentrale Rolle in der GC-induzierten Apoptose wird dem Proto-Onkogen c-myc,
das fir einen sequenzspezifischen Transkriptionsfaktor kodiert, zugeschrieben. In
einer Ubersicht von THOMPSON (1994) sind die Auswirkungen einer GC
Behandlung verschiedener lymphoider Krebszelllinien beschrieben: eine
verringerte Expression der Proto-Onkogene c-myc, c-myb und c-ki-ras wurde
nachgewiesen. Eine direkte Beeinflussung der Transkription typischer
apoptotischer Gene, wie z.B. bax, bik, bak, bcl-x, bad, p53, c-jun und hrk durch
GC konnte bislang nicht gezeigt werden.
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2.2.2.4 DIALOG UND INTERAKTIONEN: MITOSE - DIFFERENZIERUNG - APOPTOSE

Die Vitalitat eines Organismus beruht auf der Aufrechterhaltung und der
Erneuerung verschiedener Gewebe, nicht nur im adulten Stadium sondern auch
bei der Embryogenese und Ontogenese (WHITE, 1993; HOLBROOK et al., 1996).
Die Kontrolle Uber die Zellzahl wird dabei durch die Balance von Zellbildung und
Zelltod bestimmt. Zellverluste werden generell unter normalen physiologischen
Bedingungen durch eine entsprechende Mitoserate ersetzt (POTTEN et al. 1997).
Zwischen Zellwachstum und Zelltod besteht somit ein Gleichgewicht (QUE &
GORES, 1996). Diese Prozesse werden durch ein Netzwerk an Interaktionen
unterschiedlichster Faktoren reguliert (PODOLSKY, 1994). Fur die Aufrecht-
erhaltung des Gleichgewichts sind einerseits mitogene Faktoren, vor allem
Wachstumsfaktoren verantwortlich, dem entgegen wirken die differenzierungs-
fordernden Faktoren, allen voran die GC, die letztendlich auch die entscheidende
Rolle bei der Apoptose spielen. Ein Ungleichgewicht z.B. bei verstarkter Apoptose,
fuhrt zur Atrophie des Gewebes, wahrend eine verzogerte Apoptose in einer
Gewebeproliferation  resultiert. Tumorwachstum wird z. T. auch auf
Apoptosedefizite zurtickgefuhrt (QUE & CORES, 1996).

Es muss also ein enger Dialog zwischen mitogenen Signalen und
Differenzierungsvorgangen  bestehen.  Einen  Hinwies  darauf liefern
Untersuchungen von CLAUS & WEILER (1996). Der Verlauf von IGF-I, Cortisol
und Osteocalcin, als Differenzierungsmaker fir Osteoblasten, korreliert in
prapubertalen Jungsauen eng. Zudem kann in kompensatorischen
Wachstumsphasen ein gleichzeitiger Anstieg, sowohl von IGF-| als auch von GC
im Plasma beobachtet werden (GUTSCHER, 1996). Weiterhin wurde in der
Promotorregion des GH-Gens eine DNA-Bindungsstelle fir den GCR, ein
glucocorticoid responsive element (GRE) nachgewiesen (GELEY et al., 1997). GC
wirken differenzierungsfordernd auf somatotrope Hypophysenzellen und steigern
damit die Wachstumshormon (GH) Bildung. GC und IGF-I wirken in
synergistischer Weise auf Fibroblasten (GIROCINO & SMITH, 1995).

Auf welche Weise zwischen Wachstumsfaktoren und GC ein Dialog besteht
und welche Mediatoren daran beteiligt sind ist noch weitgehend unbekannt. Im
Immunsystem existiert eine wechselseitige Beziehung zwischen GC und IL-1
(SCHLACECKE, 1989). Von neu gebildeten Monozyten wird Interleukin-1p
synthetisiert. Das Cytokin stimuliert die CRH-Produktion im Hypothalamus und in
der Folge die vermehrte ACTH- und Cortisolfreisetzung. IL-1p fordert somit GC zur
Differenzierung an (NAVARRA et al. 1991). Weiterhin sind periphere Lymphozyten
in der Lage ACTH zu produzieren und freizusetzen (SCHLAGECKE, 1989).

13



Literaturtbersicht

2.3 MECHANISMEN UND REGULATION DER GLUCOCORTICOIDWIRKUNG

2.3.1 BILDUNG UND FREISETZUNG DER GLUCOCORTICOIDE

2.3.1.1 BIOSYNTHESEWEG DER GLUCOCORTICOIDE

Glucocorticoide (GC) werden in der Nebennierenrinde synthetisiert.
Ausgangssubstanz der Biosynthese ist Cholesterol, einem aus drei Cyclohexan-
und einem Cyclopentanring bestehenden Molekll, das seinerseits de novo aus
Acetat gebildet, aus intrazellularem Cholesterylester mobilisiert oder aus
Lipoprotein Cholesterol des Plasmas importiert wird. Aus dem GrundgerUst des
Cholesterols entstehen durch enzymatische Modifikationen unterschiedlich
reaktive Steroide, in dem ungesattigte C-C-Bindungen in die Ringe eingefligt oder
Hydroxyl- und Ketongruppen an spezifische Kohlenstoffatome angehangt werden.
Eine gute Ubersicht liefern ORTH & KOVACS (1998). Der Biosyntheseweg mit
seinen Verzweigungen zur Herstellung der verschiedensten Steroide wie GC,
Mineralocorticoide (MC) und adrenale Androgene, sowie ihre Struktur, die Struktur
ihrer biosynthetischen Vorlaufer und die daran beteiligten Enzyme sind in
Abbildung 4 dargestellt. Beim Menschen und beim Schwein ist das quantitativ
vorherrschende Glucocorticoid Cortisol, bei der Ratte Corticosteron.

2.3.1.2 REGULATION DER GLUCOCORTICOIDSEKRETION

Die Sekretion von Glucocorticoiden (GC) wird durch die Interaktion
zwischen Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniere - der HHN-Achse -
hormonal durch verschiedene Peptidhormone reguliert.

Die physiologisch bedeutsamsten Regulatoren, corticotropin releasing
hormon oder factor (CRH/CRF), dessen Ausschuttung einer multihormonalen
Kontrolle unterworfen ist, und Arginin-Vasopressin (AVP) werden aus den
hypothalamischen Neuronen in das hypothalamisch-hypophysare Pfortadersystem
freigesetzt. CRF und AVP stimulieren die Sekretion von adrenocorticotropem
Hormon (ACTH) aus dem Hypophysenvorderlappen (HVL) in die systemische
Blutbahn. ACTH wird als Teil eines Vorlaufers, dem Pro-opiomelanocortin
(POMC), synthetisiert. Aus POMC gehen durch gewebsspezifische enzymatische
posttranslationale Prozessierung multiple Peptide, unter anderem ACTH hervor.
ACTH bewirkt in der Nebennierenrinde (NNR) die Ausschuttung von Cortisol und
anderen Steroiden (Ubersicht in ORTH & KOVACS, 1998).

Die Sekretion von ACTH aus dem Hypothalamus wird durch endogene
Pulsgeber stimuliert und folgt so einer pulsatiien und zirkadianen Rhythmik
(CLAUS & WEILER, 1996).
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Verschiedene exogene Faktoren wie 2z.B. chronischer und akuter
physischer oder psychischer Stress aktivieren die HHN-Achse und steigern die
Konzentrationen an ACTH und Cortisol im Plasma. Zudem besteht zwischen dem
Immunsystem und der HHN-Achse ein ausgepragter Dialog. Interleukin-1 (IL-1)
und Interleukin-6 (IL-6) der Monozyten stimulieren die CRH Freisetzung.
Interleukin-2 (IL-2) der T-Lymphozyten und der tumor necrosis factor (TNF),
sezerniert von Makrophagen, regen die hypophysare ACTH Freisetzung teilweise
direkt an.

Glucocorticoide weisen einen negativen Ruckkopplungsmechanismus (feed
back) auf. Sie inhibieren sowohl die ACTH Sekretion, als auch die POMC
Gentranskription. Dabei wirken sie Uber die Senkung der Expression von CRH und
AVP, die Blockierung der stimulatorischen Effekte von CRF und Inhibierung der
CRH-Rezeptor Expression im HVL (DOCKE, 1996). Die Regulation der
Glucocorticoidsekretion und der negative feed back Mechanismus sind in
Abbildung 5 schematisch dargestellt.

Infektion Chronischer und akuter Strefl}
\3 o
Gehirn —
+_
Hypothalamus @‘
CRF AVP
\/
HVL ©
v / ACTH “ —
Cytokine
@ Nebenniernerinde
Glucocorticoide
Lunge J \ Gehirn
Nebennierenmark Haut

Leber Immunsystem

Abbildung 5: Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren Achse
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2.3.2 ALLGEMEINE UBERSICHT UBER DIE REZEPTOR-VERMITTELTE WIRKUNG DER GC

2.3.2.1 AKTIVIERUNG DES GLUCOCORTICOIDREZEPTORS

Glucocorticoide diffundieren aufgrund ihres lipophilen Charakters frei durch
die Zellmembran und interagieren mit einem spezifischen intrazellularen Rezeptor,
dem Glucocorticoidrezeptor (GCR), welcher phylogenetisch zur hochkonservierten
Familie der intrazellularen Hormonrezeptoren gehort. Der Rezeptor befindet sich
als Multiproteinkomplex mit verschiedenen heat shock Proteinen (HSP 56, 70, 90)
in einem Liganden-aktivierbaren Status. Nach Bindung des Hormons wird der
HSP-Komplex teilweise abgespalten und der Rezeptor wird aus seiner inaktiven,
stillen Form in einen aktiven Transkriptionsfaktor transformiert (CARSON-JURICA,
1990). Auf den Rezeptoraufbau und die Struktur soll in den nachfolgenden
Kapiteln noch naher eingegangen werden. In Abbildung 6 ist eine Mdglichkeit der
komplexen Wirkungsweise von GC dargestellt.

Aktivierter}

Rezeptor
Zielzelle

Regulatorisches
Protein
ca. 10-15 Min.

Wirkung auf
Membran
Proteinsynthese
Proteinsekretion
Enyzmaktivitaten

Regulation nuklearer Faktoren fir
Chromatinstruktur
Transkription
RNA-Processing

Abbildung 6: Madgliche Wirkungsweise der Glucocorticoide
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Im Detail erfolgt die Aktivierung durch folgende Schritte: zuerst findet durch
die Hormonbindung eine Konformationsanderung des GCR Molekuls statt. In
Konsequenz folgt die Abspaltung des HSP-Komplexes (PRATT, 1992).
Wahrenddessen wird der partiell phosphorylierte Rezeptor hyperphosphoryliert
(ORTI et al., 1992; ORTI et al. 1993; BODWELL et al., 1998). Letztendlich werden
die nuclear localisation signals der Hormonbindungsdomane demaskiert und
bedingen die nukleare Translokation, also die Wanderung des cytoplasmatischen
GCR in den Kern (AKNER et al., 1994). Nach der Translokation der cytosolischen
Rezeptoren, bewirken diese die Aktivierung (Transaktivierung, siehe Abbildung 8)
oder Inhibition (Transrepression, siehe Abbildung 9) von Zielgenen. Die
Modulation der Genexpression erfolgt Uber direkte Bindung des Rezeptors an die
DNA oder uber Interaktion mit Transkriptionsfaktoren.

2.2.2.4.1 DNA-BINDUNG UBER GLUCOCORTICOID RESPONSIVE ELEMENTS (GRE)

Im Nukleus interagiert die DNA-Bindungsdoméane (DBD) des GCR, die aus
zwei so genannten Zinkfingern gebildet wird, mit spezifischen DNA Sequenzen:
dabei bindet ein Rezeptorhomodimer an kurze DNA Sequenzen mit
Palindromcharakter, die als glucocorticoid-responsive elements (GRE) bezeichnet
werden. In Abbildung 7 ist eine Detaildarstellung der Zinkfinger der DBD und der
Bindung des GCR-Homodimers an das GRE schematische aufgezeigt.

Diese GREs befinden sich in der Promotor- und Enhancerregion von GC
sensitiven Genen. Das GCR-Homodimer interagiert dann mit verschiedenen
Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie, entweder direkt durch
physikalische Bindung zwischen den Transaktivierungsdomanen und den basalen
Transkriptionsfaktoren wie z.B. TFIIB, oder indirekt Uber Bruckenfaktoren wie z.B.
den steroid receptor coactivator 1 (SCR-1). Diese Interaktion dient der
Stabilisierung des Initiationskomplexes mit dem Promoter, wodurch die
Transkription durch die RNA Polymerase |l Aktivitat verbessert wird. Weiterhin
kommt es zu einer Umstrukturierung der Chromatinstruktur, wodurch andere
Transkriptionsfaktoren an die vorher nicht zugangliche DNA binden kdnnen
(BEATO et al., 1995, BAMBERGER, 1996; COLLINGWOOD et al.,, 1999). Die
Aktivierung des GCR ist in Abbildung 8 dargestellt.

Das Ausmal und der Zeitverlauf der GC-Wirkung korrelieren dabei mit der
“Qualitat” (GRE Sequenz und umgebende Sequenz) und der Quantitat der GRE.
Eine sehr schnelle Genantwort wird durch eine hohe Anzahl GREs induziert.
Dabei werden von diesen Genen die meisten GCR-Komplexe “abgefangen®,
wodurch diese zuerst durch den GCR aktiviert werden (immediate early). Eine
weitere hypothetische Genantwort wird als super induced bezeichnet. Sie vollzieht
sich langsamer aber die Rate der Transkriptionsinduktion ist im Vergleich
wesentlich hoher. Dies kann durch eine unterschiedliche Qualitat der GREs, also
einer starkeren GCR-Bindung, erklart werden. Zielgene mit einer spaten Antwort
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werden erst einige Stunden nach der Hormonbehandlung aktiviert. Die Gene
enthalten weniger GRE, die weiter upstream oder downstream von der
Promotorregion liegen (MIESFELD, 1990).

DBD

C C
‘H—‘-_‘"““--..
AGGTCANNNTGACCT P-box
e e T R
HRE

Abbildung 7: Zinkfinger der DNA-Bindungsdomane
Interaktion der P-Box mit dem GRE und die Beteiligung der D-Box an der
Dimerisierung des GCR nach GLASS (1994)

In einigen Promotorregionen kommen so genannte negative GREs (nGRE)
vor, die vielmehr eine Inhibition als eine Verbesserung der Transkription bewirken.
Im POMC Promoter wurde beispielsweise ein nGRE festgestellt, das nur leicht
einem klassischen GRE ahnelt. Der GCR/nGRE Komplex unterdrickt die
Transkription des POMC Gens (ORTH & KOVACS, 1998). Die Repression erfolgt
wahrscheinlich durch die Verdrangung eines enhancer binding protein (EBP), das
in Abwesenheit von GC mit dem nGRE interagiert. Eine entsprechende Funktion
wurde fur die Regulation der Prolaktin Promoter Aktivitat beschrieben (SAKAI et
al., 1988). Ein gleichartiger Mechanismus erklart vielleicht auch die Interleukin-1
Repression (LEE et al., 1988). In Hautzellen wird die Kreatingenexpression durch
die Bindung von vier GCR Monomeren an nGREs unterbunden (RADOJA et al.
2000)
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Nucleus
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DNA .@@- ( Gen 0
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Abbildung 8: Aktivierung der Transkription durch Glucocorticoide

Der GCR mit seinen Domanen (MR = modulatorische Region, DBD = DNA-
Bindungsdomane, LBD = Ligandenbindungsdomane) wird durch den heat shock
protein (HSP)-Komplex (56, 70, 90) in einem Liganden-aktivierbaren Status
gehalten. Nach Bindung des Hormons wird der HSP-Komplex teilweise
abgespalten und der Rezeptor wandert in den Kern. Als Homodimer bindet er an
glucocorticoid responsive elements (GRE) und interagiert durch Koaktivatoren mit
der Transkriptionsmaschinerie
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2.3.2.1.1 PROTEIN-PROTEIN-INTERAKTIONEN

Viele Effekte der GC werden vielmehr durch die Hemmung von Zielgenen
erreicht. Dies betrifft vor allem die anti-inflammatorischen und immunsuppressiven
Effekte von GC. Die negative Transkriptionsregulation (Transrepression) von
Genen, die fur die Immunantwort entscheidend sind, wie z.B. das Collagenase
und Interleukin-2 Gen enthalten Uberraschenderweise keine nGRE oder andere
GCR-bindende Sequenzen. Zudem zeigen Studien von TRONCHE et al. (2000),
dass trotz einer Punktmutation im D-loop des zweiten Zinkfingers, welche die
Dimerisierung, damit die Bindung an DNA und in Folge die Transkriptionsaktivitat
beeintrachtigt, die Lebensfahigkeit homozygoter Mause (GCRgimgim) nicht
eingeschrankt ist. Daraus ist zu schlieRen, dass der GCR die Transkription
vielmehr Uber Protein-Protein Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren
moduliert.

Beispielhaft ist die Transrepression des activating protein-1 (AP-1) in
Abbildung 9 dargestellt. Dieser Transkriptionsfaktor wird aus Dimeren der Jun und
Fos Proteine gebildet und durch Wachstumsfaktoren und Cytokine Uber mitogen-
aktivierte Proteinkinasen stimuliert (BAMBERGER et al., 1996). Der aktivierte
GCR inhibiert die fur die AP-1 Aktivierung notwendige Phosphorylierung, wodurch
die transkriptionelle Aktivitdt von AP-1 unterdrickt wird (CAELLAS et al., 1997).
Eine synergistische Aktivierung der Transkription ist durch die Interaktion des
GCR mit jun Homodimeren, C/EBPR oder STAT-5 (signal transducers and
activators of transcription) Proteinen zu erwarten (Bamberger, 1996).

Aktivierter
Rezeptor

Transkription
_ Gen [ ]

Abbildung 9: Repressive und synergistische Wirkung auf die AP-1 vermittelten
Transkription durch den GCR
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Ein weiterer Mechanismus ist die Kompetition um limitierende Kofaktoren
wie CBP (cyclic AMP response element binding protein) und p300, beides sind
Histonacetyltransferasen (KAMEI et al., 1996; COLLINGWOQOD et al., 1999).

Weitere Transkriptionsfaktoren werden z. T. durch direkte und indirekte
Interaktion mit dem GCR moduliert, wie z.B. der Transkriptionsfaktor NF-xB, der
eine entscheidende Rolle in der Induktion der Cytokingenexpression und damit der
Immunantwort einnimmt (siehe auch 1.1.1.1). Neben der physikalischen
Interaktion mit der p65 Untereinheit des NF-kxB, unterdrickt der aktivierte GCR
durch Induktion der Expression eines Inhibitorproteins IkB, welches NF-«B
einfangt und in einen inaktiven cytoplasmatischen Komplex uberfuhrt, die
Transkription von Cytokinen (TRONCHE et al., 2000).

2.3.3 DERGCR ALS MITGLIED DER INTRAZELLULAREN HORMONREZEPTOREN

Glucocorticoide wirken Uber spezifische intrazellulare Rezeptoren, wie
bereits unter 2.3.2.1 besprochen. In diesem Abschnitt soll auf die strukturellen und
funktionellen Besonderheiten des GCR naher eingegangen werden. Dieser
Rezeptor gehort phylogenetisch zur hochkonservierten ,Superfamilie” der
intrazellularen Hormonrezeptoren. Aus der Analyse des Rezeptoraufbaus und
dem Vergleich der einzelnen Rezeptoren erfolgt die Untergliederung in drei
verschiedene Subfamilien (Zusammenfassung in EVANS, 1988; CARSON-
JURICA, 1990; O'MALLEY, 1990; LAUDET et al. 1992; WILLIAMS & FRANKLYN,
1994).

Der Subfamilie der Typ | Rezeptoren werden die klassischen Steroid-
hormonrezeptoren, wie der Glucocorticoidrezeptor (GCR), Androgenrezeptor (AR),
Mineralocorticoidrezeptor (MR) und der Progesteronrezeptor (PR) zugeordnet. Die
Typ Il Rezeptoren umfassen Rezeptoren fur Thyroidhormone (T3R), Retinolsaure
(RAR), Retinoide (RXR) und Vitamin D (VDR). Weiterhin gehéren zu dieser
Familie die Orphanrezeptoren, deren Liganden noch nicht identifiziert sind, und
der peroxisome proliferation-activating Rezeptor (PPAR) (0‘'MALLEY &
CONNEELY, 1992). Der Ostrogenrezeptor (ER) kann nicht eindeutig den Typ |
oder Typ Il Rezeptoren zugeordnet werden und bildet daher zusammen mit den
oestrogen-related receptor (ERR) Proteinen seine eigene Subgruppe (LAZAR,
1991). In den letzten 20 Jahren wurden bei verschiedenen Spezies nahezu 20
unterschiedliche intrazellulare Hormonrezeptor cDNAs isoliert und vollstandig
sequenziert. Tabelle 1 gibt einen Uberblick.

22



Literaturtbersicht

Tabelle 1:  Isolierte und sequenzierte intrazellulare Hormonrezeptor cDNAs

Rezeptor des Liganden Spezies Referenz
Mensch HOLLENBERGER et al., 1985
Ratte MIESFELD et al., 1986
Glucocorticoide Maus DANIELSON et al., 1986
Affe REYNOLDS et al.,1997
Meerschwein KEIGHTLEY & FULLER,1994
Frosch GAO et al., 1994
Progesteron Kaninchen LOOSFELD et al., 1986
9 Huhn JELTSCH et al., 1986
Mensch LUBAHN et al., 1988
Androgenen Ratte CHANG et al., 1988a
CHANG et al., 1988b
Mineralocorticoide Mensch ARRIZA et al., 1987
Retinolsaure Mensch PETKOVICH et al., 1987
Thvroide Mensch WEINBERGER et al., 1986
y Huhn SAP et al., 1986
Affe MCDONNELL et al., 1986
Vitamin D Ratte BURMESTER et al., 1988
Mensch BAKER et al., 1988
Mensch GREEN et al., 1986
Astrogen Huhn KRUST et al., 1986
9 Ratte KOLKE et al., 1987
Frosch WEILER et al., 1987

Aufgefliihrt sind nur die vollstandig sequenzierten intrazellulare Hormonrezeptoren

2.3.3.1 AurBAu DES GCR

Prinzipiell zeigt die aus den cDNAs der Steroidrezeptoren abgeleitete
Aminosauresequenz, dass bestimmte Regionen eine hohe Ubereinstimmung
aufweisen und somit gleiche strukturelle und funktionelle Eigenschaften besitzen.
Alle Mitglieder der Superfamilie der intrazellularen Hormonrezeptoren weisen
diese charakteristische und essentielle ,Drei-Domanen-Struktur® auf, wobei die
einzelnen Domanen eine unterschiedliche Konservierung aufweisen. Am Beispiel
des humanen GCR soll der Aufbau und die Struktur aufgezeigt werden. Die N-
terminalen Region des humanen GCR umfasst 420 Aminosauren und wird als
hypervariable, modulatorische, immunogene Region oder Transaktivierungs-
domane bezeichnet. Die zentrale DNA-Bindungsdomane (DBD) ist reich an
Cystein, Lysin und Arginin Resten und ist hoch konserviert. Die Sequenz zwischen
der DNA-Bindungs- und der Ligandenbindungsdomane wird als Hingeregion
bezeichnet. Die Aminosauresequenzibereinstimmung der C-terminalen
ligandenbindenden Region spiegelt sich in der strukturellen Verwandtschaft der
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Hormone selbst wieder. In Abbildung 10 sind die Ubereinstimmungen der
einzelnen Domanen nach EVANS (1988) und WILLIAMS & FRANKLYN (1994)
zusammengefasst.

Rezeptoren Homologie
AB CD E F AB C DIEIF
421 532
1 {66}~ | 777  GR 100 100 100
603 738
L {66}~ | 984 MR >15 94 57
567 687
1 feel— | 933 PR >15 90 55
558 669
1 o ] o8 AR >15 84 51
185 315 553
{—{B66}— = }— 595 ER >15 52 30
88 200 420
1—{66—— 562 RARo >15 45 15
53 189 371
—E—l— 40 TRo >15 47 17
VDR >15 42 >15

Abbildung 10: ,,Drei-Domanen-Struktur® der Steroidrezeptoren und Homologie
links) Modell zum Vergleich der Rezeptorgrof3e und zur lllustration der
konservierten Regionen der Mitglieder der humanen Steroidhormonrezeptor
Superfamilie einschliefdlich des GCR, MR, PR, AR, RAR, TR und VDR nach
JENSEN (1991). rechts) Ubereinstimmung der Aminoséuresequenz der N-
terminalen modulatorischen Region (A/B), DNA-Bindungsregion (C) und
Ligandenbindungsdomane (D/E/F)

Klonierung, Mutagenese und in vitro Analysen trugen zur Aufklarung dieser
Strukturen, ihrer Funktion und damit der Wirkungsweise der verschiedenen
Steroidhormonrezeptoren bei. Eine gute Ubersicht zum Rezeptoraufbau geben die
Artikel von EVANS (1988), LANDERS & SPELSBERG (1992), SIMONS (1994)
und BEATO et al. (1995).

2.3.3.1.1 AurBAU GCR-GENS UND DER GENPRODUKTE

In Abbildung 11 sind das Gen und die Genprodukte des humanen GCR
schematisch dargestellt. Durch alternatives Splicing der Exons 9o oder 9f
entstehen zwei Isoformen des Proteins - GCRa und GCRp. Die GCR mRNA
umfasst 3557 bp. Daraus resultiert zum einen das GCRa Protein mit 777
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Aminosauren (~98 kDa). Bis zur Aminosaure 727 sind die beiden Isoformen
identisch, dann divergieren sie, wobei der hGCRa weiter 50 Aminosauren und der
hGCRp 15 nicht homologe Aminosauren aufweist. Der hGCR umfasst somit 742
Aminosauren (~ 94 kDa). Alternatives Splicing fuhrt zum Einbau einer Aminosaure
in der DNA-Bindungsdomane und stellt eine weitere Isoform dar, die von RIVERS
et al. (1999) als yGCR charakterisiert wurde.

Exon—@ 2 5 | 16|78 9a 93 —

1 2
Alternatives splicing
|
v v
hGRa mRNA splicing 1 hGRB mRNA splicing 2
1 2 .5 6(7|8 9a 1 2 .5 6(7|8 9B
Translation
777
hGRa NH,| | [ | COOH
Immunogene Doméne DNA Liganden Doméne 742
hGRp NH,| ] [ —COOH

Abbildung 11: Struktur des humanen GCR Gens und dessen Genprodukte durch
alternatives Splicing. Kasten und Linien reprasentieren Exons bzw. Introns. Aus
Exon 1 und 2 resultiert die immunogene Domane, Exon 3 und 4 kodieren fir die
DNA-Bindungsdoméane (DNA). Die Ligandenbindungsdomane wird von den Exons
5,6,7,8, und 9a, fur den GCRa oder 9, fur den GCRp gebildet Gréke und
funktionelle Domanen der o und B-Isoform nach VOTTERO & CHROUSOS
(1999).

2.3.3.1.2 FUNKTIONELLE EIGENSCHAFTEN DER SUBDOMANEN

Die N-terminale Domane enthalt Sequenzen, die fur die Aktivierung der
Zielgene verantwortlich sind und die vermutlich auch mit Komponenten der
basalen Transkriptionsmaschinerie und / oder mit anderen Transkriptionsfaktoren
interagieren (GIGUERE et al. 1986; HOLLENBERGER et al., 1987). Die
entsprechende Region der transkriptionellen Aktivitat wird als Transaktivierungs-
funktion 1 (TAF-1) oder activation function (AF-1) bezeichnet. Von
HOLLENBERGER & EVANS (1988) wird diese Aktivitat im humanen GCR den
Aminosauren 98 bis 282, von DAHLMAN-WRIGHT et al. (1994) den Aminosauren
77 bis 262 zugeschrieben und als tau1 definiert. Bei der Ratte wurde eine weitere
transkriptionelle Aktivitat (enh2) festgestellt (GODOWSKI et al., 1988). Die
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modulatorische Region ist somit an der Zelltyp spezifischen Regulation der
Gentranskription beteiligt. Ebenso spielt sie in der Rezeptordimer Bildung eine
Rolle.

Zwei hochkonservierte ,Zinkfinger* im zentralen Bereich des
Rezeptormolekulls bilden die DNA Bindungsdoméane (GIGUERE et al., 1986;
FREEDMAN et al.,, 1988; ZILLIACUS et al., 1995). Mit vier Cysteinresten wird
jeweils ein Zinkatom gebunden (LUISI et al., 1991). Drei Aminosauren 458, 459
und 462 der P box (458-462) des humanen GCR sind fur die spezifische Bindung
der DNA und damit fir die biologische Aktivitdt des Rezeptors entscheidend.
Anhand der Sequenz der P box kénnen die Steroidrezeptoren den Typ I, Il oder
Estrogenrezeptoren zugeordnet werden (DANIELSEN et al., 1989). Weiterhin
spielt die DNA Bindungsdomane (DBD) eine wichtige Rolle bei der
Rezeptordimerization (TSAI et al., 1988). Eine kurze Sequenz von 477-481, die
D-box/D-loop ist darin involviert. Am C-terminalen Ende der DBD befindet sich ein
nuclear localization signal NLS 1; es reicht bis in die Hingeregion hinein und ist an
der Wanderung des Rezeptors vom Cytoplasma in den Kern involviert (PICARD &
YAMAMOTO, 1987; YLIKOMI et al. 1992; LaCASSE & LEFEVBRE, 1995; TANG
et al., 1997). Eine transkriptionelle Aktivitat kann der Region enh1 (as 484-492)
zugeordnet werden. Die spezifische Bindung an DNA kann durch verschiedene
Mutationen verringert werden (DANIELSON et al., 1989).

In der Hingeregion (as 487-527) befindet sich das N-terminale Ende der
tau2 Region, ein weiter transkriptionsaktivierender Sequenzabschnitt (GIGUERE
et al., 1986; LEFSTIN et al., 1994). |hr wird ebenso ein gewisse Funktion bei
Protein-Protein Interaktionen zu geschrieben.

Die Funktion der C-terminalen oder Hormonbindungsdomane (LBD) stellt
sich wesentlich komplexer dar. Die Bindungsstelle fur den Hormonliganden (as
529-777) wurde anhand von Deletionsmutationen und kontrolliertem
Proteaseverdau des nativen Rezeptormolekiils spezifiziert (GIGUERE et al. 1986).
Jedoch weist keines dieser Fragmente dieselbe Steroidbindungsaffinitat auf, wie
der intakte Wildtyp-Rezeptor. Durch gerichtete Mutagenese der Aminosauren
Met®®®, Met®®®, GIn®*? und Thr>® konnte von LIND et al. (2000) ein spezifischer
Einfluld dieser Aminosauren auf die Steroidbindungsaffinitat, -spezifitat und
steroidabhangige Transaktivierung festgestellt werden. Die Kernsequenz flur die
Ligandenbindung wird bei der Ratte einem 16 kDa-Protein zugeschrieben, das von
den Aminosauren 573-673 gebildet wird (SIMONS, 1989).

Das heat shock protein 90 (HSP90) wurde als erstes Molekul identifiziert,
welches mit allen Steroidrezeptoren assoziiert ist. Wahrscheinlich existieren
mehrere HSP90 Interaktionsstellen, jedoch ist die Region as 537-673 fur eine
stabile Komplexbildung notwendig (DALMAN et al., 1991; HUTCHISON et al.,
1991).
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Weiterhin wurde ein nuclear localization signal (NLS 2), dessen Sequenz
noch nicht eindeutig abgegrenzt ist (PICARD & YAMAMOTO, 1987), und eine
Dimerizationsdomane identifiziert werden (DALMAN-WRIGHT et al., 1992). Eine
zusatzlich Transaktivierungsaktivitat (tau2), die sich vom C-terminalen Ende der
Hingeregion bis in die Ligandenbindungsdomane erstreckt, wurde als Teil der
groRReren transkriptionellen Aktivierungsdomane TAF-2 oder AF-2 charakterisiert
(HOLLENBERGER & EVANS, 1988; LANZ & RUSCONI, 1994). Die
Ligandenbindungsdomane enthalt Sequenzen zur Stillegung des Rezeptors in
Abwesenheit von Hormonen (HOLLENBERGER et al., 1987). In Abbildung 12 sind
die funktionellen Domanen und die regulatorischen Regionen veranschaulicht.

NH,
HO
20504
420 OOH
i
)
Modulatorische Region DNA-Bindungsregion Hingeregion Hormonbindungsregion
HSP90 Bindung 568 653
Dimerisierung 456 777
Nukleare Translokation NLS1 479———— 506
NLS2 526 777
tau1 77 262
DNA 404 DNA 501
tau2 525 556
Interaktion mit c-jun/c-fos428 777
NF-KB 428 777
Stats 77— 262 SRC-1 Familie 526 556
CBP/p300 77— 262 CBP/p300 526 556

Abbildung 12: Funktionelle Eigenschaften der Subdomanen des GCR
Modifiziert nach LANDERS & SPELSBERG (1992) und VOTTERO & CHROUSOS
(1999)

2.3.3.2 QUARTARSTRUKTUR UND FALTUNG DES GCR

Frihe Studien zur Rezeptorstruktur zeigten, dass die Rezeptoren in zwei
Formen, definiert durch ihr Verhalten bei der Sucrose-Gradientenzentrifugation,
aus hormonfreien Zellen isoliert werden konnten. Die kleine 4S Form wurde als
Monomer, das mit hoher Affinitdt an DNA bindet, charakterisiert. Die grof3ere 9S
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Form wurde als Multiproteinkomplex definiert (Ubersicht in PRATT, 1992; PRATT
& TOFT, 1997).

Von BRESNICK et al. (1990) wurde dieser Multiproteinkomplex in der
Cytosolfraktion als der untransformierte heteromere GCR beschrieben, dessen
Kerneinheit von einem einzelnen Rezeptormolekul und zwei Molekulen eines
nicht-steroidbindenden Phosphoproteins, dem heat shock protein HSP90, gebildet
wird und ein MG von 300 000 aufweist. Der nicht-ligandengebundene Rezeptor ist
weiterhin mit einem HSP70 und einem Immunophilin, gekoppelt (HUTCHISON et
al, 1993; PRATT, 1993; CZAR et al., 1994). In Abhangigkeit der Stringenz der
Extraktionsbedingungen konnten weitere Proteine - hop (60-kDa hsp organizer
protein), BAG-1 (Bcl-2 assoziiertes Genprodukt 1), p23 (23-kDa Protein), hip - die
an der Komplexbildung beteiligt sind, nachgewiesen werden (SMITH & TOFT,
1993). In Abwesenheit von Hormonen durchlauft dieser Komplex einen konstanten
Kreislauf der Dissoziation und der ATP- und HSP70-abhangige Reassoziierung.

Dieser Multiproteinkomplex ist hauptsachlich fur die Bildung des
Heterokomplexes zwischen HSP90 und Proteinen, die in der Signaltransduktion
eine Rolle spielen, verantwortlich (PRATT & DITTMAR, 1998). Grundlegend
werden vier Proteine fur die GCR-HSP90 Heterokomplexformation bendtigt -
HSP90, HSP70, p60/hop und HSP40. Dieser Komplex wird jedoch nicht durch
eine einfache Gleichgewichtsreaktion gebildet, sondern bendétigt die
koordinierende Funktion verschiedener Proteine. Abbildung 13 =zeigt die
Heterokomplexbildung nach DITTMAR et al. (1998). Nach KANELAKIS et al.
(1999) ist ein weiteres Faltungsprotein, BAG-1, an der Heterokomplexbildung
beteiligt, seine Funktion liegt in der Freisetzung des p60/hop Proteins.

Es Dbesteht eine direkte Beziehung zwischen der Menge an GCR
assoziiertem HSP90 und der GC Bindungskapazitat (BRESNICK et al., 1989).
Studien von NEMOTO et al. (1990) zeigten, dass der Salz-transformierte Rezeptor
(durch Inkubation mit 0,4 M NaCl-Lésung) eine etwa I00fach geringere
Steroidbindungsaffinitat als der nicht transformierte Rezeptor aufweist. Die
Hauptfunktion des GCR/HSP Komplexes liegt somit darin, den Rezeptor in einem
inaktiven, hochaffinen, liganden-aktivierbaren Status zu halten. Die Bindung des
HSP90 maskiert zudem die DNA-Bindungsdomane und schutzt den Rezeptor vor
proteolytischem Abbau (siehe Ubersichtsartikel PRATT, 1993; HOUSELY et al.,
1990).

28



Literaturiibersicht

[imm.

Rl
P23) “psp0;

Abbildung 13: GCR-HSP90 Heterokomplexbildung

Hsp90, p60/Hop, HSP70 und HSP40 bilden den Faltungs-Komplex, welcher
ATP/Mg?*/K-abhangig mit dem gestrippten GCR eine Steroidbindungsstelle bildet.
p23 stabilisiert diesen Komplex. Nach der Dissoziation von p60/Hop bindet ein
anderes Immunophilin (IMM oder HSP56)

2.3.3.3 INTRAZELLULARE LOKALISATION DES GCR

Die intrazellulare Lokalisation des Glucocorticoidrezeptors wird kontrovers
diskutiert. Sie variiert in zelltypspezifischer Weise oder innerhalb der selben Zelle
in Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums, des Differenzierungsgrades und / oder
der Phase des Zellzyklus.

In Abwesenheit von Liganden durchlauft der GCR einen konstanten Zyklus
der Dissoziation und der ATP- und HSP70-abhangigen Reassoziation (wie unter
2.1.5.1.5 beschrieben). Entgegen anderer Studien scheint die Bildung des HSP
Komplexes den Transport bzw. die Wanderung des GCR durch die Kernmembran
nicht ausreichend zu unterbinden. Bei einer Hormonbehandlung wird nach dessen
Entzug der im Nukleus befindliche Rezeptor schnell in einen HSP-assoziierten,
hormon-sensitiven Komplex recycled, jedoch lauft die Umverteilung des Rezeptors
in das Cytoplasma mit t1,= 8 - 9 Stunden sehr langsam ab (HACHE et al., 1999).
Die intrazellularen Lokalisation scheint wesentlich dynamischer als zunachst
angenommen. Verschiedene Experimente unterstitzen das Modell des
bidirektionalen Transports des Komplexes zwischen dem Cytosol und dem Kern
(PRATT, 1993).
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BRINK et al. (1992) zeigten in H4-1I-E-C3 (Reuber Hepatoma cell line),
dass der Rezeptor unabhangig vom Hormonstatus im Kern lokalisiert ist und somit
das ursprungliche Nukleare-Translokations-Modell (siehe 2.3.2.7) nicht fur den
GCR guiltig ist. Unterstutzt wird diese These durch GASC et al. (1989), die nach
einer Dexamethasonbehandlung eine Steigerung der Immunfarbung im Kern von
Leberzellen der Ratte bei gleichbleibender cytoplasmatischer Immunfarbung
beobachten konnten. In der selben Hepatom-Zelllinie wurde von WIKSTROM et al.
(1987) in beiden Zellkompartimenten der Rezeptor nachgewiesen. Von OZAWA et
al. (1999) wurde bei Ratten in nahezu allen GH und ACTH produzierenden Zellen
des Hypophysenvorderlappen und -hinterlappen der immunreaktive GCR
vornehmlich im Kern festgestellt. Studien von McGIMSEY et al. (1991) mit
polyklonalen Anti-Ratte-GCR-Antikorpern zeigten, dass immunreaktiver GCR im
Gehirn, Hypophyse, Leber und Thymus in erster Linie im Kern lokalisiert ist. Wobei
eine Adrenalectomy in diesen Untersuchungen zum Abfall der nuklearen und zum
Anstieg der cytoplasmatischen Rezeptoren fuhrte.

In GCR transfizierten COS-1 Zellen und HTC Zellen mit endogenem GCR
befindet sich der Rezeptor in Abwesenheit von Hormon im Cytoplasma und
translokiert nach der Hormonbindung nach 2 Stunden vollstandig in den Kern
(OAKLEY et al., 1999). Im Cytoplasma und Kern wurden in IM-9 Zellen 2 Stunden
nach Dexamethasonapplikation ungefahr gleiche Rezeptorkonzentration gefunden
(FLACH et al., 1992). Der Grund fir diese Unterschiede ist unklar, kann aber
durch Zelltyp spezifische Unterschiede in der Translokations- und / oder der
Recyclingrate zuruck ins Cytoplasma erklart werden (OAKLEY et al.,, 1999).
HACHE et al. (1999) postulieren ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
cytoplasmatischem und nuklearem Rezeptor, also eine kontinuierliche
nukleoplasmatische Wanderung des inaktiven GCR, grundlegend ahnlich wie bei
ER und PR. In Steroid-resistenten lymphoiden Zelllinien findet kein Transport vom
Cytoplasma in den Kern statt (ANTAKLY et al., 1989).

GAMETCHU et al. (1993) und POWELL et al. (1999) wiesen in humanen
leukemischen Zellen einen Teil der Rezeptorpopulation in der Plasmamembran
nach. In Ratten konnte nach der Applikation von Dexamethason der GCR in
Mitochondrien der Leber nachgewiesen werden (Western Blot und
elektronenmikroskopische Untersuchungen). Durch in vitro Versuche wurden
diese Ergebnisse verifiziert. Es wurde ein temperatur- und hormonabhangiger
Transport des GCR in die Mitochondrien beobachtet (DEMONACOS et al., 1993).
Zudem befinden sich im Genom der Mitochondrien des Menschen und der Ratte
homologe Sequenzen zu den hormone responsive elements der
Steroidrezeptoren (SEKERIS, 1990).
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2.3.4 STEUERUNG DER GLUCOCORTICOIDWIRKUNG UND GEWEBSSPEZIFISCHE
GLUCOCORTICOIDSENSITIVITAT

Die im Blut zirkulierenden GC erreichen alle Organe/Gewebe in gleichem
Male. Verschiedene Zielgewebe und Zellen zeigen jedoch eine unterschiedliche
Sensitivitat unter normalen physiologischen Bedingungen. Die unterschiedliche
GC-Sensitivitat von Geweben erfordert daher eine spezifische lokale
Feinregulation. Prinzipielle Menchnismen sind: Bioverfugbarkeit des Hormons,
Rezeptorkonzentration, BeeinfluBung der Rezeptor Interaktionen durch andere
Rezeptoren oder gewebsspezifischer Coaktivatoren. Auf die einzelnen
Mechanismen soll in den nachsten Kapiteln naher eingegangen werden.

2.3.4.1 BIOVERFUGBARKEIT DES HORMONS

Cortisol weist eine hohe Affinitat zum Mineralocorticoidrezeptor (MCR) auf
und liegt in einem hohen Uberschufy im Vergleich zu Aldosteron vor (FARMAN &
BOCCHI, 2000). In Zielgeweben der Mineralocorticoide wie der Niere und dem
Colon spielt daher, um die physiologische Wirkung von Aldosterone zu
gewahrleisten, die Limitierung an aktivem Cortisol eine entscheidende Rolle. Die
11B-Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 2 (HSD 2) schitzt diese Gewebe vor
einem Uberschul durch die Umwandlung in das biologisch inaktive Cortison. Die
Aktivierung des MCR erfolgt nur durch Mineralocorticoide und Wasser- und
Elektrolythaushalt bleiben im Gleichgewicht (ORTH & KOVACS, 1998;
DIEDERICH et al., 2000).

2.3.4.2 GEWEBSSPEZIFISCHE REZEPTORVERTEILUNG

Viele Studien haben gezeigt, dass eine direkte Korrelation zwischen der
zelluaren GCR Konzentration und der Sensitivitat der Zellen gegenuber GC
exisitiert. Bereits VANDERBILT et al. (1987) berichteten, dass die transkriptionelle
Antwort direkt proportional zur Anzahl der GCR pro Zelle ist. So erklart auch die
hohe Rezeptordichte im Thymus die hohe Sensitivitat dieser Druse auf endo- oder
exogene Glucocorticoidexpositionen (MILLER et al., 1990). Die GCR Expression
ist vom physiologischen Zustand abhangig und wird somit durch verschiedene
Faktoren, u.a. einem second messenger Weg reguliert. Die GC-Sensitivitat einer
Zelle wird durch ein komplexes aber integriertes hormonales Netzwerk gesteuert
(OKRET, 1991). Generell kann der Rezeptor jedoch in einer Vielzahl von Organen
und Geweben des Saugetierorganismus nachgewiesen werden (BALLARD et al.,
1974; THUN & SCHWARZ-PORSCHE, 1994; ROUSSEAU & BAXTER, 1979).
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2.3.4.3 B-REZEPTOR LSOFORM

Neben dem eindeutig dominant vorliegenden GCRa konnte die Expression
der zweiten Isoform, des humanen GCRp im Gehirn, der Hirnrinde, Hippocampus,
Hypothalamus, Hypophyse, peripheren Leukocyten, Leber, Niere, Lunge,
abdominalem Fettgewebe, Skelettmuskulatur, Placenta und in der fetalen Lunge
nachgewiesen werden (BAMBERGER et al., 1995; OAKLEY et al., 1996;
DeCASTRO et al., 1996; DAHIA et al, 1997). Der GCRp bindet kein Hormon und
besitzt daher keine transkriptionelle Aktivitat. Es wird jedoch berichtet, dass ein
Uberschuss an GCRp, zurlickzufiihren auf eine normale physiologische oder eine
pathologische Situation, zur Unterdrickung der Transaktivierung fuhrt (OAKLEY et
al., 1999). Ein ungunstiges GCRa zu GCRp Verhaltnis erklart die GC Resistenz
von Immunzellen (SHAHIDI et al., 1999; HONDA et al., 2000). Die genauen
Wirkungsmechanismen sind nicht vollstandig geklart, es wird angenommen, dass
der GCRp einen fein regulierenden negativen Effekt primar Uber die GRE Bindung
des GCRa auslbt (Abbildung 14). DE-LANGE et al. (1999) bestreiten eine
dominanten negative Inhibition der GC-Wirkung durch den GCRp.

Aktivierter GCRa

s

Aktivierter GCRa mit GCR

GCRB )

— GRE
Ly

Abbildung 14: Repression des aktivierten GCRa durch GCRp

2.2.2.5 HETERODIMERIZATION DES GCR MIT ANDEREN STEROIDREZEPTOREN

Ein weiterer Mechanismus zur transkriptionellen Regulation GC-
induzierbarer Gene ist die Heterodimerization von Steroidrezeptoren und dem
GCR. Trapp et al. (1994) berichten eine wechselseitige Beeiflussung des GCR
und MR im Zentralen Nervensystem. In einer Ubersicht von Trapp & Holsboer
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(1996) wird disskutiert, dass durch Heterodimerbildung der beiden Rezeptoren die
Expression von Zielgenen moduliert wird.

2.3.4.4 GEWEBSSPEZIFISCHE COAKTIVATOREN

Bei Untersuchungen von Steroid-resistenten und -sensitiven Patienten mit
ulcerativer Dickdarmentzindung, konnte bei resistenten speziell eine NF-xB
Farbung in den Epithelzellen festgestellt werden. In GC sensitiven Patienten
wurde NF-kB hauptsachlich in Makrophagen der Lamina propria nachgewiesen.
Die gesteigerte epithliale NF-xB Aktivierung ist evtl. fur die Insensitivitat gegen
Glucocorticoide verantwortlich. Ein UberschuR an aktivem NF-xB verhindert die
DNA-Bindung des GCRa. Dies bedeutet, die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
stellt einen weiteren Mechansimus zur Regulation der GC-Wirkung dar (BANTEL
et al., 2000). NF-kB und GR kdénnen gegenseitig ihre transkriptionelle Aktivitat
unterdrucken.
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2.4 SPEZIELLE BEDEUTUNG DER GLUCOCORTICOIDE IM INTESTINALTRAKT

Der Intestinaltrakt stellt ein enorm adaptives Gewebe dar, das sich in seiner
Funktion standig an neue Anforderungen anpassen muss. Der Darm ist eines der
am starksten beanspruchen Organe, sowohl was die Anpassung an veranderte
Nahrungsverhaltnisse, als auch die standige Belastung mit einer Vielzahl an
Antigenen anbelangt. Um die Aufrechterhaltung der Funktion zu garantieren sind
wirksame Regulationsmechanismen zur Steuerung des Mitose-Apoptose-
Gleichgewichts hier von grofl3er Bedeutung.

2.4.1 FUNKTIONEN DES DARMS

Der Gastrointestinaltrakt (GIT) hat zwei wesentliche Aufgaben zu erfillen.
Seine primare Funktion liegt in der Verdauung von Nahrungsbestandteilen und der
Absorption von resultierenden Nahrstoffmolekilen. Die funktionell damit
erforderliche hohe Oberflache, stellt die groRte Einzeloberflache des gesamten
Korpers dar. Sie wird standig mit einer Vielzahl an pathogenen Mikroorganismen
und antigenen Substanzen konfrontiert. Eine wirksame Barriere wird einerseits
durch die mechanische Integritat der Darmmucosa und andererseits durch das
machtige darmstandige Immunsystem gewahrleistet.

2.2.2.6 VERDAUUNGSPHYSIOLOGISCHE AUFGABEN

Die speziell fir den Dunndarm typische grof3e innere Oberflache wird durch
die Auffaltung auf drei Ebenen erreicht. Die Kerckringschen Falten werden durch
Aufwerfungen der Submucosa gebildet. Eine weitere OberflachenvergrofRerung
wird durch die finger- bis blattférmigen Ausstllpungen der Lamina propria erzielt.
Sie werden auch als Villi intestinales oder Zotten bezeichnet. Diese werden von
einer einzelligen Schicht an Epithelzellen bedeckt. Das intestinale Epithel besteht
hauptsachlich aus Saumzellen, schleimbildenden Drusenzellen (Becherzellen),
entero-endokrinen Zellen und Panethschen Zellen. Die Saumzellen sind der
vorherrschende Zelltyp und werden im Dunndarm als Enterozyten, im Dickdarm
als Colonozyten bezeichnet. Dabei handelt es sich um polarisierte Zellen mit
einem basalen Nukleus und einem apikalen Blrstensaum, welcher eine weitere
VergrofRerung der Oberflache darstellt. Ihre zentrale Aufgabe liegt in der Sekretion
von Verdauungsenzymen und der Absorption von Nahrstoffen, die haufig Gber
geregelte Transporter erfolgt (WRIGHT, 1997). Die Aufgabe der Becherzellen liegt
in der Sekretion von alkalischem, epidermal growth factor (EGF)-haltigem
Schleim, der das Epithel vor aggressiven Substanzen schutzt und aufgrund der
mitogenen Eigenschaften von EGF bei Laisionen die Regeneration des Epithels
sofort durch Stammzellmitosen einleitet (CLAUS et al., 2001). Panethschen Zellen
produzieren Lysozym. Entero-endokrine Zellen sezernieren eine Vielzahl an
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Hormonen und Peptiden, einschlieBlich  Serotonin,  Enteroglucoagon,
Somatostatin, Sekretin, Gastrin, Motilin und Vasointestinales Peptid (VIP) . Im
Vergleich zum Dunndarm befinden sich im Dickdarm wesentlich mehr
schleimbildende Becherzellen. Die Abgrenzung gegen das Darmlumen wird durch
tight junctions zwischen den Epithelzellen und gegen die Lamina propria durch die
Basalmembran realisiert .

Die Lamina propria befindet sich im Mittelstick der Zotten. Sie ist aus
Kollagen Reticulin, Fasern, Fibroblasten und einer Glykosaminoglycanmatrix
zusammengesetzt. Sie ist mit Blutgefallen, Nervenfasern, glatten Muskelfasern
und LymphgefaRen durchzogen und enthalt weiterhin Lymphocyten,
Plasmazellen, Makrophagen, Mastzellen und eosinophile Zellen.

2.2.2.7 IMMUNOLOGISCHE FUNKTION DES DARMS

Neben der mechanischen Barriere sind andere Abwehrmechanismen
erforderlich. Das Risiko der Einwanderung von Mikroorganismen in die
subepithelialen lymphatischen Bereiche ist z.B. im Fall von Untererndhrung und
einer dadurch hervorgerufenen Auflosung der tight junctions (undichtes Epithel)
stark erhoht. Hier greift das gut-associated-lymphoid-tissue, das auch kurz als
GALT bezeichnet wird. Es setzt sich aus Immunzellen des Epithels und der
Lamina propria zusammen.

Im Zottenepithel befindliche Lymphozyten werden als intraepitheliale
Lymphozyten bezeichnet (IEL). Sie befinden sich normalerweise in einer basalen
Position zwischen den lateralen interzellularen Raumen. Es handelt sich
vorwiegend um T-Lymphozyten. Lymphozyten aus der Lamina propria passieren
haufig die Basalmembran und wandern in die Epithelschicht der Zotten ein
(FERGUSON & MURRAY, 1971).

Beim Schwein wurde weiterhin in der Lamina propria mit Hilfe von CD
Markern eine gro3e Anzahl der Zellen als Monocyten und Granulocyten
identifiziert. Makrophagen sind hauptsachlich im oberen Teil der Zotten lokalisiert,
wahrend Mastzellen vorwiegend basal zu finden sind. M-Zellen (microfold) sind
oberhalb der Peyerschen Platten lokalisiert. Sie nehmen potentielle Antigene und
Immunkomplexe auf und leiten sie an Antigen prasentierende Zellen und
regulatorische T-Zellen, die in der Kuppelregion des Lymphfollikels lokalisiert sind,
weiter.
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2.4.2 KOMPARTIMENTIERUNG DES DARMS

Die hohe mechanische und funktionelle Beanspruchung des Darms und die
damit verbundenen immensen Zellverluste mussen kompensiert werden. Jedoch
haben die hochspezialisierten Darmzellen ihre Teilungsfahigkeit verloren. Der
Darm greift daher auf das pluripotente Stammzellprinzip zurick, hierbei gehen aus
einer Stammzelle verschiedene Zelltypen hervor. Als Besonderheit kann im
Intestinaltrakt eine strikte lokale Trennung der Orte der Zellteilung, -differenzierung
und des Zelltods beobachtet werden. Im nachfolgenden Abschnitt soll auf die
Kompartimentierung naher eingegangen werden.

Die Stammzellen sind auf die Lieberkiihnschen Krypten begrenzt. Dies sind
200 — 500 pym tiefe, tubolose Einstllpungen an der Zottenbasis. Pro Krypte
werden 0,4 bis 60 % aller Kryptenzellen als Stammzellen geschatzt (BOOTH &
POTTEN, 2000). Sie liefern dem proliferativen Kompartiment Vorlauferzellen, die
sich schnell und asymmetrisch teilen. Die Tochterzellen wandern entlang der
Krypte, wobei sie nochmals mehrere Teilungen durchlaufen. Nach Beendigung
des Zellzyklus beginnen sie auf dem Weg an die Zottenspitze bzw. an die
Oberflache mit der Differenzierung und nehmen ihre Funktion auf. Dort angelangt
werden die  apoptotischen  Zellen abgestofen. Die Dinn- und
Dickdarmschleimhaut weist somit eine strenge Kompartimentierung auf (Abbildung
15), d.h. die Orte der Zellteilung, Differenzierung und der Apoptose sind von
einander getrennt (POTTEN et al., 1997; WRIGHT, 1997).
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Abbildung 15: Aufbau des Rumpfdarmes mit Kompartimentierung
Kompartimente der Proliferation, Differenzierung und Apoptose im Dinndarm und
Dickdarm (modifiziert nach Claus, 1994)
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2.4.3 BEDEUTUNG DER GC IM RAHMEN DER REGULATION DES ZELLTURNOVERS IM
DARM

Die Mitose wird vornehmlich durch verschiedene Wachstumsfaktoren, wie
IGF-1, IGF-Il, EGF, FGF und TGFa reguliert (PIMENTEL, 1994). Die Sekretion
dieser Wachstumsfaktoren und damit die Zellteilung wird u.a. auch durch nutritive
Faktoren direkt beeinflut. Die Regulation der Differenzierung ist ein Komplexes
Zusammenspiel von Wachstumsfaktoren und GC. SCHAEFFER et al. (2000)
untersuchten die Expression von Cytokinen im Dunndarm der Ratte wahrend der
postnatalen Entwicklung und deren Regulation durch GC. Wahrend der Reifung
des Intestinums in der dritten Lebenswoche fiel die Expression von transforming
growth factor (TGF)-p1 und -2 und IL-1p ab, TNF-a stieg an und TGF-a blieb
konstant. Die Applikation von Cortisol fihrt zu einer verringerten Expression von
IL-18 (das IL-1B Gen weist ein negativ regulierendes GRE auf) und den beiden
TGF-B Isoformen. Diese Studie macht die Bedeutung der GC in der Entwicklung
und Reifung des Intestinaltraktes deutlich. Auch in der Regulation des
Apoptosegeschens kommt den GC eine bedeutende Rolle zu. IWANAGA et al.,
(1994), IWANAGA (1995) und OHNO et al. (1993) zeigten, dass die Expression
von zytotoxischen Substanzen wie z.B. dem tumor necrosis factor (TNF)-a in
Makrophagen der Lamina propria durch GC stimuliert werden kann
Es gibt also einige detailierte Studien, die Hinweise auf die zentrale Bedeutung der
GC in der Regulation des Zellturnovers im Darm haben. Darauf weisen nicht
zuletzt Untersuchungen hin, bei denen die GCR-Konzentrationen in
verschiedenen Geweben mit der FPS, als Marker fur die pro Tag umgesetzte
Proteinmenge eines Gewebes, zusammen gestellt wurden.

Tabelle 2: Vergleich der Erneuerungsrate und der GCR-Konzentration in
verschiedenen Geweben

Gewebe Erneuerungsrate Cortisolrezeptor
% (Tag 1) (fmol/mg)

Weilker Muskel 3,5 9,1

Roter Muskel 4,4 12,4

Dinndarm (Jejunum) 44,0 76,5

Die Tabelle zeigt, dass die GCR-Konzentrationen in aullerordentlich enger
Ubereinstimmung mit der Erneuerungsrate stehen, wobei sogar zwischen
verschiedenen Muskeltypen (weiller Muskel durch verlangsamten Proteinabbau
starker hypertrophiert im Vergleich zu rotem Muskel) Unterschiede in der GCR-
Konzentration aufzuweisen sind. Damit wird die zentrale Bedeutung der GC
unterstutzt. Allerdings lassen derartige Untersuchungen keinerlei Aussagen zu,
welche Kompartimente bzw. welche Zelltypen jeweils den GCR exprimieren.
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Solche Darstellungen bedurfen insbesondere der immunhistochemischen Analyse
basierend auf Antiseren, die gegen den schweinespezifischen Rezeptor gerichtet
sind. Fur diese Spezies stehen jedoch bislang keine Antikorper zur Verfugung.
Auch ist die Nukleinsaure- bzw. Proteinsequenz nur fragmentar bekannt.

39



Literaturtbersicht

3 ZIEL DER UNTERSUCHUNGEN

Der Nachweis freier cytoplasmatischer Rezeptoren kann durch
Bindungsstudien mit markierten Liganden aus Zellhomogenaten erfolgen. Bei
komplexen Gewebsstrukturen ist jedoch eine nahere Charakterisierung der
Glucocorticoidrezeptor-tragenden Zellen sinnvoll. Hierbei erweist sich als Methode
der Wahl der Nachweis mit spezifischen Antikdrpern.

Neben der molekulargenetischen Klassifikation des schweinespezifischen
GCR stand daher die Erzeugung eines spezifischen gegen den Rezeptor
gerichteten Antiserums im Vordergrund. Die Vorgehensweise umfasst dabei die
Klarung der Nukleotidsequenz und damit der Primarstruktur des Rezeptors.
Daraus kann ein entsprechendes Proteinfragment, das als Antigen geeignet ist,
ausgewahlt und rekombinant durch einen Expressionsvektor hergestellt werden.

Anwendung fand das polyklonale Antiserum in Untersuchungen zur GCR-
Verteilung im Intestinaltrakt. Neben dem Thymus und der Leber weist auch der
Gastrointestinaltrakt hohe Konzentrationen an GCR auf. Dies steht im Einklang mit
den entsprechenden fraktionellen Proteinsyntheseraten dieser Organe und
verdeutlicht die GC-Sensitivitat dieser Gewebe (BAXTER, 1971; GARLICK et al.
1979; CLAUS et al.,, 1996). Das intestinale Epithel bietet zudem ein ideales
Modell, zur Untersuchung des Einflusses von Glucocorticoiden auf die Mitose,
Differenzierung und Apoptose, da es eine polarisierte topographische
Organisation aufweist, d.h. die Orte der Zellteilung, -differenzierung und Apoptose
liegen in verschiedenen Kompartimenten der Darmschleimhaut. So kann das
Entwicklungsstadium der Zelle anhand ihrer Position innerhalb des Gewebes
abgeschatzt werden kann (POTTEN et al., 1997).
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 GERATE

Geraite Hersteller
Bilddokumentations- Eagle Eye I, Stratagene, USA
Systeme Bioprint, LTF, Deutschland

DNA-Sequenzierer

Inkubatoren

Konzentratoren
Mikrowellengerate
Eismaschinen
Elektroblotter

Elektrophorese

Netzgerate
Elektrophoresekammer

Gefrierschranke
GielRkammer

Mikroskop

Microtom
PCR-Gerate

PH-Meter
Photometer

Pipetten
Reinstwasseranlagen

Ruhrer, Schdttler,
Vortexer

Software

DNA-Sequencer 377, ABI prism™, Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland

B-6060, Heraeus, Deutschland

Kolbenschiittler Incubator Shaker innova 4080, New Brunswick
Scientific, UK

Aluminiumblock, Grant, UK

SpeedVac 5301, Eppendorf, Deutschland

Radarange, Amana

AF-10, Scotsman, ltalien

TE 70 Semiphor, Hoefer, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland

PowerPac300, Bio-Rad Laboratories GmbH, Austria
PS 500X, Hoefer Scientific Instruments, CA, USA
Horizon 58 Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus,
GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
Mighty Small Il SE 250, Hoefer Scientific Instruments, CA,
USA

Ultrafreezer, Jouan, Frankreich

Mighty Small Multiple Gel Caster SE200, Hoefer Scientific
Instruments, CA, USA

DMRBE, Leica Instruments GmbH, Deutschland
SM2000R, Leica Instruments GmbH, Deutschland
DNA Thermocycler Gene Amp 2400, Perkin Elmer,
Weiterstadt, Deutschland

RoboCycler® Gradient 96, Stratagene, USA
Microprocessor pH Meter, pH 537, WTW, Deutschland
Spectrophotometer NovaSpec I, Pharmacia Biotech,
Sweden

Power WaveX Select, Bio-Tek Instruments Inc., USA
Eppendorf, Deutschland

Gilson, UK

Milli-RX20, MILLI Qplus, PF Millipore Corporation, USA
USF, ELGA, Purelab Plus

IKAMAG®Reo Magnetrihrer, IKA-Labortechnik,
Deutschland

MR 82 Magnetrihrer und Polymax 1040, Heidolph,
Deutschland

Vortex Genie 2™, Bender & Hobein, Schweiz
RNA/DNA Calculator Gene quant Il, Pharmacia Biotech,
Schweden

7700 Sequence Detector Perkin Elmer, ABI prism™
Bio 1D, LTF, Deutschland

41



Material & Methoden

Gerite Hersteller

Sterilisatoren Varioklav®Typ 500E Dampfsterilisator, H+P Labortechnik
GmbH, Deutschland

3-Zahler LS 1801, Beckman Instruments Inc., USA

Thermomixer Eppendorf, Deutschland

Trockenofen UT 6060, Heraeus Instruments, USA

UV-Crosslinker UV Stratalinker® 2400, Stratagene, USA

Waagen Satorius 1475

Warmeschranke T20, Memmert, Deutschland

Wasserbader Constant Temprature Circulating Waterbath RCB 300,
Hoefer Scientific Instruments, CA, USA
Y22, Grant
Water-Jacketed Inkubator 3250, Forma Scientific Inc., USA

Werkbanke LaminAir HB 2472, 2448, Holten, Danemark

Western blot Inkubator PR 150 Deca-Probe Incubation Manifold, Hoefer,
Amersaham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

Zentrifugen L-60 Ultrazentrifuge, Beckman Instruments Inc., USA

J6-MI, Beckman Instruments Inc., USA
5410, Eppendorf, Deutschland

5415 C, Eppendorf, Deutschland

5417 R, Eppendorf, Deutschland
SpeedVac, Eppendorf, Deutschland
Z323K, Hermle Labortechnik, Deutschland

4.2 CHEMIKALIEN, ENZYME, REAKTIONSKITS UND ANTIKORPER

Hersteller Chemikalien
Amersham Pharmacia Biotech, Oligo(desoxythymidin)4,-1gPrimer (27-7858-02)
Freiburg, D Protein A Sepharose CL-4B (17-0780-01)

ECL protein molecular weight marker (RPN 2107)
ECL in vitro translation — streptavidin-HRP and
blocking reagent (RPN 2195)

Bachem Feinchem, Bubendorf, CH IGF-1 (H55555)

Baker J.T. , Deventer, NL Bromphenolblau Natriumsalz (D294)
Natriumdodecylsulphat (4095)
Natriumchlorid (4058)

Boehringer Mannheim, D RNase A (0109169)
Taq DNA Polymerase (5U/uL)
Complete Mini, Proteasen-Inhibitoren-Cocktail

(1836153)

Dako, Glostrup, DK Sheep anti rabbit IgG: Biotin (2ABO2B)
StrptABComplex/HRP (K 3077)

Difco Medium: Luria Broth Base

Fluka Chemie AG , 3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (32750)

Ethylendiamintetraesssigsaure (EDTA),
Imidazol (56749)
GibcoBRL Life Technologies, 1 Kb Plus DNA Ladder™ (10787-026)
Karlruhe, Deutschland 30% Acrylamide/Bis Solution (10325-017)
Agarose (15510-027)
Ampicillin, Natriumsalz (11593-019)
BamH | (15201-023)
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Hersteller

Chemikalien

Loba Feinchemie, A
Merck, D

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D

Perkin Elemer, Weiterstadt , D

Promega, Mannheim, D

Roth GmBH, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Talent , Trieste, |

VBC Genomics, Wien, A

BenchMark™ Prestained Protein Ladder (10748-010)
Ethidiumbromid (15585-011)

Hind 11l (15207-012)

Primer (GR6, GR7, GR8, GR9)

React3 Buffer (16303-018)

T4 DNA Ligase (15224-017)

T4 DNA Ligase buffer (46300-018)

T4 DNA Polymerase (1805-017)
TRIzol®Reagent (15596-018)

Ethanol 99-100 % p.a

Ammoniumsulphat (1.01217.1000)
Citronensauremonohydrat (1.00244.0500)
Dinatriumhydrogenphosphat (6580)

Eosinldsung (1345)

Hamalaun-L6sung (1.09249.2500 )
Morpholinopropanesulfonsaure
(MOPS,1.06129.0250)

Natriumchlorid (1.6404.1000)
Natriumdihydrogenphosphat * H20 (1.6346.1000)
Natriumhydroxid (1.06495.1000)
Polyethylenglycoll 6000 (PEG gg00,8.17007.1000)
Salzsaure (1.00455.1000)

Tris ultrapure (1.08382.0500)

dNTP set (R0181)

dATP (R0141)

pBR322/Mval ()

ABI Prism™BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaktion Kit

M-MLV-Reverse Transcriptase (M1701)
Recombinate RNAIn® Ribonuclease Inhibitor (N2511)
pGEM™ Teasy System Il (A1380)

Aceton (9372.1)

Chloroform (6340.1)

Ethanol (9065.1)

Ethidumbromid ()

Essigsaure (3738.1)

Glycerol (4043.1)

Glycin (3908.1)

Isopropanol (6752.1)

Methanol (4627.2)

Wasserstoffperoxis (8070.2)

Zellutrans Dialysiermembran T2 (E660.1)
Dialysiermembran Typ 27/32 (1784.1)
Diethylpyrocarbonat (DEPC, D 5758)

Insulin from porcine pancreas (1-5523)
Kaliumchlorid (P-3991)

Magnesiumchlorid (M 2670)

Mineraldl (M 5904)

Natriumhydroxyd (S-8045)

Thimerosla (T-5125)

Tris TRIZMA® Base (T 6066)

Cleanmix DNA Purification Kit (TAO50CLN)
Genomix Cells and Tissues (TAOG60C&T)

Primer (ACT3, ACT4, GR1, GR2, GR3, GR4, GR5)
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4.3 BAKTERIENSTAMME, PLASMIDE UND OLIGONUKLEOTIDE

Alle verwendeten E. coli-Stamme sind K12-Derivate. Genetische Merkmale

und Herkunft dieser

Stamme sind

in Tabelle 3 zusammengefasst,

die

Abkurzungen fur die Geno- und Phanotypen entsprechen der Nomenklatur von
BACHMANN (1990). Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Abbildung
16 und 17, die verwendeten Oligonukleotide in Tabelle 4 aufgeflihrt.

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstamme

E. coli -Stamm Genotyp Referenz

XL1-Blue SUpE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi relA1 BULLOK et al.
lac F'[proAB" lacl® lacZAM15 Tn10(tet')] (1987)

BL21 (DE3) F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) STUDIER &

pLysS pLysS ChloramphR hsdS gal (\clts857 ind1 MOFFATT (1986)
Sam?7 nin5 lacUV5-T7 gene 1)

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide fur die Gensynthese und der Klonierung

Name Sequenz (5°-3°) Verwendung

ACT3' tacgcctctggccgcaccac Gensynthese

ACT4? ccgtacctcaggacgccgta Gensynthese

GR1? cagggatccgtttctgegtcttcacccte Gensynthese — BamHI

GR2* aatgtctggaagcaatagttaagg Gensynthese

GR3® tttggcaggagaggagg Sequenzierung

GR4° ctgcatacaacacctcg Sequenzierung

GR5’ cccaagcttgggttagccagtctgacccttcacat Gensynthese — Hindlll - Stop

GR6® cctgacttgtggaagctg Sequenzierung

GR7° ttcaggaacttacacctgg Sequenzierung

GR8'™ agaggtttctgctectge Sequenzierung

GR9" gtctctttacctggagacc Sequenzierung

T7 taatacgavtcactataggg Sequenzierung

SP6 atttaggtgacactatag Sequenzierung

M13rev. AGGAAACAGCTATGACCAT Sequenzierung

' GenBank Accession No.

2 GenBank Accession No.

® GenBank Accession No.
* GenBank Accession No.
®> GenBank Accession No.
 GenBank Accession No.
" GenBank Accession No.
® GenBank Accession No.
® GenBank Accession No.:
®GenBank Accession No.:
""GenBank Accession No.:

: U16368 nt 3305 - 3324

: U16368 nt 3987 - 4006
:U37385nt1-20

: U88894 nt 458 - 435

: AF141371 nt 573 - 589

: AF141371 nt 15631-1515

: AF141371 nt 404 - 386

: AF141371 nt 1196 - 1214

AF141371 nt 1642 - 1660
AF141371 nt 927 — 944
AF141371 nt 497 - 515
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Abbildung 16: Klonierungs- und Expressionsvektor pPGEM®-Teasy mit Amp",

Primersequenzen fiir T7/SP6 und 3‘-T-Uberhangen.
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Abbildung 17: Expressionsvektor pETH-2a mit Amp® und Primersequenz fiir T7
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44 VERSUCHSTIERE — GEWEBEPROBEN

441 LEBERGEWEBEPROBEN

Zur Isolation von RNA wurde ein Versuchstier vom Interuniversitaren
Forschungsinstitut fur Agrarbiotechnologie IFA-Tulln zur Verfugung gestellt. Dem
unter praxisublichen Bedingungen gehalten und gefitterten Kastraten wurden 20
mL Narcoren i.v. infundiert. Der Bauchraum des eingeschlaferten Tieres wurde
entlang der Linea alba eroffnet. Lebergewebe wurde entnommen und sofort in
flussigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren. Das Gewebe wurde bis zur
Aufarbeitung bei —75°C gelagert.

4.4.2 THYMUSGEWEBEPROBEN

Im Vergleich zum Muskelgewebe (SNOCHOWSKI et al., 1981; CLAUS et
al., 1996) ist eine hohe Glucocorticoidrezeptordichte fur den Thymus von MILLER
et al. (1990) und MORALE et al. (1995) beschrieben, daher eignet sich dieses
Gewebe fur die Charakterisierung des Anti-pGCR-Antiserums besonders.

Ein Ferkel der Versuchstation Unterer Lindenhof der Universitat Hohenheim
wurde im Alter von funf Wochen mit 5 mL Narcoren i.c. eingeschlafert. Innerhalb
von 10 Min. post mortem wurde der Thymus freiprapariert, entnommen und in
eiskalter physiologischer Kochsalzlosung gewaschen. Ein aliquoter Teil des
Gewebes wurde fur die Herstellung von Cytosol (siehe 4.6.1) zerkleinert, in
Plastikgefalie gefullt und in flissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren. Bis zur
Analyse erfolgte die Lagerung bei —75°C im Ultrafreezer.

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurde ein kleines Stuck
des Gewebes vorsichtig in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2; RT) gewaschen und in
Methanol / Eisessig Uber Nacht fixiert (Bock,1989). Im Anschluss wurden die
Proben dann in 0,1 M Phosphatpuffer mehrmals gewaschen, kurz mit Aquapigest.
gespult und mit einem Skalpell auf die gewlnschte Grélke geschnitten. Die
Gewebestlckchen wurden in 50% Ethanol uberfuhrt und einer Dehydrationsreihe,
wie folgt unterzogen:

50% Ethanol 2 Std.
70% Ethanol 3 Std.
96% Ethanol 4 Std.
100% Ethanol 4 Std.
100% Ethanol 4 Std.
Xylol 1 Std.
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Die Gewebestlickchen wurden in Paraffin gegossen und 8 Std. bei 60°C im
Brutschrank inkubiert, dann abgegossen, mit frischem Paraffin aufgefullt und fur
weitere 60 Min. bei 60°C inkubiert. Das Gewebe wurde schnell in die endgultige
Blockchenform uberflihrt und im Gefrierschrank zur Erstarrung gebracht. Die
paraffinierten Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei Raumtemperatur (RT)
gelagert.

44.3 DARMGEWEBEPROBEN

Zur Untersuchung der GCR-Konzentration und —Verteilung im Intestinaltrakt
des Schweins wurden freundlicherweise Gewebeproben aus dem DFG-Projekt
von Prof. Claus zur GnRH-Immunisierung unter Bearbeitung von Christine Metz
zur Verfugung gestellt. Die Kastraten und Eber wurden in Stoffwechselbuchten
des Versuchsstalls des Fachgebiets gehalten und erhielten eine einheitliche
praxisubliche Futterration. Die Versuchstiere waren mit einem jugularen
Venenverweilkatheter versehen. Zur Tétung wurden 30 mL Narcoren Uber den
Katheter infundiert. Die Tiere wurden anschlieBend sofort an den hinteren
Extremitaten aufgehangt und der Bauchraum entlang der Linea alba vom Sternum
bis zur Schamgegend erdffnet. Der Intestinaltrakt wurde am Magenausgang und
am Rectum mit Darmklemmen unterbunden, durchtrennt und in einer Wanne mit
eiskalter  physiologischer Kochsalzlésung aufgefangen. Die einzelnen
Darmabschnitte wurden folgendermafen definiert:

Duodenum direkt ausgehend vom Magen ca. 30 cm
Jejunum in toto, direkt anschlieRend an das Duodenum
lleum, cranial vom Caecum ca. 30 cm

Colon ascendens, caudal anschlieRend an das Caecum
Colon transversum

Colon descendendes, cranial vom Rectum ca. 30 cm

O 0O O 0 O O

In Abbildung 18 ist der Intestinaltrakt des Schweins graphisch dargestellit.
Die Entnahmestellen fur die proteinanalytischen und die histologischen
Untersuchungen sind eingezeichnet.

Fir die proteinanalytischen Untersuchungen von Cytosol- und
Kernkomponenten wurden Gewebeabschnitte von ca. 10 bis 15 cm Lange aus
dem lleum und dem Colon transversum entnommen und der Darminhalt vorsichtig
mit physiologischer Kochsalzlésung abgespult. Das Gewebe wurde grob
zerkleinert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieRend wurde es in
Plastikgefalde verpackt und im Ultrafreezer bei —75°C gelagert.

Fur die histologischen Untersuchungen wurden Gewebeproben mit ca. 5

cm Lange aus dem Mittelabschnitt des Duodenums, Jejunums, Colon ascendens
und Colon descendens enthommen. Das Darmsegment wurde quer erdffnet und
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zur Entfernung des Chymus vorsichtig in 0,1 M Phosphatpuffer geschwenkt. Die

Vorgehensweise bei Fixierung und Einbettung der Gewebeproben ist unter 4.4.2
beschrieben.

R D.C.

o

7
] -'_ ,""‘! < /
h

d

7

< . . ///,
,- i

7

Abbildung 18: Schema des Darmkanals des Schweins

Magen (S), Duodenum (D), Jejunum (J), lleum (1), Caecum (CE), Colon
ascendens (CC), Colon transversum (TC), Colon descendens (DC), Rectum (R),
Gewebesentnahmen fur die Histologie (1,2,4,6), Gewebsentnahmen fur die
Proteinanalytik (3 und 5), (nach NICKEL et al., 1975)
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4.5 NMOLEKULARGENETISCHE TECHNIKEN

4.51 ISOLATION VON NUKLEINSAUREN

4.5.1.1 RNA ISOLATION Aus GEWEBE

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Schweineleber mittels TRIzo/®Reagent
(Total RNA Isolation Reagent), einer monophasischen Lésung aus Phenol und
Guanidin-Isothiocyanat, basiert auf der Methode von CHOMCZYNSKI und
SACCHI (1987). Nach der Auflésung der Zellstrukturen durch Homogenisation des
Gewebes im Reagenz, folgt eine Chloroformextraktion, wobei vor allem Proteine
denaturiert werden. Sie sammeln sich in der organischen Phase bzw. der
Interphase an. Die RNA befindet sich ausschliellich in der wassrigen Phase und
kann daraus mit Isopropanol gefallt werden.

Fur die Isolation wurden 200 mg Gewebe mit dem Ultra Turrax in 2 mL
TRIzol’Reagent 15 Sek. homogenisiert und 5 Min. bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Im Anschluss wurden 0,4 mL Chloroform zupipettiert und der Ansatz fur
15 Sek. stark geschittelt. Nach einer weiteren Inkubation von 3 Min. bei RT
wurden die Proben 15 Min. bei 4°C und 12 000 xg zentrifugiert. Die RNA-haltige
wassrige Phase wurde abpipettiert und die RNA mit 1 mL Isopropanol bei 10
minutiger Inkubation (RT) gefallt. Nach der Zentrifugation (30 Min., 12 000 xg,
4°C) wurde das RNA-Pellet zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen (5 Min.,
4°C, 7 500 xg), anschlieRend getrocknet und in 100 uyL RNase freiem Wasser
resuspendiert. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch (siehe 4.5.3.1)
bestimmt und die Qualitdt im denaturierenden Agarosegel (siehe 4.5.2.1)
Uberprift.

4.5.1.2 DNA ISOLATION AUS GEWEBE

Die DNA wurde mit dem DNA-Extraktionskit Genomix von Talent isoliert.
Hierzu wurden 100 pg Lebergewebe in Lysepuffer 15 Sek. mit dem Ultra Turrax
homogenisiert und 5 Min. bei 68°C inkubiert. Zur Isolation der DNA folgte eine
Chloroformextraktion. Die in der wassrigen Phase verbliebene DNA wurde mit
kationischem CTAB (Hexadecyltrimethylammoniumbromide) selektiv gefallt. Nach
der Zentrifugation wurde das DNA-Pellet in hochkonzentrierter Na-Salzlésung
resuspendiert und anschlieRend wieder mit Ethanol gefallt (siehe 4.5.1.4.2). Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in H,O geldst und die Konzentration
photometrisch bestimmt (siehe 4.5.3.1).
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4.5.1.3 PLASMIDISOLATION

4.5.1.3.1 MINIPRAPARATION

Die Plasmidisolation aus Bakterien erfolgte nach alkalischer Lyse aus 3 mL
“Ober-Nacht“-Kulturen. Dazu wurden zweimal 1,5 mL der Bakterienkultur in
Eppendorfcups Gberfiihrt und 15 Min. bei 800 xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert und das Pellet in 250 uL P1-Puffer resuspendiert. Anschliel3end
wurde zur Lyse der Bakterien 250 uL frisch angesetzter P2-Puffer zugeben und 4-
6 mal geschwenkt. Sodiumdodecysulfat (SDS) wurde durch Zugabe von 250 pL
P3-Puffer und 4-6 maligem Schwenken ausgefallt. Der Ansatz wurde 30 Min. bei
18 000 xg und 4°C zentrifugiert und der klare Uberstand in ein neues
Eppendorfcup Uberfuhrt. Die Plasmid-DNA wurde daraus mittels Polyethylenglycol
6000 (PEGeooo) gefallt (siehe 4.5.1.4.1). Mogliche RNA-Kontaminationen wurden
anschlieRend in 0,8 %igem Agarosegel gepruft und (siehe 4.5.2.2) die
Konzentration photometrisch (siehe 4.5.3.1) oder im Gel (siehe 4.5.3.2) bestimmt.

P1 (50 mM Tris/HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA (pH 8), 0,05mg/ml RNase A)
P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS): frisch herstellen, kalt stellen

P3 (2,55 M Kacetat (pH 4,8)): pH mit Eisessig einstellen

4.5.1.3.2 MAXIPRAPARATION

Eine 250 mL Bakteriensuspension wurde in aliquote Teile zu je 50 mL
aufgeteilt und bei 800 xg, 4°C Uber 15 Min. zentrifugiert. Die Pellets wurden dann
jeweils in 10 mL P1 resuspendiert. AnschlieRend wurden 10 mL P2-Puffer
zugegeben und der Ansatz gut gemischt. Nach 5 minnutiger Inkubation bei RT
wurden 10 mL P3-Puffer zugemischt und 60 Min. bei 40 000 xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefall Uberfiihrt und die DNA mit 0,6
Volumenanteilen Isopropanol gefallt. Nach 15 minutiger Inkubation wurde das
Prazipitat durch Zentrifugation gesammelt (15 Min., 8 000 xg, RT), zweimal mit 4
mL 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 pL H20ut0k.
resuspendiert. Die Konzentration wurde photometrisch und im Agarosegel
bestimmit.
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4.5.1.4 AUFREINIGUNG DNA-HALTIGER LOSUNGEN

4.51.4.1 PEG-PRAZIPITATION

DNA-haltige Loésungen wurden im Verhaltnis 1:1 mit PEGgoo LOsung
versetzt, gut gemischt und 10 Min. bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Das
Prazipitat wurde 30 Min. bei 4°C und 18 000 xg abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Nach zweimaligem Waschen mit 70 %igem eiskaltem Ethanol (5 Min.,
4°C, 18 000 xg) wurde das Pellet luftgetrocknet und in einer entsprechenden
Menge an zweimal autoklaviertem HyO4yi0k. gelost.

PEGeooo-Lasung (24% PEGeooo, 3IM NaCI)

4.5.1.4.2 ETHANOLFALLUNG DER SEQUENZIERPRODUKTE

Zum Ansatz der Sequenzierreaktion mit einem Volumen von 10 pyL wurden
10 yL H20, 50 uL Ethanol und 2 pL 3 M Natriumacetat (pH 5,2) zugesetzt und auf
dem Vortex gut gemischt. Nach einer Inkubation von 10 Min. auf Eis wurde bei
4°C und 20 000 xg, 30 Min. zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol
gewaschen und anschliel3end in der SpeedVac 1-2 Min. getrocknet.

4.5.1.4.3 GELELUTION AUS AGAROSEGELEN

Fir die Gelelution wurden DNA-Fragmente in Agarosegelen
elektrophoretisch, wie unter 4.5.2.2 beschrieben, aufgetrennt und die
entsprechenden Gelbanden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die DNA wurde
mit dem Cleanmix DNA Purification Kit (Talent) extrahiert. Zu etwa 200 uyL Gel
wurden 450 yL Cleanmix-Binding Losung, 50 pL Cleanmix-High Purification Resin
und 20 yL TBE Conditioning Losung gegeben und zum Schmelzen der Agarose 5
Min. auf dem Rotor inkubiert. Die Lésung wurde auf die Cleanmix Filtersaule
uberfihrt (30 Sek. 18 000 xg) und einmal mit Waschlésung (30 Sek., 18 000 xg)
und mit 80%igem Ethanol (1 Min., 18 000 xg) gewaschen. Der Filter wurde in ein
neues Eppendorfcup tberflihrt und die DNA mit 20 — 30 yL 70°C warmem H,O
eluiert (30 Sek.,18 000 xg).
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4.5.2 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Das fundamentale Prinzip der Gelelektrophorese beruht auf der Wanderung
von geladenen Molekulen durch verschiedene Gele in einem extern angelegten
elektrischen Feld. Dabei steht der Reibungswiderstand der elektischen Kraft
entgegen. Daraus wird abgeleitet, dass die elektrophoretische Wanderung eines
Makromoleklles  proportional zum  Quotienten aus Nettoladung und
Reibungskoeffizient ist (COMPTON & O 'GRADY, 1991). Die negativ geladenen
Nukleinsauren werden somit nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (SHARP et
al., 1973).

4.5.2.1 DENATURIERENDE RNA-AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Zur Herstellung eines 1,2 %igen RNA-Agarosegels (1x MOPS Puffer, 0,66
M Formaldehyd) wurden 0,54 g Agarose in 38,25 mL H;Opgpc durch kurzes
mehrfaches Aufkochen in der Mikrowelle geschmolzen. Nach der Abkuhlung auf
60°C wurden 4,5 mL 10x MOPS-Puffer und 2,25 mL Formaldehyd (37%) zugeben.
Das Gel wurde in einen Mini-Geltrager gegossen und der Probentaschenkamm
eingesetzt. Nach dem Erkalten (1 Std.) wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer Uberfuhrt und mit 1x MOPS-Puffer Uberschichtet.

10 ug Gesamt-RNA wurden in 30 yL RNA-Ladepuffer geldst, 15 Min. bei
70°C denaturiert und anschliel3end sofort auf Eis abgekuhlt. Zur Sichtbarmachung
der RNA im UV-Licht bei 280 nm wurde den Proben nach der Abkuhlung 1 pL
Ethidiumbromid (1 mg/mL) zugesetzt. Die gesamte Probenmenge wurde in die
Taschen pipettiert und die Elektrophorese bei einer Spannung von 12 V / cm Uber
ca. 45 Min. durchgeflhrt.

RNA-Ladepuffer (2,2 M Formaldehyd, 10x MOPS-Puffer (0,2 M MOPS, 80
1xMOPS, 7% Glycerol, 0,01% BPB, mM NaAcetat, 10 mM EDTA, pH 7,2)
50% deionisiertes Formamid) 41,8 g MOPS

750 uL deionisiertes Formamid 26,6 mL 3 M NaAcetat (pH5,4)

240 pL 37% Formaldehyd 20 mL 0,5 M EDTA (pH8)

165 pL 10x BPB-Ladepuffer ad. 1000 mL H,Opgpc

150 pL 10x MOPS-Puffer pH 7,2 mit NaOH

122 pL H2Opepc lichtgeschitzt lagern

72,5 uL 70% Glycerol

4.5.2.2 DNA-AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Zur elektrophoretischen Auftrennung doppelstrangiger DNA-Molekile
wurden 0,8 bis 1,2 %ige Agarosegel verwendet. Die Agarose wurde in 0,5x TBE-
Puffer durch kurzes mehrfaches Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Nach
Abklhlung auf 60°C wurden 0,5 pg/mL Ethidiumbromid zugesetzt, das Gel in eine
horizontale Mini-Gelkammer gegossen und der Probentaschkamm eingesetzt.
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Nach der Erstarrung wurde das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Als
Elektrophoresepuffer wurde 0,5x TBE-Puffer verwendet.

Die Proben wurden mit einem 1/10 Volumen an 10x DNA-Ladepuffer
versetzt und davon etwa 1 bis 10 uL in die Taschen pipettiert. Die Elektrophorese
wurde bei einer konstanten Spannung von 10 bis 12 V / cm Uber 30 Min.
durchgefuhrt. Als GroRenstandard diente der 1 Kb Plus DNA Ladder (1ug/uL);
davon wurde 1 pL eingesetzt.

10x DNA-Ladepuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylenxyanol, 30% Glycerol)

10x TBE (1 M Tris, 0,9 M Borsaure, 10 mM EDTA, (pH 8,3))

4.5.3 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN

4.5.3.1 PHOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG

Die Bestimmung der Nukleinsaurenkonzentration erfolgte durch die
photometrische Erfassung der optischen Dichte bei 260 nm (ODy), dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsauren. Bei einer Schichtdicke von 10 mm
errechnet sich die Konzentration fur doppelstrangige (Cqspona), €inzelstrangige DNA
(Csspna) bzw. RNA (crna ) aus der ODggo, einem fur DNA, Oligonucleotide bzw.
RNA spezifischen Multiplikationsfaktor und dem Verdinnungsfaktor (Vf) :

CdsDNA — ODzeo x 50 Mg / mL x Vf
CssDNA = ODzso x 33 Mg / mL x Vf
CRNA — OD260 x 40 Mg / mL x Vf

Die Nachweisgrenze der photometrischen Bestimmung liegt bei 2,5 pg /
mL. Aus dem Verhaltnis der OD bei 260 nm und der OD bei 280 nm, der Wert
sollte dabei zwischen 1,8 und 2,0 liegen, erhalt man eine Aussage uber
Proteinkontaminationen in der Lésung.

4.5.3.2 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG IM AGAROSEGEL

Geringe Mengen an Nukleinsduren konnen im Agarosegel quantifiziert
werden. Die Nachweisgrenze liegt bei etwa 5 ng DNA pro Bande. Zur
Konzentrationsbestimmung wird nebst einem aliquoten Teil unbekannter DNA-
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Menge ein DNA-Konzentrationsstandard aufgetragen. Der Konzentrationsstandard
pBR322/Mval wurde nach Angaben des Herstellers verwendet. Die
densitometrische Auswertung erfolgte mit der Eagle Eye Il Software.

454 cDNA-SYNTHESE

4.5.4.1 REVERSE TRANSKRIPTION

Die Reverse Transkription (RT) wurde mit dem Reverse Transcription
System durchgefihrt. Die dabei verwendete Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transkriptase ist eine DNA Polymerase, welche flir die first-strand
complementary DNA (cDNA)-Synthese aus langen RNA Molekilen geeignet ist.
Sie weist eine schwachere RNase H (5’-Exoribonuclease) Aktivitat auf.

1 ug Gesamt-RNA wurde zusammen mit 1 ug Oligo(desoxythymidin)io-
Primer Uber 5 Min. bei 70°C denaturiert. Anschlie3iendes sofortiges Abkuhlen auf
Eis fur 2 Min. verhindert eine Ruckbildung der Sekundarstruktur und ermdglicht die
Anlagerung des Oligo(dT)-Primers. Diesem annealing-Ansatz wurden 200 U M-
MLV Reverse Transkriptase, 1 Volumenanteil M-MLV RT Reaktionspuffer, 10 mM
dNTPs und 25 U Recombinate RNasin Ribonuclease Inhibitor zugesetzt und mit
RNase-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 25 pL gebracht. Die RT-Reaktion
erfolgte Uber 1 h bei 42°C im Wasserbad. Die cDNA-Synthese wurde durch
Erhitzung des Ansatzes fur 10 Min. bei 95°C beendet. Die (cDNA) Produkte
wurden bei —20°C gelagert. Eine Aufreinigung fur die nachfolgende second-strand
Synthese ist nicht notwendig, da der M-MLV RT Reaktionspuffer fur viele Enzyme
kompatibel ist. Als Negativkontrolle wurde anstatt Gesamt-RNA Wasser pipettiert.
Die cDNA-Synthese wurde mittels einer Standard-PCR flr Aktin (siehe 4.5.4.2.1)
Uberprift.

4.5.4.2 POLYMERASEKETTENREAKTION

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde
1986 von Mullis entwickelt. Sie findet eine breite Anwendung in der spezifischen
Amplifikation einer DNA-Vorlage, dem sogenannten template oder der Matrize
(MULLIS et al. 1986). Ein Zyklus von drei Reaktionsschritten wird bis zu 40mal
durchlaufen. Der erste Reaktionsschritt eines jeden Zyklus ist die Denaturierung
des Doppelstranges der template-DNA bei ca. 95°C. Hierbei entsteht Einzelstrang-
DNA. Der zweite Reaktionsschritt, annealing bzw. Anlagerungsschritt, wird in
einem Temperaturbereich von 45°C — 65°C durchgefuhrt. Die annealing
Temperatur hangt von der Schmelztemperatur des verwendeten Primers ab. Beim
annealing lagert sich der entsprechende Primer an den zu ihm komplementaren
Einzelstrang an. Im darauf folgenden dritten Reaktionsschritt, der Extension oder
Elongation, werden zwei neue DNA-Strange synthetisiert. Dabei werden die
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Primer bei ca. 72°C am 3-Ende verlangert, wobei die Reaktion durch
thermostabile Polymerasen katalysiert wird. Diese beiden DNA-Strange dienen in
den folgenden Zyklen als DNA-Vorlage. Aufgrund der exponentiellen Zunahme
(2", n: Zahl der Zyklen) an DNA sind fuir die PCR nur geringe Mengen an template-
DNA erforderlich. Fur die Durchfuhrung einer PCR wird grundsatzlich ein
aquimolares Gemisch aus Desoxy-Nukleotid-Triphosphat eingesetzt.

dNTP-Mix (2 mM je dNTP)
40 pyL 100 mM ATP

40 yL 100 mM CTP

40 yL 100 mM GTP

40 yL 100 MM TTP

ad. 2 mL H204ut0ki.

4.5.4.2.1 AKTIN-AMPLIFIKATION - KONTROLLE DER CDNA-SYNTHESE

Zur Uberpriifung der cDNA-Synthese finden sogenannte ,housekeeping*
Gene oder mMRNAs Anwendung, die ubiquitar in allen Zellen exprimiert werden. 3-
Aktin, das an der Zellstrukturbildung beteiligt ist, kann als endogene Kontrolle fur
die RT-Reaktion verwendet werden. R-Aktin-cDNA kann mittels PCR mit den
Primern ACT3 und ACT4 nachgewiesen werden. Ein Ansatz mit einem
Gesamtvolumen von 50 yL enthielt: 1,6 uM ACT3 und ACT4, 0,2 mM dNTPs, 1,6
mM MgCl; , 1x PCR-Puffer 2 und 2 U Biotag Thermostable DNA Polymerase. Als
Matrize wurde 1 uL cDNA-Ansatz, als Positivkontrolle 200 ng genomische DNA
zupipettiert. Der Reaktionsansatz wurde 2 Min. bei 94°C denaturiert. Anschliel3end
folgten 35 Zyklen im GeneAmp Thermocyler (Perkin Elmer) mit 30 Sek. 94°C, 30
Sek. 63°C und 30 Sek. 72°C. Die Amplifikationsrekation wurde in einem 1,2 %igen
Agarosegel (siehe 4.5.2.2) kontrolliert.

10x PCR-Puffer 2 (200 mM Tris/HCI, 500 mM KCI, (pH 8,8))

4.54.2.2 PGCR-AMPLIFIKATION

Primer flr die Amplifikation der porcinen GCR-cDNA wurden aus zwei
kurzen porcinen Sequenzen gewahlt, die in der Transaktivierungsdomane (GR1,
GenBank Accession No. U37385) und der Hormonbindungsdomane (GR2,
GenBank Accession No. U88894) lokalisiert sind. In Abbildung 18 ist die PCR
Strategie schematisch dargestellt. Gemal® des humanen Rezeptors ist ein PCR-
Produkt von etwa 2,1 kb zu erwarten (HOLLENBERGER et al., 1985).

Eine 50 yL PCR-Reaktion mit 1 pL template-cDNA, 0,5 uM GR1 (sense)
und GR2 (antisense) Primer, 0,2 mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 5 yL PCR-Puffer 1,3 U

55



Material & Methoden

Biotag Thermostable DNA Polymerase wurde angesetzt. Der Reaktionsansatz
wurde 2 Min. bei 94°C denaturiert. Die PCR wurde im GeneAmp Thermocyler Gber
30 Zyklen mit folgendem Temperaturprogramm durchgefuhrt: 30 Sek. bei 94°C, 40
Sek. bei 48 /50 / 52 / 54°C und 2 Min. bei 72°C. Bei der anschliellende Inkubation
uber 5 Min. bei 72°C wurde die Elognation der enstandenen Amplifikate
vervollstandigt. Die PCR wurde auf einem 0,8 %igen Agarosegel (siehe 4.5.2.2)
gepruft.

10x PCR-Puffer 1 (677 mM Tris/HCI, 166 mM (NH,),SO4, 0,1 % Tween 20, (pH 8,8))

4.5.4.2.3 PRIMERDESIGN UND PGCR ANTIGENFRAGMENT AMPLIFIKATION

Anhand der Sequenzanalyse des pGCR-Amplifikates wurde ein Fragment
aus der N-terminalen Domane des GCR gewahlt und aus Klon pPGEMGCR2,1(B)
mittels PCR amplifiziert. Unter Verwendung des 5' sense-Primers, erweitert um
eine BamH | Restriktionsschnittstelle (GR1) und einem 3° antisense-Primer, der
sowohl ein Stopkoden enthalt, als auch fur eine Hind Il Restriktionsschnittstelle
kodiert (GR5), wurde ein 457 bp Fragment generiert und im Weiteren als gcrmr
bezeichnet. Die Strategie zur Amplifikation und sowie das Primerdesign sind in
Abbildung 19 schematisch dargestelit.

Die PCR-Reaktion enthielt 1 ng Plasmid pGEMGCR2,1(B), 0,5 uM GR1
und GR5, 0,2 mM dNTP-Mix, 1,6 mM MgCl,, 1x PCR-Puffer 1, 3 U Biotaq
Thermostable DNA Polymerase in einem Gesamtvolumen von 50 pL. Die
Denaturierung erfolgt tber 2 Min. bei 94°C. Die Bedingungen fur die PCR waren
30 Zyklen mit 30 Sek. bei 94°C, 30 Sek. bei 55°C und 30 Sek. bei 72°C. Zur
Vervollstandigung der Elongationsreaktion wurde abschlieRend noch 5 Min. bei
72°C inkubiert.

Zur Uberpriifung der PCR wurden 5 pL der PCR-Reaktion auf ein
1,2 %iges Agarosegel (siehe 4.5.2.2) aufgetragen. Zur Entferung der
Oligonukleotide wurde das Amplifikat mit PEGgooo gefallt (siehe 4.5.1.4.1) und die
Konzentration am Gel (siehe 4.5.3.2) bestimmt.
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Genbank Accession No. U37385 Genbank Accession No. U88894
TAD LBD
......... ‘ —GCReDNA
1 405 ?
pGCR
GR1 GR2
Bamm > <

GRS

< ~_Stop/Hind 111
ANTIGEN

Abbildung 19: Porcine GCR-cDNA mit sequenzierten Regionen in der
modulatorischen oder Transaktivierungsdomane (TAD, GenBank Daten Accession
No. U37385) und der Hormonbindugsdomane (LBD, Genbank Accession No. U
88894). Daraus resultiert die PCR-Strategie zur Amplifikation des pGCR cDNA-
Fragments ohne 5'- und 3-Ende mit den Primern GR1 / GR2 und der cDNA-
Amplifikation des pGCR Antigenfragments gcrmr mit den Primern GR1(BamH 1)
und GRS (Hind 111/Stop)

4.5.4.2.4 SCREENING AUF POSITIVE PGEM UND PET KLONE

Die PCR-Produkte wurden Uber TA-Klonierung (siehe 4.5.5.3) oder uUber
Restriktionsschnittstellen (siehe 4.5.5.1, 4.5.5.2) in den entsprechenden
Sequenzier- oder Expressionsvektor ligiert und anschlief3end in E. coli XL 1 Blue
vermehrt. Zur Charakterisierung der Klone, wurden die durch blau/weild Farbung
vorselektierten Kolonien mittels PCR Uberpruft.

Die Identifikation der pGEM und pET Klone mit richtigem vollstandigem
Insert erfolgte mit den Primern GR1, GR2 und GR5. Enthalt der potentielle Klon
das Insert wird das entsprechende Fragment amplifiziert. Der 50 yL PCR- Ansatz
setzte sich wie folgt zusammen: 0,2 uM GR1 und GR2 oder 0,2 uM GR1 und GRS,
0,2 mM dNTP-Mix, 1,6 mM MgCl,, 1 Volumenanteil PCR-Puffer 2, 1 U Biotaq
Thermostable DNA Polymerase, ad. H,O. Die DNA-Matrize wurde durch kurzes
Eintauchen eines sterilen Zahnstochers mit der gepickten Kolonie in den PCR-
Ansatz eingebracht. Fur das Screening wurden folgende Temperaturprogramme
gefahren: 5 Min. 94°C, 20 Zyklen mit 30 Sek. bei 94°C, 40 Sek. bei 55°C, 2 Min.
bei 72°C fur die pGEM Klone und 30 Sek. bei 94°C, 30 Sek. bei 55°C, 30 Sek. bei
72°C fur die pET Klone und abschlieBend 5 Min. 72°C. Die PCR wurde auf 0,8
%igem oder 1,2 %igem Agarosegelen uUberpruft.
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4.5.5 KLONIERUNG

4.5.5.1 SPALTUNG VON DNA MIT RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN

FUr die Ligation Uber Restriktionsschnittstellen wurden das aufgereinigte
germr PCR-Produkt und der pET Expressionsvektor mit
Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und anschliefend Uber die T4-Ligase
kloniert. Den Restriktionsansatzen liegen folgende Berechnungen zugrunde:

a) (2 x 10°%) / (660 x Anzahl der Basenpaare) = pmol Enden / pg dsDNA
b) 1 U Enzym verdaut Uber Nacht 1 ug lineare pBR322 DNA = 0,7 pmol Enden

Daraus folgt, fur die Hydrolyse von 0,7 pmol Enden wird 1 U
Restriktionsendonuklease-Aktivitat ~ bendtigt.  Die  restriktionsenzymatische
Spaltung des PCR-Produkts wurde folgendermalden durchgefihrt:

5,85 ug germr PCR-Produkt (41,4 pmol Enden)
50 U BamH |

30 U Hind 1l

8 uL 10x BamHI —Puffer

ad. 80 lJI— HZOautokI.

Die restriktionsenzymatische Spaltung des pET Vektors gestaltete sich wie folgt:

10 ug Vektor (6,8 pmol Enden)
10 U BamH |

15 U Hind Il

2,5 uL 10x BamHI-Puffer

ad. 25 lJI— HZOautokI.

Beide Ansatze wurden bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die
Restriktionsansatze wurden auf ein 1,2 bzw 0,8 %iges Agarosegel (siehe 4.5.2.2)
aufgetragen, die Hydrolyse kontrolliert und die erwinschten Produkte mit dem
Cleanmix DNA Purification Kit (siehe 4.5.1.4.3) aufgereinigt.

4.5.5.2 KLONIERUNG DES GCRMR PCR-PRODUKTES IN DEN PETH-2A-VEKTOR

FUr die Ligation des gcrmr Antigenfragments in den pET Expressionsvektor
errechnet sich folgende Insertmenge:

Menge Vektor (ng) x Lange Insert (kb) / Lange Vektor (kb) = Menge Insert (ng)
50 ng pET-2H x 0,417 kb / 4 kb = 5,2 ng Insert

Fur den Ligationsansatz wurde ein Vektor-Insert Verhaltnis von 1:3 gewahlt:
50 ng pETH-2a, 15,6 ng Insert, 5 Units T4-DNA-Ligase, 1 Volumenanteil
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Ligationspuffer (MBI Fermentas), ad. 20 puL HzOgautox.. Der Ansatz wurde Uber
Nacht bei 16°C im Wasserbad inkubiert.

4.5.5.3 KLONIERUNG DES GCR2,1 PCR-PRODUKTES IN DEN PGEM TEASY VEKTOR

Fur die "sticky end "-Ligation oder TA-Klonierung in den pGEM®-Teasy
Vektor mit Thymin-Uberhdngen (ZHOU, 1995; KOBS, 1995) sind Adenosin-
Uberhange notwendig, welche Uber die sogenannte Tailing-Reaktion an das 5'-
und 3-Ende des amplifizierten Fragments angehangt werden kdnnen. Hierbei
macht man sich zu Nutze, dald Tag-Polymerasen keine Fragmente mit glatten
Enden, sondern meist einem unspezifischen Uberhang produzieren (CLARK J.M.,
1988; HU G., 1993)

Der Tailing-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 pL beinhaltete 262,5
ng gcr2,1 Fragment, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dATP, 5 Units Tag-Polymerase, 1
Volumenanteil PCR-Puffer 2. Die Reaktion wurde bei 70°C dber 30 Min.
durchgefuhrt und danach sofort in die Ligation eingesetzt. Zur Klonierung und
damit zur Vermehrung und Sequenzierung wurden die gcr2,7 PCR-Fragmente in
den pGEM®-Teasy Vektor ligiert. Dabei ist darauf zu achten, dal maximal 1/5 des
Volumenanteils des Tailingansatzes in die Ligationsreaktion eingesetzt wird. Fur
den Ligationsansatz errechnet sich folgende Insertmenge:

25 ng pGEM® -Teasyx 2,1 kb / 3,02 kb = 17,5 ng Insert

Der Ligationsansatz setzte sich entsprechend des Verhaltnisses von 1:3
folgendermalien zusammen: 25 ng Vektor, 52,5 ng Insert, 5 Units T4-DNA-Ligase,
1x T4-DNA-Ligase Puffer in einem Endvolumen von 10 uL. Der Ansatz wurde Uber
Nacht bei 4°C inkubiert.

4.5.5.4 TRANSFER VON DNAIN E. coLI

4.5.5.4.1 CHEMISCHE TRANSFORMATION IN E. coLi XL1 BLUE

Fur die Transformation wurden jeweils 0,4 uL der Ligationsansatze mit je
100 uL kompetenten E.coli XL1 Blue 30 Min. auf Eis, anschliellend exakt 90 Sek.
bei 42°C im Wasserbad und dann weitere 2 Min. auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von 800 uL Luria Broth (LB)-Medium folgten 45 Min. Inkubation bei 37°C. Danach
wurde die Bakterienkultur 5 Min. bei 600 xg abzentrifugiert und davon 600 pL
Uberstand verworfen.

Zur Selektion auf transformierte pGEM-Plasmid-Trager wurden 50 bzw. 100
ML der Bakteriensuspension auf LB/Ampicillin Agarplatten, die zuvor mit 10 yL
Isopropyl-R-D-thiogalactosid (IPTG) und 40 pL 5-Brom-4-Chlor-3-indol-f3-D-
galactosid (X-Gal), dem Substrat der R-Galactosidase, behandelt wurden,
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Blau-weil3-Selektion beruht auf
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der Unterbrechung des LacZ‘-Gens, welches fur die R-Galaktosidase kodiert.
Bakterienkolonien, in denen das LacZ-Gen durch die Insertation zerstort ist,
bleiben weil3, wahrend Klone ohne Inseration die [3-Galaktosidase exprimieren
und sich blau farben. 12 weilte Kolonien wurden als potentielle Plasmidtrager
durch PCR-Screening (4.5.4.2.4) auf korrekte Inserts Uberprift und die einzelnen
Bakterienklone in Flussigkultur vermehrt. Dazu wurde eine ampicillinhaltige LB-
Flissigkultur (3-4 mL) in einem Kulturrohrchen beimpft. Die Vermehrung des
Klons fand bei 37°C und 220-250 Upm statt. Die positiven Klone wurden mittels
einer Mini-Plasmidpraparation (siehe 4.5.1.3) aufgereinigt.

LB (Luria-Bertani) Medium (1% (w/v) Festes Ampicillin LB-Nahrmedium
Bacto Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, (1% (w/v) Bacto Trypton, 0,5% (w/v)
1% (w/v) NaCl, (pH 7,4)) Hefeextrakt, 1,6% (w/v) Agar,

10 g Bacto Trypton 100 pg/L Ampicillin)

5 g Hefeextrakt 16 g Agar

10 g NaCl 1 mL Ampicillin-Stammlésung

ad. 1L H,O ad. 1 L LB-Medium
LB/Amp-Medium (100 pg/mL Ampicillin) LB/Chloramph-Medium (20 pg/ml

1 mL Ampicillin-Stammldsung Chloramphenicol)

(100 mg/mL) 2 mL Chloramphenicol-

ad. 1 L LB-Medium Stammlésung (10 mg/mL)

ad. 1 L LB-Medium

4.55.4.2 ELEKTROPORATION

4.5.5.4.2.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Fur die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen fir die Elektroporation
wurden 5 mL LB/Chloramph. mit E. coli BL21 (DE3) pLysS beimpft und Uber Nacht
bei 37°C bis zu einer ODgypo von 2,0 inkubiert. Die Vorkultur wurde in 1 L
LB/Chloramph. Uberfuhrt und bis zu einer OD bei 595 nm von 0,6 bis 0,8 inkubiert.
Die Zellen wurden bei 800 xg fur 15 Min. abzentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal
mit 0,5 L kaltem H2O4ut0x., €inmal mit 10 % Glycerin gewaschen und zum Schlul
in 2,5 mL 10 % Glycerin resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 40 pL
Portionen aufgeteilt und bei —75°C gelagert.

4.55.4.2.2 Transformation

40 pL kompetente E. coli BL21 (DE3) pLysS und 1 ng Plasmid wurden 5
Min. auf Eis inkubiert und in eine vorgekihlte Elektroporationskiivette pipettiert.
Die Klvette wurde in den E.coli Pulser Apparatus von Bio Rad eingesetzt und ein
Spannungsimpuls von 2,5 Volt angelegt. AnschlieBend wurde sofort 1 mL LB-
Medium zupipettiert, in ein Eppendorfcup Uberfuhrt und 30 Min. bei 37°C und 120
Upm geschuttelt. 100 pyL dieser Suspension wurden auf eine LB/Chloramph/Amp-
Agarplatte ausplattiert. Die restlichen 900 pL wurden abzentrifugiert und 700 pL
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des Uberstandes verworfen. 100 pL dieser resuspendierten Zellen wurden wie
oben beschrieben ausplattiert. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht (37°C).

4.5.5.5 PLASMIDVERMEHRUNG

Die Transformanten wurden flir die Mini-Plasmidisolation jeweils in 3 mL
LB/Amp-Medium angezichtet. Die Kulturen wurden 8 — 16 Std. bei 37°C im
Schuttler inkubiert. Fir Maxipraparationen wurden 250 mL LB/Amp-Medium
inokuliert.

4.5.6 SEQUENZANALYSE DOPPELSTRANGIGER DNA

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA erfolgte nach der von Frederick
Sanger entwickelten enzymatischen Ketten-Abbruch-Methode (SANGER et al.,
1977). Dabei werden unterschiedlich lange DNA-Fragmente erzeugt,
hervorgerufen durch eine kontrollierte Unterbrechung der Synthese mittels
spezifischer Terminatoren (2°,3‘-Didesoxynukleosid-5'-Triphosphate, ddNTPs), die
zusatzlich zu den 2-Desoxynukleotiden zum Reaktionsansatz gegeben werden.
Die ddNTPs besitzen an ihrer 3‘-Position keine OH-Gruppe. Dadurch kann ein
entstehendes DNA-Fragment, nach statistischem Einbau eines Terminators, nicht
mehr durch die Ausbildung weiterer Phosphodiester-Bindungen zum nachsten
anzuhangenden 2‘Desoxynukleotid verlangert werden. Es kommt zum
Kettenabbruch. Bei der automatischen Sequenzierung mit dem ABI PRISM 377
DNA sequencer sind die vier ddNTPs mit vier unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und werden zusammen in einer Spur des
Polyacrylamidgels aufgetrennt. Nach der Elektrophorese neu synthetisierter
Fragmente, kann direkt aus dem Signalmuster die DNA-Sequenz abgelesen
werden.

Der Ansatz zur Sequenzierreaktion wurde mit dem Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit angesetzt. Die Sequenz wurde mit den
Sequenzierprimern T7, M13rev, GR3, GR4, GR6, GR7 und GR8 aus 2 Richtungen
eingelesen. Der Reaktionsansatz enthielt 5 pmol Sequenzierprimer, 500 ng DNA,
2 uL Ready Reaction Mix in einem Gesamtvolumen von 10 uL. Die PCR wurde mit
25 Zyklen a 96°C fur 10 Sek., 50°C fur 5 Sek. und 60°C fur 4 Min. durchgefuhrt.
Die Sequenzierprodukte wurden anschlieBend durch Ethanolfallung gereinigt
(siehe 4.5.1.4.2) und in 4 uL Loading Dye (Amersham) durch kraftiges Schutteln
mit dem Vortex geldst.

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben 2 Min. bei 95°C
denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Die Elektrophorese erfolgte uber Nacht nach
dem vom Hersteller empfohlenen Programmparametern (2500V, 40 mA, 30 W)
auf einem 4,5% denaturierendem Polyacrylamidgel. Die Probe wurden auf das
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vorgewarmte (50°C) Gel geladen und Uber 16 Std. aufgetrennt. Die Auswertung
erfolgte mit der "Sequence Navigator" Software. Als Anoden-Elektrophoresepuffer
wurde 0,5x TBE und als Kathodenpuffer 1x TBE verwendet.

4.5.7 REKOMBINANTE EXPRESSION

Das T7-RNA-Polymerase-Promotor-System eignet sich besonders zur
Uberexpression von Genen in E. coli (TABOR & RICHARDSON, 1985). Die T7-
RNA-Polymerase ist sehr aktiv und sehr selektiv fur ihren eigenen Promotor. Im
Expressionsvektor pETH-2a wird das zu exprimierende Gen unter die Kontrolle
des T7-Promotors gestellt. Die Expression erfolgt im E.coli-Stamm BL21 (DE3),
der das Gen fur die T7-RNA-Polymerase unter der Kontrolle des IPTG
induzierbaren lac-Promotors tragt. Die Induktion der Expression der T7-RNA-
Polymerase und somit auch des rekombinanten Gens erfolgt durch Zugabe von
IPTG (STUDIER & MOFFAT, 1986; STUDIER et al., 1990).

4.5.7.1 KULTIVIERUNG IM SCHUTTELKOLBEN

Eine Vorkultur wurde durch Animpfen von 1 L LB-Medium mit 20 ug/mL
Ampicillin  mit einer kleinen Kolonie der transformierten Bakterien und
anschlielfender Vermehrung Uber Nacht im Schuttler (120 Upm) hergestellt. Die
»=uber-Nacht“-Kultur wurde bis zu einer ODs75 von 0,6 inokuliert. Anschlieend
wurde die Expression des rekombinanten Proteins durch die Zugabe von 1 M
IPTG und das Aufheizen des Fermenters auf 37°C fur 3 h induziert (130 Ump).
AbschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation (800 xg, 15 Min.) geerntet.
Eine Negativ- und Positivkontrolle wurde von der nichtinduzierten bzw. induzierten
Bakteriensuspension entnommen (1 mL) und abzentrifugiert (15 Min., 800 xg).
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4.6 PROTEINANALYTISCHE METHODEN

4.6.1 HERSTELLUNG VON CYTOSOL- UND KERNFRAKTIONEN

Alle Arbeitsschritte zur Gewinnung einer Cytosol- und Kernfraktion aus
Gewebe wurden bei Temperaturen zwischen 0 und 4°C durchgefuhrt.
Tiefgefrorene (-75°C) Gewebeproben (2 g) wurden evil. mit dem Skalpell
vorzerkleinert und anschlieRend in 2 Volumenanteilen Lysepuffer unter Kihlung
mit Eis zweimal 30 Sek. mit dem Ultra-Turrax homogenisiert, wobei zwischen den
Zerkleinerungsschritten der Homogenisationsstab in Eiswasser gekuhlt wurde. Die
Homogenate wurden 15 Min. bei 4°C und 800 xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde zur Gewinnung des Cytosols in ein Ultrazentrifugenréhrchen Uberfuhrt und
in der Ultrazentrifuge 60 Min. bei 1°C und 100 000 xg zentrifugiert. Das Pellet mit
den Kernkomponenten wurde zweimal mit 8 mL eiskaltem TE-Puffer gewaschen
(15 Min., 4°C, 800 xg) und nachfolgend in 3 mL TE-Puffer inkl. 0,5 M KCI mit dem
Ultra-Turrax zweimal 30 Sek. homogenisiert. Das Kernhomogenat wurde in
Ultrazentrifugenréhrchen Uberflhrt und ebenso 60 Min. bei 1°C und 100 000 xg
zentrifugiert.

2x Lysestammpuffer (20 mM Tris (pH 7,4), 10% Glycerol, 0,05% Trition-X 100)

Lysepuffer (1x Lysestammpuffer, 20 mM Natriummolibdat, 1 mM Dithiothreitol,
Protease-Inhibitor)

TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, (pH 7,4))

Der partikelfreie Uberstand der Cytosol- und Kernfraktion wurde abpipettiert
und der Proteingehalt nach BRADFORD (1976) nach einer am Fachgebiet
etablierten Methode im Mikrotiterplattenformat bestimmt. Die Fraktionen wurden in
aliquoten Teilen bei —75°C gelagert.

4.6.2 RADIOAKTIVE MARKIERUNG DES CYTOSOLISCHEN GCR

Dexamethason, ein synthetisches, fluoriertes Glucocorticoid, weist eine
funffach hohere Affinitat (Kqy = 0,4 - 1 nM) zum Rezeptor auf als sein naturlicher
Ligand Corticosteron bei der Ratte (REUL, 1985).

Zur radioaktiven Markierung wurden 500 pL Thymuscytosol mit einer
Proteinkonzentration von 10,26 mg / mL, mit 10 nM 3H-Dexamethason
(Gesamtbindung = GB) Uber Nacht bei 4°C im Rotorschuttler inkubiert. Zur
Uberprifung nicht spezifischer Bindungen (NSB), z.B. durch Transcortin oder
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Albumin, wurde parallel ein Reaktionsansatz mit einem 200-fachen Uberschuft an
nicht tritiertem Dexamethason durchgefuhrt. Das tritierte Hormon wird dabei
durch den UberschuR an unmarkiertem Hormon am Rezeptor verdrangt. Die
Differenz der GB und NSB zeigt damit eine spezifische Bindung an.

Zur Fallung des Proteins wurden anschlieRend zum GB- und NSB-Ansatz
290 pL (35 %) einer gesattigen eiskalten Ammoniumsulfatidsung zugegeben und
30 Min. auf Eis inkubiert. Das Prazipitat wurde durch Zentrifugation (30 Min., 4°C,
5 000 xg) gewonnen, der Uberstand verworfen und das Pellet in 2x SDS-
Ladepuffer gelost. Die Prazipitate des GB- und NSB-Ansatzes wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen
(siehe 4.6.5.3.6 und 4.6.7)

2x SDS-Ladepuffer (30% Glycerol, 2% SDS, 0,1 M Tris (pH 6,8), 0,1 M Dithiothreitol,
0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylen Cyanit)

4.6.3 AUFREINIGUNG REKOMBINANTER PROTEINE AUS E.COLI-KULTUR

Rekombinante DNA-Techniken ermoglichen die Konstruktion von
Fusionsproteinen, in denen die gewinschte Proteinsequenz mit einem
spezifischen Affinitats-Tag gekoppelt ist und damit die
affinitdtschromatographische Aufreinigung rekombinanter Fusionsproteine stark
vereinfacht. Ein solcher Affinitats-Tag kann beispielsweise aus sechs
aufeinanderfolgenden Histidinen bestehen. Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA)
weist eine hohe Affinitat und Selektivitat zu Proteinen mit einem His-Tag auf. Die
Histidinseitenketten bilden mit den Ni-lonen unter neutralen Bedingungen einen
Metall-Chelat-Komplex. Mittels eines pH-Gradienten kdnnen die Fusionsproteine
eluiert werden .

Zwei Zellpellets aus je 1 L Bakterienkultur wurden jeweils in 50 mL Puffer A
(pH 8,0) resuspendiert und 1 Std. unter Ruhren inkubiert. Die Zelldebris wurde
durch Zentrifugation bei 40 000 xg uber 30 Min. und RT abgetrennt. Zum
Uberstand wurden jeweils 2 mL equillibriete Ni-NTA-Agarose gegeben und 3 Std.
bei RT inkubiert; nach der Zentrifugation (1000 xg, 15 min. RT) in 50 mL Puffer A
und anschliefend in 50 mL B (pH 8,0 ) gewaschen. Die Ni-NTA-Agarose-Pellets
wurden in 4 mL Puffer B resuspendiert und die Poly-Prep Saulen (Bio-Rad) befullt.
Eine Saule wurde anschlielRend mit 15 mL Puffer D (pH 6,3) gewaschen und mit
10 mL Puffer E (pH 4,5) eluiert. Dabei wurden 1 mL Fraktionen gesammelt. Die
zweite Saule wurde mit 15 mL Puffer C (pH 6,8) und anschliefend mit 10 mL
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Puffer D (pH 6,3) gewaschen. Die Elution erfolgte wie beschrieben mit 10 mL
Puffer E. In den einzelnen Fraktionen wurden die Proteinkonzentration nach
BRADFORD (1976) bestimmt. Die Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE (siehe
4.6.5.3) Uberprift. Reine hochkonzentrierte Fraktionen wurden in PBS-Puffer
dialysiert. Fraktionen mit einem hohen Anteil unbestimmter Proteine wurde mittels
praparativer SDS-PAGE weiter aufgereinigt (siehe 4.6.5.3.2).

Puffer A (6 M Guanidin/HCI, 0,1 M Puffer B (8 M Harnstoff, 0,1 M
NaH,PO,, 20 mM R-Mercapto- NaH.PO,4, 10 mM Tris/HCI, 20 mM
ethanol (pH 8)) R-Mercaptoethanol (pH 8))

57,3 g Guanidin/HCI 48 g Harnstoff

1,56 g NaH,PO, - 2H,0 1,56 g NaH,PO, - 2H,0

140 pL R-Mercaptoethanol 1 mL 1M Tris

ad. 100 mL HsO4ut0k. 140 pL R-Mercaptoethanol

ad. 100 mL HzoautokL
Puffer C (siehe Puffer B, pH 6,8)
Puffer D (siehe Puffer B ,pH 6,3)
Puffer E (siehe Puffer B, pH 4,5)
pH mit HCI einstellen

4.6.4 DIALYSE

Reine Eluate wurden zur Entfernung von Salzen dialysiert. Dazu wurde der
Dialyseschlauch nach Angaben des Herstellers (Roth) in 10 mM NaHCO3; und 10
mM NazEDTA vorgereinigt und in 50%igem Ethanol im Kuhlschrank gelagert. Fur
die Dialyse wurde der Schlauch in MilliQ gewaschen, in kaltem PBS-Puffer 1 (pH
7,4) equillibriert und auf Dichtheit Gberpruft. Mit der Pipette wurden die Fraktionen
eingefullt (fir 1 mL ca. 5 cm Dialyseschlauch) und der Dialyseschlauch mit
Klemmen verschlossen. Die Dialyse erfolgte Uber 3 Tage jeweils gegen 1 L PBS-
Puffer 1 (pH 7,4) unter schwachem Ruhren bei 4°C. Der Puffer wurde insgesamt 3
mal gewechselt — zweimal am Tag 1, einmal am Tag 2. Das Dialysat wurde
entnommen und der Proteingehalt nach BRADFORD (1976) bestimmt. Die
Lagerung fand bei —20°C statt.

PBS-Puffer 1 (150 mM NaCl, 50 mM KCI, 10 mM Na;HPO,, KH,PO, (pH 7,4))

4.6.5 POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Mittels PAGE konnen Proteine in analytischem oder praparativem Malstab
aufgrund der Lange ihrer Proteinkette aufgetrennt werden (LAEMMLI, 1970).
Dabei wandern die Proteine unter dem Einflu} des angelegten elektrischen Feldes
durch die Poren eines Polyacrylamidgels, wobei die Wanderungsrichtung und —
geschwindigkeit von der Ladung der Proteine, der Porengrof3e des Gels und der
angelegten Spannung abhangt. Die Proteine werden durch Bindung des
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Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) proportional zu ihrer GroRe negativ

geladen (ein SDS-Molekul pro zwei Aminosaurereste) und denaturiert, wodurch
die Auftrennung nach ihrem Molekulargewicht erfolgt.

4.6.5.1 HERSTELLUNG VON SDS-POLYACRYLAMIDGELEN

Zunachst wurden mit Ethanol gereinigte Glasplatten in die Gieskammer mit
entsprechenden Abstandshaltern eingesetzt und die Trenngelldsung luftblasenfrei
bis ca. 2,5 cm unter den oberen Rand gegossen. Zur Entfernung von Luftblasen
an der Oberflache und zur Begradigung des Gelrandes wurde das Trenngel mit
ca. 1 mL Isobutanol vorsichtig Uberschichtet. Nach der Polymerisation des Gels (1
Std. bei RT) wurde das Isobutanol abgegossen, die Sammelgellésung auf das mit
Aquapiqest gespulte Trenngel gegossen und der Probentaschenkamm eingesetzt.
Nach einer weiteren Polymerisationszeit von 1 Std. wurde der
Probentaschenkamm entnommen und das Gel in die Elektrophoresekammer
eingesetzt. Die Anoden- und Kathodenkammer wurden mit insgesamt 250 mL
einfach konzentriertem SDS-Elektrophoresepuffer aufgeflllt, die Taschen mit
Puffer gespult und der Molekulargewichts-Standard und die Proben aufgetragen.

15% Trenngel (15% Acrylamid/Bisacryl- 5% Sammelgel (5% Acrylamid/Bis-
amid, 378 mM Tris base (pH 8,8) , 0,1% acrylamid, 50 mM Tris base (pH 6,8),
SDS, 0,1% APS, 0,04% TEMED 1%, SDS, 1% APS, 0,01% TEMED
5,7 mL H20pigest. 6,8 mL H20pigest.
12,5 mL 30% Acrylamid/Bisacrylamid 1,7 mL
Acrylamid/Bisacrylamid
6,3 mL Tris base (pH 8,8) 1,25 mL Tris base (pH 6,8)
0,25 mL 10% SDS 0,25 mL 10% SDS
0,25 mL 10% APS 0,25 mL 10% APS
0,01 mL TEMED 0,01 mL TEMED
8 % Trenngel (8% Acrylamid/Bisacryl 5x SDS-Elektrophoresepuffer
amid, 378 mM Tris base (pH 8,8) , 0,1% (25 mM Tris, 250 mM Glycin,
SDS, 0,1% APS, 0,04% TEMED 0,1 % SDS (pH 8,3))
5,7 mL Hzobidest_ 15,1 g Tris
12,5 mL 30% Acrylamid/Bisacrylamid 94 g Glycin (electrophor. grade)
6,3 mL Tris base (pH 8,8) 50 mL 10% SDS-Lésung
0,25 mL 10% SDS ad. 500 mL H;O4y0ki.

0,25 mL 10% APS
0,01 mL TEMED

4.6.5.2 MOLEKULARGEWICHTS-STANDARDS

Als Molekulargewichts-Standard wurden entweder 10 pyL Prestained SDS-
PAGE Standard Broad Range (Bio-Rad) oder 10 pL BenchMark™ Prestained
Protein Ladder (GibcoBRL) nach dem Protokoll des Herstellers aufgetragen.

66



Material & Methoden

Der ECL Protein Molekulargewichts Marker von Amersham Pharmacia
Biotech ist mit Biotin markiert und daher speziell fir Western Blots geeignet, zumal
damit leicht der Transfer Uberpruft werden kann. 0,75 puL des Markers wurden mit
4 uL 4x SDS-Ladepuffer versetzt, denaturiert (5 Min., 95°C) und aufgetragen. Die
Detektion auf dem Blot erfolgt mit Streptavidin-HRP in einer Verdinnung in TTBS
von 1:4000 (30 Min. bis 1Std.) und dem ECL Western blotting Detektionsreagenz.

In Tabelle 5 sind die Proteine des Bio-Rad und Amersham Pharmacia
Markers und deren Molekulargewicht aufgelistet.

Protein Molekulargewichts-Standards

Broad Range (kDa) ECL Marker (kDa)

Myosin 188 -
3-Galaktosidose 108 -
Phosphorylase B - 97

BSA 68 66
Ovalbumin 48,5 45
Carboanhydrase 33,4 31
Trypsininhibitor 28,5 20,1
Lysozym 20,8 14,4
Aprotinin 7,3 -

Fur den BenchMark™ Prestained Protein Ladder von GibcoBRL besteht
keine nahere Spezifikation. Er enthalt ein Proteingemisch mit den folgenden
GroRen: 187, 90, 61, 40, 45, 20, 15,7 kDa.

4.6.5.3 PROBENVORBEREITUNG UND —AUFTRAG

4.6.5.3.1 EXPRESSIONSKONTROLLE

Aus Aufreinigung 1 und 2 des rekombinanten pGCRmr Proteins wurden
Zellpellets aus 1 mL der nichtinduzierten (Negativkontrolle) und induzierten
Bakterienkultur (Positivkontrolle) (siehe 4.5.7.1) in 200 yL vierfach konzentriertem
(4x) SDS-Ladepuffer resuspendiert. 15 uL des Waschpuffers C oder D bzw. 1 ug
der Waschfraktionen D und 1 ug Protein der Eluate aus der Aufreinigung des
rekombinanten pGCRmr Antigens wurden mit einem viertel Volumenanteil des
SDS-Ladepuffers gemischt und jeweils 5 Min. bei 95 °C denaturiert. Um eine
Renaturierung zu unterbinden wurde der Ansatz anschlielend sofort auf Eis
abgekuhlt. Die Elektrophorese erfolgte in einem 15 %igen Trenngel. Das
Auftragsvolumen der Negativ- und Positivkontrolle betrug je 10 uL. Das Gel wurde
anschliel3end mit Coomassie Brilliant Blue R-250 gefarbt (siehe 4.6.6).
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4.6.5.3.2 AUFREINGUNG DES REKOMBINANTEN PGCRMR PROTEINS

1400 pg pGCRmr Protein aus Eluat 2 der Aufreinigung 2 wurden in einem
achtel Volumenanteil des achtfach konzentrierten SDS-Ladepuffer aufgenommen,
5 Min. bei 95°C denaturiert und anschlieRend sofort auf Eis 3 Min. abgekuhlt. Die
Proben wurden auf ein 15 %iges SDS-Polyacrylamidgel mit einer grol3en
Probentasche geladen. Nach der Elektrophorese und der Coomassie Blau
Farbung wurde die 15 kDa Bande ausgeschnitten und in PBS-Puffer 1 mit dem
Ultra Turrax homogenisiert. Dieses Homogenat wurde direkt flr die Immunisierung
(siehe 4.7.1) verwendet.

4.6.5.3.3 VERDUNNUNGSREIHE PGCRMR UND CYTOSOLISCHES PROTEIN

Das dialysierte pGCRmr Protein wurde in PBS-Puffer (pH 7,4) wie folgt
verdunnt und 2:1 mit 2x SDS-Ladepuffer gemischt. Die Denaturierung erfolgte bei
96°C uber 4 Min.

100 ng/pL
50 ng/ uL
25 ng/ pL
12,5 ng/pL
6,25 ng/uL
3,13 ng/uL
1,79 ng/puL
0,39 ng/puL

Die Proben wurden auf ein 15 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach
der Elektrophorese wurde das Protein auf eine PVDF-Membran geblottet (siehe
4.6.7).

Thymuscytosol mit einem Proteingehalt von 10,26 mg / mL wurde mit einem
achtel Volumenanteil an 8x SDS-Ladepuffer gemischt und 5 Min. bei 95 °C
denaturiert. Nach der Abkluhlung auf Eis wurden entsprechend 200, 100, 50, 25,
12,5 und 6,25 ug cytosolisches Protein pro Spur eines 8 % SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte der
Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran.

4.6.5.3.4 BESTIMMUNG DER ANTI-PGCRMR-IGG-BINDUNGSKAPAZITAT

Zur Charakterisierung der Anti-pGCRmr-IgG-Bindungskapazitat wurden in
einem 8 %igen Polyacrylamidgel pro Spur 100 ug cytosolisches Thymusprotein
und 100 pg cytosolisches Protein aus Colonhomogenat nach der wie oben
beschriebenen Denaturierung in  SDS-Ladepuffer  aufgetragen  und
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine wurden anschliellend auf eine PVDF-
Membran transferiert.
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4.6.5.3.5 SEMIQUANTITATIVE BESTIMMUNG DER GCR VERTEILUNG IM DARMTRAKT

Zur Bestimmung der GCR Verteilung und zur Charakterisierung des
EinfluBes der Androgene auf die GCR Konzentration im Intestinaltrakt wurden pro
Spur eines 8 % Polyacrylamidgels jeweils 100 ug cytosolisches Protein des lleums
und des Colon transversum der Eber und Kastraten aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran Ubertragen. Weiterhin wurden zur vergleichenden Bestimmung
der intrazellularen Lokalisation des Rezeptors jeweils 100 pg Protein der
Kernfraktion der Eber und Kastraten im Polyacrylamidgel aufgetrennt. Fur die
Probendenaturierung wurden 50 uL Cytosol oder Kernfraktion mit 6,5 pL 8x SDS-
Ladepuffer gemischt und bei 95 °C flir 5 Min. denaturiert. Anschlie®end wurde
nach Abkuhlung die entsprechende Probenmenge in die Taschen des Gels
pipettiert.

4.6.5.3.6 WANDERUNG DES RADIOAKTIVMARKIERTEN GCR IM POLYACRYLAMIDGEL

Die Migration des *H-Dexamethason markierten Rezeptors in der SDS-
PAGE wurde bestimmt. Dazu wurden die Prazipitate des GB- und des NSB-
Ansatzes (siehe 4.6.2) in 200 uL 2x SDS-Ladepuffer resuspendiert und fur 2 Min.
bei 95°C denaturiert. Jeweils 45 pL der beiden Ansatze wurden in einem 8 %
SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretische aufgetrennt. Die Proteine wurden auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet. Nach dem Transfer wurden die Spuren im
R-Zahler auf inre Radioaktivitat Uberpruift (siehe 4.6.8)

4.6.5.4 BEDINGUNGEN DER ELEKTROPHORESE

Die Elektrophorese erfolgte bei 8 V / cm bis die Proben in das Gel
eingewandert waren und bei 15 V / cm bis die BPB-Front das Gelende erreicht
hatte, bzw. aus dem Gel in den Elektrophoresepuffer gewandert war. Nach der
Elektrophorese sind die Gele fur die Proteinfarbung z.B. mit Coomassie Blau oder
fur das Proteinblotting auf PVDF- oder Nitrocellulosemembranen einsetzbar.

4.6.6 CoomASSIE BLAU FARBUNG

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel dreimal 10 Min. in
entionisiertem H,O gewaschen und in einem mehrfachen Gelvolumen 0,05%iger
Coomassie Brilliant Blue R-250 Losung (ca. 50 mL) gefarbt. Entfarbt wurde das
Gel durch mehrmaliges waschen in entionisiertem H,O. Bei praparativen Gelen
wurde die entsprechende Proteinbande ausgeschnitten und bei —20°C gelagert.
Zur Dokumentation wurden die Gele in Cellophanfolie bei 80°C Uber 2 h im
Geltrockner eingeschweil3t.

0,05% Coomassie Brilliant Blue R-250 Losung
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4.6.7 WESTERN BLOTTING

Unter Western Blotting versteht man die Uberfiihrung von Proteinen aus
Trenngelen auf eine immoblisierte Matrix. Die Effektivitat des Transfers der
Makromolekule kann durch Nutzung eines elektrischen Feldes — Elektroblotting -
wesentlich  erhdht  werden.  Blotting-Verfahren ~ vereinen das  hohe
Auflosungsverfahren der Elektrophorese mit der Spezifitat des Nachweises der
Molekule auf der immobilisierten Membran. Beim Semidry-Elektroblotting erfolgt
der Transfer zwischen zwei horizontal angeordneten Plattenelektroden, die ein
hohes elektrisches Feld bei einem hohen Spannungsgradienten garantieren. Die
Transfermembran sowie das Trenngel sind zwischen zwei Puffer getrankete
Filterlagen eingebettet.

Fur die Charakterisierung des Antiserums wurden die Proteine (pGCRmr-
Antigen, cytosolische und nukleare Proteine) durch SDS-PAGE aufgetrennt und
auf eine PVDF- oder Nitrocellulosemembran geblottet. Hierzu wurden die Gele 20
Min. in Transferpuffer equillibriert. Die zugeschnittene PVDF-Membran wurde
einige Sekunden in 100 % Methanol geschwenkt, danach 5 Min. in HO
eingeweicht und anschlieBend 10 Min. in Transferpuffer equillibriert. Die
Nitrocellulosemembran wurde in H,O angefeuchtet und in Transferpuffer 10 Min.
equillibriert. Die auf die GroRe des SDS-Gels zugeschnittenen Filterpapier
(Whatman) wurden ebenso in Transferpuffer getrankt. Die so vorbereiteten
Materialien wurden in der Blotting-Apparatur schichtweise (als Sandwich) von
unten (Anode) nach oben (Kathode) in der folgenden Reihenfolge Ubereinander
gelegt: 3 Filter, PVDF- oder Nitrocellulose-Membran, SDS-Gel, 3-4 Filter. Das
Blotten erfolgte flr 2-4 h bei 1 mA / cm?.

Nach dem Transfer wurde die Membran 10 Min. in TBS gewaschen, um
Gelreste und SDS zu entfernen. AnschlieBend wurde die Membran entweder
getrocknet, in Whatman Filterpapier verpackt und im Kuhlschrank gelagert, oder
direkt in die Immunodetektion eingesetzt.

Transferpuffer (25 mM Tris base, 190 mM Glycin , 0,05 % SDS, 20% Methanol)

TBS (10 M Tris (pH7,4), 150 mM NaCl)

Bei nachfolgender Immunodetektion wurden die getrocknete PVDF-
Membranen vorher kurz (5 Sek.) mit Methanol benetzt und 5 Min. in Aquapigest.
angefeuchtet, dann folgte der TTBS-Waschritt. Nitrocellulosemembranen wurden
mit H,O befeuchtet (5 Min.) und dann in TTBS gewaschen.
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4.6.8 LOKALISIERUNG DES *H-DEXAMETHASON MARKIERTEN GCR AUF
NITROCELLULOSE MEMBRANEN

Vom Blot des unter 4.6.5.3.6 beschriebenen SDS-Polyacrylamidgels
wurden die Spuren des GB-Ansatz und des NSB-Ansatzes abgeschnitten und
jeweils in 1 mm Sektionen geschnitten. Die Millimeter-Sektionen wurden in 7 mL
Szintillationsflissigkeit (Szintillationsgefalle) aufgenommen und stark geschuttelt.
Anschlieend erfolgte die zweiminutige Messung im R-Zahler.
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4.7 HERSTELLUNG EINES POLYKLONALEN ANTISERUMS

4.7.1 IMMUNISIERUNG

Fur die Immunisierung eines Kanninchens wurden 40 ug dialysiertes (siehe
4.6.4) und 40 pg pGCRmr-Antigen Protein aus der praparativen SDS-PAGE (siehe
4.6.5.3.2) mit 0,5 mL Freund’s kompletem Adjuvants emulgiert und sowohl s.c. als
auch i.m. an je zwei Stellen injiziert. Nach 4, 8, 12 Wochen, gefolgt von weiteren
Boosterinjektionen alle 6 Wochen wurden weitere 80 pg Antigen in 0,5 mL
Freund’s inkompletem Adjuvants injiziert. Entsprechend der Boosterungen wurde
alle 4 bzw. 6 Wochen ca. 8 mL Blut aus der Ohrvene entnommen. Weiterhin
wurden vor der ersten Immunisierung 10 mL Blut zur Herstellung von
Praimmunserum abgenommen.

Nach der Gerinnung wurde das Blut zentrifugiert und das Serum
abpipettiert. Das Antiserum wurde bei —20°C gelagert.

4.7.2 |1cG PRAZIPITATION

Eine IgG Fraktion des Antiserums (S9) nach der achten Boosterung wurde
durch Fallung mit Natriumsulfat und anschlieRender Dialyse gegen PBS
angereichert. Dazu wurde 1 mL Antiserum in ein Ultrazentrifugenréhrchen
pipettiert und schrittweise 180 mg Na,SO, unter standigem Schitteln mit dem
Vortex-Gerat zugeben und fur ca. 5 weitere Min. geschittelt. Es folgte eine 3
stundige Inkubation bei RT. Zu diesem Ansatz wurden 10 mL 18 % Na;SOy in
PBS-Puffer 2 gegeben und 10 Min. bei 15 000 xg in der Ultrazentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit nochmals 10 mL
18 % NaySO4 in PBS-Puffer 2 gespult. Das Prazipitat wurde in 5 mL PBS-Puffer 2
aufgenommen, in einen Dialyseschlauch Uberfihrt (AusschluRvolumen 12.000 —
14.000) und gegen 2 L PBS-Puffer 2 24 Stunden im Kuhlschrank dialysiert. Ein
Pufferwechsel erfolgte nach 12 Stunden. Der Proteingehalt wurde mit der Methode
nach BRADFORD (1976) bestimmt.

PBS-Puffer 2 (10 mM NaHPO,, 30 mM Na,HPO,, 150 mM NacCl, 0,01% (w/v)
Thimerosal (pH 7,2))
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4.8 IMMUNOLOGISCHE METHODEN

4.8.1 IMMUNODEKTION VON IMMOBILISIERTEN PROTEINEN AUF MEMBRANEN

Erfolgt der Nachweis von immobilisierten  Proteinen  durch
Immunreaktionen, spricht man von Immunoblotting  (Immunologische
Arbeitsmethoden,1991). Der spezifische Nachweis membranfixierter Proteine
kann entsprechend dem Prinzip des Festphasen-lmmunoassays vorgenommen
werden. Dazu mussen nicht besetzte Bindungsstellen der Membran durch
Proteine oder Detergenzien abgesattigt werden (Blockierung/Quenching). Der
Nachweis erfolgt im allgemeinen durch einen indirekten Test, dazu werden
sekundare Antikorper eingesetzt, welche mit Enzymen, Metallen, Radioisotopen
oder Fluorochromen markiert sind.

Die wesentlichen Schritte des Immunoblotting lassen sich wie folgt
zusammenfassen:

Trennung der Antigene (siehe 4.6.5)

Transfer des Proteins auf eine immobilisierende Membran (siehe 4.6.7)
Blockierung freier Bindungsstellen der Membran

Inkubation mit dem primaren Antikorper

Waschprozel3 (Entfernung von UberschifBigem und nicht spezifisch
gebundenem Antikorper)

Inkubation mit dem markierten sekundaren Antikérper (Sonde)
Waschprozel}

o Nachweisreaktion

O O O O O

O O

Peroxidasemarkierte Antikorper katalysieren die Oxidation von Luminol,
Antikorper konjugiert mit Alkalischer Phosphatase (AP) katalysieren die
Umwandlung von CSPD und beide |6sen damit eine Chemilumineszenz aus; das
entstehende Licht wird Uber einen speziellen sehr lichtsensitiven Film detektiert
(GULTEKIN & HEERMANN, 1988; BLAKE et al., 1984). Die Reaktion ist
quantifizierbar, in dem der Film eingescannt und densitometrisch ausgewertet
werden kann. Die ECL-Reaktion ist ca. zehnmal sensitiver (im pg-Bereich) als die
Blotentwicklung mit Farbsubstraten. Eine weitere Steigerung der Sensitivitat kann
durch biotinylierte Antikorper erzielt werden. Dies bedingt jedoch eine langere
Entwicklungsprozedur, da zusatzlich mit konjugiertem Streptavidin inkubiert
werden mul3.

4.8.2 STRIPPEN VON MEMBRANEN

Die Detektion von Proteinen mittels Chemilumineszenzsubstraten
ermoglicht die Anfarbung mit mehreren Antikdrpern, weil keine ausgefallenen
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Reaktionsprodukte entstehen, sondern die Produkte abgewaschen werden
konnen.

Nach der Filmentwicklung werden der 1. und 2. Antikorper mit Glycin/HCI
(pH 2,5) entfernt. Dazu wurden die Membranen 5 Min. in TBS gewaschen. Im
Anschluf3 wurde zweimal 15 Min. mit 1 M Glyin/HCI (pH 2,5) gestrippt; zur
Neutralisierung wurde danach 10 Min. in 10 mM Tris (pH 7,4) inkubiert. Nach
erneutem Absattigen unspezifischer Bindungsstellen kann der Blot mit einer
anderen Antikdrperkombination gefarbt werden.

4.8.3 NACHWEIS DER ANTIGEN EXPRESSION IN E.coLlI MIT ANTI-HIS-ANTIKORPERN

Die Charakterisierung der rekombinanten Expression von pGCRmr Antigen
erfolgte Uber die Coomassie Farbung elektrophoretisch aufgetrennter
nichtinduzierter und induzierter Bakterienrohextrakte und der
Aufreinigungsprodukte der Metall-Chelat-Affinitatschromatographie (siehe 4.6.5.3).

Anti-His-Antikdrper ermoglichen die weitere Charakterisierung und
Detektion von 6xHis-Tag Fusionsproteinen im Western Blot.

Das pGCRmr Antigen Fusionsprotein wurde mit einem monoklonalen Maus
Anti-His Antikérper von Qiagen nachgewiesen. Diese Antikdrper besitzen eine
hohe Affinitit und Spezifitdt gegeniiber dem 6xHis-Tag. Der Penta-His® Antikdrper
erkennt funf aufeinanderfolgende Histidinreste unabhangig vom umgebenden
Aminosaurekontext (XHHHHHX).

Zur Detektion von His-Tag-Fusionsproteinen wurde der Western blot mit
einer Verdunnungsreihe des aufgereinigten und dialysierten pGCRmr-Antigens mit
100 bis 0,39 pg verwendet (siehe 4.6.5.3.3 und 4.6.7). Die Membran wurden direkt
nach dem Transfer zweimal 10 Min. in 50 mL TTBS gewaschen. Die Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen erfolgte Uber Nacht mit 5 % Blockierungsreagenz
(Amersham Pharmacia Biotech). Der UberschuR an Blockierungsreagenz wurde
durch dreimaliges Waschen mit 50 mL TTBS entfernt. Die Detektion des His-Tag
erfolgte mit dem Penta-His® Antikorper in einer Verdiinnung von 1:1000 in 10 mL
1% Blockierungsreagenz. Die Reaktionszeit betrug 1 Std. Im Anschluf} folgte ein
Waschschritt von dreimal 10 Min. 50 mL TTBS, um ungebundene Antikorper zu
entfernen. Der sekundare AP-konjugierte Antikorper, Ziege Anti-Mouse-Antikorper,
wurde in einer Verdinnung von 1:50 000 in 10 mL 1%iger Blockierungsreagenz
uber 1 Std. eingesetzt. Der anschliellende Waschschritt erfolgte wie oben mit 50
mL TTBS, allerdings wurde viermal 10 Min. gewaschen.

Fur die Farbereaktion mit CSPD (Boehringer) wurde die Membran in
Detektionspuffer 2 Min. equillibriert. Das Substrat wurde 1:100 in Detektionspuffer
vedunnt und die Membran damit bedeckt (0,05 mL / cm?). Nach einer Inkubation
von 5 Min. wurde die Uberschussige Substratiosung mit Whatman Filterpapier
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entfernt. Die Membran wurde in Frischhaltefolie eingescheil3t und zur
Verbesserung der Lumineszenzreaktion fur 5 Min. bei 37°C im Warmeschrank
inkubiert. Es folgte die Fixierung des Blots in der Filmkassette. Die Lichtemission
wurde durch das Auflegen des Biolumineszenzfilm (Lumifilm) Gber einen Zeitraum
von 5 Min erfasst.

TTBS (20 mM Tris/Hcl, 250 mM NaCl, 0,1% Tween (pH 7,4))
10% Blockierungsreagenz

Detektionspuffer (0,1 M Tris, 0,1 M NaCl (pH 9,5))

75



Material & Methoden

4.8.4 CHARAKTERISIERUNG DES ANTI-PGCR-IGG

Zur Charakterisierung des Kaninchen Anti-pGCR-Antiserums wurden
folgende Fragestellungen (Abbildung 20) geklart: reagiert das polyklonale
Antiserum mit dem

Antigen

denaturierten GCR

nativen ligandengebundenen GCR
nativen inaktivierten GCR

0O O O O

Abbildung 20: Schema zur Charakterisierung des Anti-pGCR-Antiserums

1) pGCRmr Fragment als Antigen, 2) Immunisierung des Kaninchens, 3)
polyklonales Antiserum (IgG Fraktion), 4) AS reagiert mit linearisiertem pGCRmr
Antigen (Western blot), 5) AS reagiert mit linearisiertem pGCR (. TAD, Jj DBD,
I LBD; Western blot), 6) AS reagiert mit dem nativem ligandengebundenem GCR
(Immunprazipitation), 7) AS reagiert mit nativem nicht aktivierten GCR (90 = HSP
90, 70 = HSP 70, 56 = HSP 56; Immunprazipitation)
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4.8.4.1 DETEKTION DES PGCRMR-ANTIGENS

Zur  Charakterisierung der Antigen-Antikorper-Reaktion und der
Bestimmung der Affinitat des Anti-pGCR-IgGs wurde der unter 4.8.3 verwendete
Western blot, mit der Verdinnungsreihe des pGCRmr Proteins, gestrippt (siehe
4.8.2).

Nach dieser Prozedur wurde einmal mit TTBS gewaschen (50 mL, 10 Min.)
und unspezifische Bindungsstellen tber Nacht in 5 % Blockierungsreagenz
besetzt. Nach dem Waschschritt mit dreimal 50 mL TTBS fur 10 Min., wurde eine
Anti-pGCR-IgG Verdunnung von 1:2500 in 1 % Blockierungsreagenz (10 mL)
gewahlt. Die Inkubationszeit betrug 2 h. Es folgte ein weiterer Waschschritt. Als
zweiter Antikdrper fand ein monoklonaler Ziege Anti-Rabbit-Antikbrper mit HRP-
Konjugation in einer Verdunnung von 1:20 000 in 1 % Blockierungsreagent
Anwendung bei einer Inkubationszeit von 2 h. Uberschiissiger und unspezifisch
gebundener Antikérper wurde durch dreimaliges Waschen fur 10 Min. und einmal
fur 5 Min. in TTBS entfernt. Die Nachweisreaktion erfolgte nach dem ECL Western
blotting Reagenz Protokoll von Amersham Pharmacia: Der Uberschiflige
Waschpuffer wurde durch senkrechtes Aufstellen der Membran auf ein Filterpapier
fur ca. 1 Min. entfernt und dann auf einer sauberen Glasplatte positioniert. Ein
frisch hergestelltes 1:1 Gemisch aus ECL 1 Reagent und ECL 2 wurde
aufgetragen und 1 Min. inkubiert. Dabei wurde pro cm? Membran 0,05 mL ECL-
Gemisch verwendet. Danach wurde uberschussiges Reagenz (1 Min.) wieder wie
oben beschrieben mittels Filterpapier abgesaugt. Die Membran wurde in
Frischhaltefolie eingepackt, sofort in einer Rontgenfiimkassette fixiert und bei
absoluter Dunkelheit der Biolumineszenzfilm von Roche (Lumifilm) eingelegt. Die
Exposition erfolgte Uber 15 Sek. Als Negativkontrolle wurde der Blot gestrippt und
nach der Blockierungsreaktion Uber Nacht, mit Praimmunserum in einer
Verdunnung von 1:500 in 1% Blockierungslosung inkubiert. Alle weiteren Schritte
wurden, wie oben beschrieben durchgefihrt. Der Lumifilm wurde 5 Min. auf die
Membran aufgelegt. Als weitere Negativkontrolle wurde die beschriebene
Detetkionsmethode ohne den ersten Antikdrper verwendet.

4.8.4.2 DETEKTION DES DENATURIERTEN PGCR

4.8.4.2.1 SPEZIFIKATION DER ANTIGEN-ANTIKORPER-REAKTION

Zur immunologischen Detektion des denaturierten linearisierten pGCR aus
Thymuscytosol wurden in drei Spuren eines 8 % SDS-Polyacrylamidgel 15 pL des
in SDS-Ladepuffer gelosten NSB-Prazipitates (siehe 4.6.2) aufgetragen,
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose Membran geblottet. Die einzelnen Spuren
wurden mit Anti-pGCR-IgG, Anti-pGCR-IgG mit pGCRmr Protein Vorinkubation
und Praimmunserum immungefarbt. Dazu wurde der Blot in die Deca-Probe
Inkubationskammer eingespannt.
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Die Immunfarbung mit Anti-pGCR-IgG wurde prinzipiell wie unter 4.8.4.1
durchgefuhrt. Es wurde eine Anti-pGCR-IgG Verdunnung von 1:2500 gewahlt. Die
Spezifitat der Antigen-Antikérper-Bindung wurde durch Vorinkubation des
Antiserums mit pGCRmr Protein fir 30 Min. in Spur 2 und mit Praimmunserum
(Verdinnung 1:500) in Spur 3 als Negativkontrolle untermauert. Als zweiter
Antikérper fanden in allen drei Spuren monoklonale Anti-Rabbit-Ak mit HRP-
Konjugation in einer Verdinnung von 1:20 000 Anwendung. Die Spuren wurden
jeweils mit 1 mL Antikdrperverdinnung inkubiert, die Wasch- und
Absattigungsschritte wurden jeweils mit 15 mL in einer Wanne durchgefihrt. Die
Farbung erfolgte mit ECL Western blotting Reagenz (4.8.4.1). Die Lichtemission
wurde durch Auflegen des Bioluminszenzfilms Gber 15 Sek. erfasst.

4.8.4.2.2 OPTIMIERUNG DER ANTIKORPERVERDUNNUNG

Zur weiteren Charakterisierung wurde ein Western Blot, in dem pro Spur
100 pg cytosolisches Protein aus Thymushomogenat aufgetrennt waren, mit
verschiedenen Verdunnungen des Anti-pGCR-IgGs gefarbt. Dazu wurde die
Membran nach der Absattigungsreaktion mit 5 % Blockierungsreagenz und dem
Waschschritt in der Deca-Probe Inkubationskammer fixiert. Die einzelnen Spuren
des Blots wurden mit jeweils 1 mL der folgenden in 1% TTBS verdunnten Anti-
pGCR-1gG Losungen inkubiert:

Spur 2 1:500

Spur 3 1:1000

Spur 4 1:2000

Spur 5 1:4000

Spur 6 1:8000

Spur7 1:10000

Spur 8 1:16 000

Spur 9 1:2000 + 100 ng pGCRmr

Nach der Reaktion wurde der Blot aus Deca-Probe Inkubationskammer
entnommen und dreimal 10 Min. in TTBS gewaschen. Die Inkubation mit dem
zweiten HRP-konjugierten Anti-Rabbit-AK (1:20 000) erfolgte wiederum in der
Deca-Probe Inkubationskammer mit jeweils 1 mL. Nach dreimaligem Waschen
mit 50 mL TTBS fur 10 Min. erfolgte die Farbereaktion nach dem ECL Protokoll.
Das Chemilumineszenzsignal wurde Uuber 1 Min. detektiert. Dieselbe
Detektionsmethode wurde fur einen Blot mit jeweils 100 ug cytosolischem Protein
aus Colonhomogenaten durchgefuhrt. Weiterhin wurde die Kreuzreaktion eines
gegen den humanen Rezeptor gerichteten Peptid-Antiserums getestet. Die
Antikorper sind gegen die Aminosauresequenz AS 245-259 des hGCR gerichtet.
Es wurde eine Antikorperverdinnung von 1: 1000 gewahlt.
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4.8.4.2.3 GCR VERTEILUNG IM DARMTRAKT

Der unter 4.6.7 gefertigte Western Blot mit 100 ug Protein der Cytosol- oder
Kernfraktion der Eber und Kastraten wurde wie oben mit Anti-pGCR-IgG und
HRP-konjugierten Anti-Rabbit-AK immungefarbt.

Zur Steigerung der Sensitivitat der Immunreaktion wurde der Blot nach dem
Strippen mit Glycin/HCI mit Anti-pGCR-IgG und biotinyliertem Anti-Rabbit-IgG
inkubiert. Die Inkubationszeiten flr den ersten und zweiten Antikdrper betrugen
jeweils 2 h. Der biotinylierte Antikorper wurde in einer Verdinnung von 1:20 000
eingesetzt. Im Anschlu® wurde die Membran nach dreimaligem Waschen mit 50
mL TTBS (10 Min.) fur 1 h mit HRP-konjugiertem Streptavidin in einer Verdinnung
von 1:4000 in TTBS inkubiert. Der Blot wurde viermal 10 Min. mit 50 mL TTBS
gewaschen und nach der Farbereaktion mit ECL 10 Sek. auf dem
Biolumineszenzfilm exponiert.

4.8.4.3 DETEKTION DES NATIVEN PGCR - IMMUNPRAZIPITATION

Die Immunprazipitation wird mittels Affinitdtschromatographie mit Protein-A-
Sepharose durchgeflihrt. Protein A ist ein Protein, das aus der Zellwand von
Saphylococcus aureus isoliert und bereits 1940 von VERWEY beschrieben wurde.
Das Protein besitzt vier hoch homologe affine Bindungsstellen fur den Fc-Teil von
Immunglobulin G.

Die Versuche zur Immunprazipitation wurden zur Absicherung der
immunhistochemischen Anwendung des Anti-pGCR-As durchgefihrt. Die
Methode ermdglicht die Prifung, ob der Rezeptor in seiner nativen, inaktivierten
(ohne Dexamethason-Vorinkubation) oder auch in seiner nativen, aktivierten Form
(mit Dexamethason-Vorinkubation) vom Antiserum erkannt wird, bzw. ob die
Epitope oberflachlich lokalisiert und zuganglich sind (Abbildung 20).

Zur Etablierung der Immunprazipitation wurde eine NaCl-Optimierung
durchgefuhrt. Als Negativkontrolle wurde Praimmunserum eingesetzt und ein
Ansatz ohne Antiserum durchgefuhrt. Als weitere Kontrolle wurde mit 1 pg
pGCRmr-Antigen geblockt. Zur Abspaltung der HSPs wurden 1 mg cytosolisches
Protein mit 200 nM Dexamethason fur 2 Std. bei 4°C im Rotor inkubiert. Der
Ansatz zur Immunprazipitation setzte sich wie folgt zusammen: 1 mg cytosloisches
Protein, 1,5 pg Anti-pGCRmr-IgG oder 5 pL Praimmunserum und 40 pL
Sepharose A, ad. 500 puL Lysepuffer. Verschiedene Lysepuffer mit NaCl-
Konzentration von 0, 50, 100, 150, 200, 250 und 300 mM wurden zur Optimierung
getestet. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 4°C im Rotorschuttler inkubiert. Die
Prazipitate (1000 rpm, 2 Min., 4°C) wurden dreimal mit 500 pL Lysepuffer
gewaschen und in 40 yL 2x SDS-Ladepuffer resuspendiert. 30 yL wurden in
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einem 8 % SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Anschlielend wurde die Membran wie unter 4.8.4.2
beschrieben mit Anti-pGCR-IgG immungefarbt.

4.8.4.4 BIOLUMINESZENZFILMENTWICKLUNG

Die Entwicklung erfolgte in Wannen. Dazu wurde der Film bei absoluter
Dunkelheit aus der Kassette entnommen und 5 Min. in das Entwicklerbad gelegt.
Nach der Entfernung des Entwicklers durch Spulen des Films in fliellendem
Wasser erfolgte die Fixierung flr 7 bis 10 Min. im Fixiererbad. Anschliel3end
wurde 10 Min. gespuilt und getrocknet.
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4.8.5 IMMUNHISTOCHEMISCHER NACHWEIS DES GCR

4.8.5.1 HERSTELLUNG VON GEWEBSSCHNITTEN

Fir die immunhistochemische Farbung wurden 3 um Gewebsschnitte mit
einem Leica Sliding Microtome SM 2000 R angefertigt und zweimal 15 Min. in
Chloroform entparaffiniert. In einer absteigenden Alkoholreihe, 100%, 100%,
96%, 70% Ethanol, wurden die Sektionen jeweils mindestens 2 Min. rehydriert und
anschliefend mit Aquapigest gespuilt. Die in 1x Citratpuffer eingelegten Schnitte
wurden in der Mikrowelle (1200 W) funfmal 5 Min. gekocht und 30 Min. bei 4°C
abgekduhlt. Es folgte eine 5 minltige Inkubation in TBS 2.

10x Citratpuffer (1 M Citronensduremonohydrat, (pH 6))

10x TBS 2 (25 mM Tris, 150 mM NaCl, (pH 7,4))

4.8.5.2 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG DES GCR

Die nachfolgend beschriebene immunhistochemische Farbung des GCR
erfolgte nach einer am Fachgebiet etablierten Methode und wurde von Frau
Hagele durchgefuhrt.

Zur Hemmung der endogenen Preoxidaseaktivitdt wurden die Schnitte 15
Min. in 2,4% Methanol / Wasserstoffperoxidlésung inkubiert. Anschlieend wurde
mit Aqua bidest gespult und 5 Min in 1x TBS 2 equillibriert. Zur Blockierung
unspezifischer Bindungen wurde der Uberschissige Puffer vorsichtig entfernt und
der Schnitt mit ca. 100 uL Schafserum 1:10 in 1x TBS 2 bedeckt. Die Inkubation
erfolgte Uber 30 Min. in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Das Serum
wurde behutsam abgeklopft und abgewischt. 100 uL des Primarantikorpers in
einer Verdunnung von 1:1000 in 1x TBS 2 wurden aufgetragen und 60 Min. bei
37°C inkubiert. Die Schnitte wurden in 1x TBS 2 gewaschen, anschliefend 5 Min.
in 1x TBS 2 inkubiert und die Uberschissige Feuchtigkeit vor dem Auftragen des
Sekundarantikorper entfernt. Der biotinylierte Schaf Anti-Rabbit-Antikdrper wurde
in einer Verdunnung von 1:400 in 1x TBS eingesetzt. Inkubiert wurde tber 30 Min.
bei Raumtemperatur. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit TBS. Die Schnitte
wurden mit HRP-konjugiertem Streptavidin, verdinnt nach Angaben des
Herstellers, uUber 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Ungebundenes
Streptavidin wurde mit 1x TBS entfernt (siehe oben). Als kolorimetrisches Substrat
wurde 3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) verwendet. Die Entwickelung
erfolgte Uber ca. 10 Sek. und wurde unter dem Mikroskop Uberpruft. Die Reaktion
wurde durch zweimaliges Spulen in Aquapigest gestoppt. Die Schnitte wurden in 1x
TBS 2 einlegt und mit Hamatoxylin/Eosin gegengefarbt; daflr wurden sie 3 Min. in
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filtrierte  Hamalaun-Losung einlegen und anschlieRend mit flieRendem
Leitungswasser mindestens 10 Min. gewassert. Es folgt die Einlegung fur 5 Min. in
0.2% Eosinlésung und mehrmaliges Spulen mit HyOpigest Die Schnitte wurden
nochmals in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und zweimal 2 Min. in
Xylol einlegt.

Zur weiteren Uberprifung der Spezifitat der GCR-Bindung, wurde die Anti-
pGCR-Antikorper-Losung mit verschiedenen Peptiden 1 Std. bei Raumtemperatur
und 3 Std. im Eisbad vorinkubiert. Als Peptide wurden IGF-lI und Insulin in
zehnfachem molarem Uberschufs zum Antikérper gewahlt. Diese vorinkubierte
Peptid-Antikdrper-Losung wurde in einer 1:1000 Verdinnung in 1x TBS
eingesetzt. Zusatzlich wurden die Anti-pGCR-Antikdrper mit dem pGCRmr Protein
vorinkubiert.  Als  weitere  Negativkontrolle  wurde die beschriebene
Detekionsmethode ohne den ersten Antikorper verwendet.

Methanol/H,0,-L6sung Substratpuffer (0,2 M
250 mL Methanol Citronensduremonohydrat, 1M Imidazol,
6 mL H,0, 1 M NaCl (pH 7))
4.2 g Citronensauremonohydrat
6.8 g Imidazol
5.8 g NaCl
DAB-Lésung ad 100 mL H,Opigest
100 mg DAB

180 mL Aquabidest_
20 mL Substratpuffer

Auswertung

Die GCR-Farbung war als braunes Prazipitat sichtbar. Die Auswertung
erfolgte im Lichtmikroskop bei einer ObjektvergrolRerung von 40. Die
Darmquerschnitte wurden in folgende mikroskopisch anatomische Regionen
untergliedert:

o Lamina propria

= Zotten

=  Krypten
o Epithelzellen

= Zotten

=  Krypten

Die Untergliederung und die Auszahlfelder sind schematisch fur den
Dunndarm und den Dickdarm dargestellt (Abbildung 21). Um ein reprasentatives
Ergebnis Uber das Ausmal der GCR-Farbung zu erhalten, wurden mehrere
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Stellen zuféllig ausgewahlt und zur Evaluierung herangezogen. In den einzelnen
Kompartimenten wurden jeweils 500 Zellen ausgezahilt.

Differenzierungs- ==&
und Apoptose-
kompartiment |

Proliferations-
kompartiment

Abbildung 21: Mikroskopisch anatomische Unterteilung des Dinndarms bzw. des
Dickdarms und Auszahlschema zur Auswertung der GCR-Farbung
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5 ERGEBNISSE

5.1 ANALYSE DER CDNA DES PORCINEN GCR (2,1 KB)

5.1.1 RNAISOLATION UND CDNA-SYNTHESE

Gesamt-RNA wurde mittels Trizol aus porcinem Lebergewebe aufgereinigt.
Die RNA-Isolate wiesen durchschnittlich einen Quotienten,ggngo von 1,5 auf. Die
Qualitat wurde zudem im denaturierenden Agarosegel kontrolliert (Abbildung 22a).
Die RNA zeigt das typische RNA-Bandenmuster, mit einer 28s, 18s und 5s rRNA-
Bande. Durchschnittlich lag der Gehalt an Gesamt-RNA bei 3,22 pg/uL. Daraus
ergibt sich eine Ausbeute von 322 ug Gesamt-RNA /100 mg Lebergewebe.

FUr die cDNA-Synthese wurde 1 pug Gesamt-RNA eingesetzt. Die RT-
Reaktion wurde anschlieBend mittels einer PCR fur das house-keeping Gen [-
Aktin Uberprift. In Abbildung 22b) ist bei 400 bp eine starke Bande zu erkennen.
Die Positivkontrolle mit genomischer DNA als Matrize ergab wie erwartet ein
Amplifikat mit einer GréRe von etwa 450 bp. Die Negativkontrolle zeigte keine
Banden.

a) 123 b)
28s

18s

5 400 bp -

Abbildung 22: RNA-Isolation und cDNA-Synthese

a) Denaturierendes 1,2% Agarosegel mit 10 ug Gesamt-RNA / Spur (1-3)

b) Kontrolle der cONA-Synthese mittels beta-Aktin-PCR. Spur M: 1 Kb Plus DNA
Ladder™, Spur 1: RT-Reaktion 1, Spur 2: RT-Reaktion 2, Spur 3: Positivkontrolle
(genomische DNA), Spur 4: Negativkontrolle in 1,2% Agarosegel

5.1.2 AMPLIFIKATION EINES 2,1 KB CDNA-FRAGMENTES DES PORCINEN GCR

Fur die Amplifikation eines Fragments des porcinen GCR mit einer
voraussichtlichen GréRe von 2,1 kb wurde 1 uL der RT-Reaktion eingesetzt. Die
PCR wurde mit einem Vorwartsprimer, der in der Transaktivierungsdomane (GR1)
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und einem Ruckwartsprimer, der in der Ligandenbindungsdomane (GR2) bindet
durchgefuhrt. Die Strategie zur Amplifikation ist in Abbildung 24 dargestellt. Durch
empirische Erhohung der Annealingtemperatur konnte ein PCR-Produkt mit einer
Grolke von ca. 2,1 kb amplifiziert werden. In Abbildung 23 ist das Ergebnis der
Optimierung dargestellt. Bei der hochsten Annealingtemperatur von 56°C entsteht
spezifisch ein etwa 2,1 kb Fragment. Bei abnehmender Annealingtemperatur tritt
verstarkt eine Schmierbande sowie ein Amplifikat von ca. 1,3 kb auf.

Abbildung 23: Optimierung der PCR

Die PCR wurde bei verschiedenen Annealingtemperaturen zwischen 48 und 56°C
durchgefuhrt. Pro Spur des 0,8% Agarosegels wurden 8 pL der PCR-Reaktion
aufgetragen. Spur M: 1 Kb Plus DNA Ladder™, Spur 1: 56°C, Spur 2: 54°C, Spur
3: 52 °C, Spur 4: 50°C, Spur 5: 48°C, Spur 6: Negativkontrolle

Weitere vier PCR-Reaktionen (50 uL Ansatze) wurden zur Vermehrung der
gcr2,1 cDNA bei einer Annealingtemperatur von 56 °C durchgefihrt. Das gcr2,1
PCR-Produkt wurde mit PEGgoo prazipitiert. Das Pellet wurde in H,O
resuspendiert und die Konzentration im Agarosegel bestimmt (13 ng / pL).

5.1.3 KLONIERUNG DES PGCR2,1 FRAGMENTS IN PGEM-TEASY® UND
TRANSFORMATION IN E. coL!

Nach der Amplifikation des gcr2,7 cDNA Fragments wurde eine
Tailingreaktion durchgefuhrt. Die mit Adenosinuberhangen versehene gcr2,1
cDNA wurde in den pGEM®-Teasy Vektor ligiert. Das entstandene Konstrukt
pGEMGCR2,1 (siehe Abbildung 24, oberer Teil) wurde in E.coli XL 1 Blue
transformiert.

33 weille Kolonien (Blau-wei3-Selektion) wurden gepickt und in 3 mL
,=uber Nacht“-Kulturen vermehrt. Zuvor wurden die Kolonien mittels PCR-
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Screening auf das Tragen des pGEMGCRZ2,1 Plasmids Uberpruft, wie beispielhaft
im Agarosegel (Abbildung 25) dargestellt. Bei einem gewahlten Vektor-Insert

Verhaltnis von 1:1 im Ligationsansatz enthielten 8 Klone (24%) das pGEMGCR2,1
Plasmid.

P17 ger2,1 Pm13rev
nt 1 2111
I7 g _ M13rev
678 1511

<SR9 GR3 GR 7

515 615 1307 1642

P GR 8 GR 6 .

310 944 1196 1860

GR 4
885 1531

Abbildung 24: pGEMGCR2,1 Konstrukt und Sequenzierstrategie

Der pGEM®-Teasy Vector mit den T7 und M13rev RNA-Polymerase Promotoren
(P17, Pm13rev) enthalt 2,1 kb des porcinen GCR (gcr2, 1) als Insert (oberer Teil).
Die horizontalen Pfeile unterhalb, zeigen die Richtung und die Anzahl der
sequenzierten Basen mit den Primern T7, GR3, GR4 und M13rev

Die Klone der Spuren 1, 2, 8, 11, 12 und 13 zeigten ein Amplifikat mit einer
Grole von 2,1 kb. Die Spuren 3, 4, 5, 6 und 10 zeigen Amplifikate von 250 bp und
350 bp auf. In Spur 7 erfolgte keine Amplifikation.

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 1 1213 M

g

Abbildung 25: PCR-Screening auf pPGEMGCR2,1 Klone

Spur M: 1 Kb Plus DNA Ladder™, Spur 1+2+8+11+12+13: pGEMGCR2,1 Klone,
Spur 3-7+10: Klone ohne das pGEMGCR2,1 Plasmid, Spur 9: Negativkontrolle in
0,8% Agarosegel, pro Spur wurden 9 yL PCR-Ansatz aufgetragen.

86



Ergebnisse

5.1.4 PLASMIDISOLATION

Aus funf ,uber-Nacht‘-Kulturen der pGEMGCR2,1 tragenden E.coli XL 1
Blue Bakterien (A-E) wurden die Plasmide mittels Minipraparation isoliert und in 20
ML Aquapigest gelost.

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung wurden die Plasmidisolate
1:50 in Aqua bidest verdunnt. Das Isolat des Klon A enthielt 1440 ng / yL , des
Klon B 912,5 ng / pL, des Klon C 1550 ng / uL, des Klon D 348 ng / uL und des
Klon E 420 ng / yL. Das pGEMGCRZ2,1 Plasmid besitzt eine Grolie von etwa 5,1
kb. Das Agarosegel in Abbildung 26 zeigt eine starke Bande des superhelikalen
Plasmids bei etwa 6 kb und eine schwache Bande des helikalen Plasmids bei >10
kb. Weiterhin ist erkennbar, dass keine RNA Kontamination vorliegt .

Abbildung 26: pGEMGCRZ2,1 Plasmidisolation

Spur M: 1 Kb Plus DNA Ladder™, Spur 1: pPGEMGCRZ2,1 Klon A, Spur 2:
pGEMGCR2,1 Klon B, Spur 3: pPGEMGCR2,1 Klon C, Spur 4: pPGEMGCR2,1 Klon
D ,Spur 5: pPGEMGCR2,1 Klon E in 0,8%igem Agarosegel. In Spur 1-3 wurden 3
ML und in Spur 4 und 5 10 pL einer 1:50 Verdinnung der Plasmidisolate
aufgetragen.

5.1.5 SEQUENZANAYLSE

5.1.5.1 SEQUENZIERKONSTRUKT UND STRATEGIE

Das Konstrukt pPGEMGCRZ2,1 und die Sequenzierstrategie sind in Abbildung
24 schematisch dargestellt. Mit den Primern T7 und M13rev konnten
durchschnittlich 678 bzw. 600 bp eingelesen werden. Aus diesen sequenzierten
Bereichen wurden die 17-mer DNA Oligonukleotide GR3 und GR4 generiert.
Damit wurden durchschnittlich 692 bzw. 646 Nukleotide sequenziert. Zur
Doppelstrang-Analyse wurden weitere Sequnezierprimer eingesetzt (GR6, GR7,
GRS, GR9).
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5.1.5.2 NUKLEOTIDSEQUENZ UND ABGELEITETE AMINOSAURENSEQUENZ DES PORCINEN

GCR (2,1 KB)

Die funf isolierten Klone A-E wurden jeweils zweimal sequenziert. Die 2111
bp umfassende Konsensusnukleotidsequenz des porcinen GCR ist in Abbildung
27 dargestellt, wobei die Nukleotide (nt) in 5°-3’-Richtung nummeriert sind. Die

gcr2,1 cDNA kodiert fir 703 Aminosauren (as).

as
nt

1 Val Ser Ala Ser Ser Pro Ser Leu Ala Ala Val Ser GIn Pro Asp Ser Lys GIn GIn Arg
1gtttctgecgtecttcaccctecctggetgetgtgtctcagecagactccaagcagecagagg

21 Leu Ala Val AspPhe Pro Lys Gly Ser Gly Ser Asn Ala Gln GIn Pro AspLeu Ser Lys
61cttgcggtggactttccaaaaggctcaggaagcaatgcacagcagccagatctgtccaag

41 Ala Val Ser Leu Ser Met Gly Leu Tyr Met Gly Glu Thr Glu Thr Lys Val Met Gly Ser
121 gcagtttcactctccatgggactgtacatgggagagaccgaaactaaagtgatgggaagt

61 AspLeu Gly Phe Pro GIn GIn Gly GIn lle Ser Leu Ser Ser Gly Glu Thr AspPhe Arg
181 gacctgggattcccacagcagggccaaatcagectttcctctggggagacagacttcegg

81 LeuLeu Glu Glu Ser lle Ala AsnLeu Ser Arg Ser Thr Ser Val Pro GluAsn Pro Lys
241 cttctggaagaaagcatcgcaaacctcagtaggtcgaccagtgttccagagaaccccaag

101 Ser Ser Ala Ser Ala Ala Gly Pro Ala Ala Pro Ala Glu Lys Ala Phe Pro Lys Thr His
301 agttcagcctccgetgetggtectgetgetccggecagagaaggegt ttccaaaaacccac

121 Ser Asp Gly Ala Pro Glu GIn Pro Asn Val Lys Gly GIn Thr Gly Thr Asn Gly Gly Asn
361 tctgatggggctccagagcagecgaatgtgaagggtcagactggcaccaacgggggtaac

141 Val Lys LeuPhe Thr Thr Asp GIn Ser Thr PheAsp lle Trp Arg Lys Lys Leu GIn Asp
421 gtgaagttgtttaccacagaccaaagcacctttgacatttggaggaagaaactccaggat

161 Leu Glu Leu Pro Ser Gly Ser Pro Gly Lys Glu Thr Ser Glu Ser Pro Trp Ser Ser Asp
481 ttggagcttccttctgggtctccaggtaaagagacaagtgagagtccctggagetcggac

181 LeuLeu lle Asp GluAsnCysLeu Leu Ser Pro Leu Ala Gly Glu Glu Asp ProPheLeu
941ctcttgatcgatgaaaactgtttgctctcccctttggcaggagaggaggatcccttcctce

201 Leu Glu Gly Ser Ser Thr Glu AspCys Lys Pro Leu Val Leu ProAsp Thr Lys Pro Lys
601 t tggaaggaagctcgaccgaggactgtaagectcttgttttgccggacacgaaacctaaa
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as 221 Val LysAspAsn Gly Glu Leu lle Leu Pro Ser Pro Asn Ser Val Pro Leu Pro GIn Val
nt 661gtgaaggataacggagagcttatcttaccgagccccaacagtgtgeccactgccccaagtg

241 Lys Thr Glu Lys GluAspPhe lle GluLeuCys Thr Pro Gly Val lle Lys Gin Glu Lys
721 aaaacagaaaaagaagattttatcgaactctgcaccccaggggtgattaagcaggagaaa

261 Leu Gly Pro Ala Tyr Cys GIn Ala SerPhe Ser Gly AlaAsn lle lle Gly Gly Lys Met
781 ctgggcccagectactgtcaggecgagettttctggggcaaacataattggtggtaaaatg

281 Ser Ala lle Ser Val His Gly Val Ser Thr Ser Gly Gly GIn Leu Tyr His Tyr Asp Met
841 tctgccatttctgttcacggggtgagcacctcggggggacagetgtaccactatgacatg

301 Asn Thr Ala Ala Ser Leu Ser Lys GIn GIn Glu GIn Lys Pro LeuPheAsn Val lle Pro
901 aacacggcagcatccctttccaaacagcaggagcagaaacctctttttaatgtcattcce

321 Pro lle Pro Val Gly Ser GluAsn Trp Asn Arg Cys GIn Gly Ser Gly AspAspAsn Leu
961 ccgattcctgtgggttcagaaaattggaatagatgccaaggatctggagacgataacttyg

341 Thr Ser Leu Gly Thr LeuAsnPhe Ser Gly Arg Ser Val Phe Ser Asn Gly Tyr Ser Ser
1021 acttccttggggactttgaacttctctggccgatcagttttttcgaatggectactcaage

361 Pro Gly Met Arg Pro Asp Val Ser Ser Pro Pro Ser Ser Ser Ser Ala Ala Thr Gly Pro
1081 cctggaatgagaccggacgtaagttctcctccatcgagetecctcagcagcaacgggacca

381 Pro Pro Lys LeuCys Leu Val Cys Ser Asp Glu Ala Ser Gly Cys His Tyr Gly Val Leu
1141 cctcccaaactctgecttgtgtgttctgatgaagettcgggatgtcattatggggtectg

401 Thr Cys Gly SerCys Lys Val PhePhe Lys Arg Ala Val Glu Gly GIn His Asn Tyr Leu
1201acttgtggaagctgtaaagtattcttcaaaagagcagtggaaggacagcacaattatctt

421 Cys Ala Gly ArgAsnAspCys lle lle AspLys lle Arg Arg Lys AsnCys Pro Ala Cys
1261 tgtgctggaagaaatgactgtatcattgataaaat tcgaagaaaaaactgtccagcatgce

441 Arg Tyr Arg Lys CysLeu GIn Ala Gly MetAsnLeu Glu Ala Arg Lys Thr Lys Lys Lys
1321 cgctacagaaagtgtcttcaagctggaatgaacctggaagctcgaaaaacaaagaaaaag

461 lle Lys Gly lle GIn GIn Ala Thr Thr Gly Val Ser GIn Glu Thr Ser GluAsn Ser Ala
1381 ataaaaggaat tcagcaggccactacaggagtctcacaagaaacttctgaaaattctgcet

89



Ergebnisse

as
nt

481 AsnLys Thr lle Val Pro Ala Thr Leu Pro GIn Leu Thr Pro Thr Leu Val Ser Leu Leu
1441 aataaaacaatagttcctgcaacgctaccacagctcacccccaccetggtgtcactgetg

501 Glu Val lle Glu Pro Glu Val Leu Tyr Ala Gly Tyr Asp Ser Ser lle ProAsp Ser Thr
1501 gaagtcattgaacccgaggtgttgtatgcaggatatgacagctcgattccagattccacce

521 Trp Arg lle Met Thr Ala LeuAsnMetLeu Gly Gly Arg GIn Val lle Ala Ala Val Lys
1561 tggcggatcatgaccgcactcaacatgttaggcgggecggcaggtgattgcagcagtgaaa

541 Trp Ala Lys Ala lle Pro Gly Phe Arg AsnLeu His LeuAspAsp GIn Met Thr Leu Leu
1621 tgggcaaaggcaataccaggat tcaggaacttacacctggatgaccaaatgaccctcctg

561 GIn Tyr Ser Trp MetPheLeu Met Val Phe Ala Leu Gly Trp Arg Ser Tyr Arg Gln Ser
1681 cagtattcatggatgtttctcatggtgttcgccctggggtggagatcatacagacaatca

581 Ser Ala Ser LeuLeuCysPhe Ala ProAspLeu Val lle Asn Glu GIn Arg Met Ala Leu
1741 agtgccagettgetgtgttttgectecctgatectggttattaatgagcagagaatggettta

601 Pro Cys Met Tyr Asp GIn Cys Arg His MetLeu Tyr Val Ser Ser Glu Leu GIn Arg Leu
1801 ccctgcatgtatgaccaatgtagacatatgectgtatgtttcctctgagttacagaggett

621 Gln Val Ser Tyr Glu Glu Tyr LeuCysMet Lys Thr Leu Leu Leu Leu Ser Ser Val Pro
1861 caggtgtcttacgaagagtatctctgtatgaaaaccttactgcttctctcttcagttcce

641 Lys Asp Gly Leu Lys Ser GIn Glu LeuPheAsp Glu lle Arg Met Thr Tyr lle Lys Glu
1921 aaggacggtttgaagagtcaagagctatttgatgaaattagaatgacctacatcaaagag

661 Leu Gly Lys Ala lle Val Lys Arg Glu Gly Asn Ser Ser GIn Asn Trp GIn Arg Phe Tyr
1981 ctaggaaaagccat tgtcaagagggaaggaaactccagtcagaactggcaacgcttttat

681 GIn Leu Thr Lys Leu LeuAsp Ser Met His Asp Val Val GluAsnLeuLeuAsn Tyr Cys
2041 caactgacaaaactcttggactccatgcatgatgtggttgaaaatctccttaactattge

701 PheGIn Thr 703
2101 ttccagacatt 2111

Abbildung 27: 2,111 kb Konsensusnukleotidsequenz (nt) und resultierende
Aminosauresequenz (as) des prorcinen GCR
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Die 5 sequenzierten pGEMGCR2,1 Klone (A-E) unterscheiden sich
untereinander in insgesamt 22 Basen. In Tabelle 6 sind die Unterschiede der
Nukleotidsequenz und die Auswirkungen auf die Aminosauresequenz
zusammengefasst.

Tabelle 6:  Abweichungen der Klone A bis E von der Konsensussequenz

Klon Nukleotid Aminoséaure
Position Klon Konsensus |= |Klon Konsensus Position
A 398 G A = |Arg GIn 133
537 A G = |- Ser 179
731 G A = |Arg Lys 244
799 T C = |End GIn 267
1606 T - = |frame shift - -
1611 G A = |- Ala 537
1706 G T = |Gly Val 569
B 523 G A = |Cys Ser 175
1116 A G = |- Ser 373
1417 T C = |End GIn 473
1918 G C = |Ala Pro 640
2067 A G = |lle Met 689
C 495 C T = |- Ser 165
1140 G A = |- Pro 380
1796 T C = |Val Ala 599
1797 A T = |- Ala 599
D 31 A G = | Met Val 11
58 A G = |- GIn 19
336 G A = |- Ala 112
E 281 C G = | Thr Ser 94
310 A T = |Asn Ser 104
322 T C = | Ser Pro 108
596 T - = |frame shift - -
1497 T G = |- Leu 499

9 Nukleotidaustausche bleiben neutral, d.h. das Codon wird in ein
synonymes Codon umgewandelt. 13 Nukleotidaustausche flihren zu einer
Anderung der genetischen Information und damit des Genproduktes. Klon
pGEMGCR2,1(A) und (B) zeigen etliche Transitionen auf und enthalten
‘nonsense”-Mutationen; es sind im Vergleich zur Konsensussequenz zwei
Stoppcodons t'*ag bzw. t"*'"aa eingefiigt, welche zur Synthese unvollstindiger
Proteinfragmente flhren. Klon pGEMGCR2,1(A) und pGEMGCR2,1(E) weisen
Insertationen an Position nt 1606 bzw. Position nt 596 auf. Das Leseraster wird
verandert; es kommt zu einer Verschiebung des Leserahmens. Klon
pGEMGCR2,1(C) unterscheidet sich vom Konsensus durch eine neutrale
Transversion und Klon pGEMGCR2,1(D) durch 3 Transitionen (2 neutrale).
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5.1.5.2.1 SPEZIESVERGLEICH DES GCR AUF NT-EBENE

Insgesamt ist die porcine Konsensusnukleotidsequenz zu etwa 89% mit der
des humanen Rezeptors (HOLLENBERGER et al., 1986) identisch.

Zwischen den Spezies weist die modulatorische Region die deutlichsten
Unterschiede auf, mit der humanen Sequenz weist die porcine eine
Ubereinstimmung von 88% auf. Zudem enthélt diese Region einen Einschub von
12 Nukleotiden (nt 461-474). Die DNA-Bindungsdomane und die Hingeregion
weisen eine hohe Homologie von 90% bzw. 94% auf. Die Nukleotidsequenz der
Ligandenbindungsdomane unterscheidet sich zu 9%. Der Homologievergleich auf
Nukleotidebene ist in Abbildung 28 schematisch dargestellt.

nt 1 494 614 1753 1954 2078 2738 2827 3557
humane |
GCR (=2UIR 3UTR
cDNA | |
TAD -H HBD
Homologie (%) i ? 88 100 |94 91 ? lég?\'leArende
TAD H HBD
Porcine
GCR = —~-m"—r/rHm rvr"m-— ==
cDNA
nt 1 1153 1351 1471 2111

Abbildung 28: Humane und porcine Nukleotidsequenz des GCR

Kodierende Regionen flr die Domanen (TAD = Transaktivierungsdomane, DNA =
DNA-Bindungsdoméane, H = Hingedomane, HBD = Hormonbindungsdémane) und
Speziesunterschiede innerhalb der Domanen. 5- und 3’-UTR bzw. N- und C-
terminales Ende des pGCR wurden nicht sequenziert - - -.

Die Nuklotide nt 494 bis 1753 kodieren fiur die Transaktivierungsdomane
des hGCR, beim Schwein sind 1153 Nukleotide sequenziert. Die DNA-
Bindungsdomane wird beim Menschen von den Nukleotiden 1754-1954 und beim
Schwein von nt 1153-1351, die Hingedomane von nt 1954-2079 bzw. 1351-1471
kodiert. Die Hormonbindungsdomane umfasst beim humanen Rezeptor 849
Nukleotide, beim Schwein sind bislang 639 Basen bekannt.
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5.1.5.2.2 SPEZIESVERGLEICH DES GCR AUF AS-EBENE

Insgesamt unterscheidet sich die porcine Sequenz in 204 Codons von der
humanen, jedoch fiihren nur 63 (30 %) zu einer Anderung der Aminosaure.

Abbildung 28 zeigt die aus der Konsensusnukleotidsequenz hervorgehende
Aminosaurensequenz des procinen GCR im Vergleich zu den Sequenzen der
Spezies Homo sapiens, Saginus oedipus, Rattus norvegicus, Mus musculs, Ovis
aries und Cavia porcellus. Der humane GCR umfal3t 777 Aminosauren. 703 as
des porcinen Rezeptor sind bekannt. Die bekannte Aminosaurensequenz des
Schafes umfal’t 314 Aminosauren. Die Rezeptoren der restlichen Spezies sind
vollstandig sequenziert und umfassen zwischen 771 und 795 Aminosauren.
Daraus kann geschlossen werden, dass ca. 40 Aminosauren des N-terminalen
und etwa 74 Aminosauren des C-terminalen Endes nicht sequenziert sind.

Eine Vielzahl an ausgetauschten Aminosauren konnte in der
modulatorischen Region festgestellt werden; sie zeigt die geringste Identitdt zum
humanen Rezeptor mit ca. 85%. Bei 44% der Aminosauren handelt es sich um
einen neutralen Austausch, wahrend in 56% Aminosdauren mit anderen
chemischen Eigenschaften ausgetauscht wurden. An der Aminosaurenposition
154 der porcinen Sequenz sind 4 Aminosauren (WRRK) und an Position 303 eine
Aminosaure insertiert. Die Deletion einer Aminosaure wurde an Position 376
festgestellt.
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Species
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Species
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Abbildung 29: Vergleich der GCR Aminosauresequenz von Homo sapiens,

Sus scrofa, Saginus oedipus, Rattus norvegicus, Ovis aries und Cavia porcellus.
Die Bindestriche “-“ deuten identische Aminosauren verglichen mit der humanen
Sequenz an. Fehlende Aminosauren wurden durch einen Stern ,*“ angezeigt und
nicht sequenzierte unbekannte Bereiche sind durch Leerzeichen gekennzeichnet.
Der Beginn und das Ende der Transaktivierungs-, DNA-.Bindungs-, Hinge- und
Hormonbindungsdomane sind durch die verschiedenen Pfeile markiert. Die fur die
Antigensynthese ausgewahlte Region (pGCRmr) ist grau unterlegt.

Die DNA-Bindungsdomane mit 100% und die Hingeregion mit 95% sind
vollstandig bzw. hoch konserviert. Die Ligandenbindungsdomane stimmt mit der
humanen zu etwa 95% uberein. 9 as sind hier ausgetauscht, davon sind 5
konservativ (Val®*? zu 11e®®, Asn®™ zu Ser’®, 11e°%® zu Val*®?, Lys®** zu Arg®®,
Glu™" zu Asp®"). Bei der Substitution von Thr®® zu Ala®®°, Ala®® durch Val®®® wird
eine unverzweigte gegen eine verzweigte Aminosaure ausgetauscht. Wird His®**
gegen GIn®'® ausgetauscht, handelt es sich um den Austausch einer basischen
Aminosaure gegen eine nichtpolarisierte, aber polare Aminosaure. Tabelle 7 zeigt
eine Zusammenfassung des Vergleiches oben genannter Spezies. Dabei steht die
erste Zahl fur Ubereinstimmung, die zweite fir die Ubereinstimmung unter
Berucksichtigung eines neutralen Aminosaurenaustausches und die dritte Zahl
bezieht sich auf die Anzahl der Lucken. Alle Angaben sind in %.

Tabelle 7:  Homologievergleich (in %) auf Aminosaurenebene verschiedener

Saugetiere
Homo Sus Saginus Rattus Mus Ovis Cavia
sapiens  Scrofa oedipus  norvegicus musculus aries porcellus
H. sapiens 100 100 100 100 100 100 100
S. scrofa 85-90-1 100 100 100 100 100 100
T |S. oedipus | 94-96-1  84-89-1 100 100 100 100 100 D
A |R. norv. 81-86-5 78-84-6 79-86-5 100 100 100 100 N
D | M. mus. 84-89-2 80-86-3  81-87-1 92-94-2 100 100 100 A
O. aries 88-93-1 86-91 86-91-1 84-89-1 84-90-1 100 100
C. porc. 86-91-1 83-88-2  84-89-1 78-85-5 80-87-3  82-87-3 100
H. sapiens 100 95-97 98-99 96-97 95-98 - 90-97
H | S. scrofa 95-95 100 94-97 93-96 92-96 - 89-96
| | S.oedipus | 97-97  97-97 100 95-97 94-97 ; 9007 |L
N | R. norv. 90-92-2  87-89-2 90-92-2 100 96-98 - 90-97 B
G| M. mus. 87-89-2 90-92-2  90-92-2 97-97 100 - 87-97 b
0. aries - - - - - - -
C. porc. 92-94-2  90-92-2  95-95-2 89-94 87-92 - 100
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Die Homologie des Glucocorticoidrezeptors mit anderen Steroidrezeptoren
des Schweins, wie dem Mineralocorticoid-, Androgen-, Progesteron- und
Ostradiolrezeptors, ist in Abbildung 30 dargestellt.

Der Androgenrezeptor ist vollstandig sequenziert und kodiert fur 895 bzw.
898 Aminosauren (TRAKOOLJUL et al., 2000; SONG et al., 2000). Wahrend die
Transaktivierungsdomane oder Modulatorische Region keine Ubereinstimmung
zur entsprechenden Domane des GCR aufweist, sind insgesamt im Bereich der
DNA-Bindungsdoméane, Hingeregion und Hormonbindungsdomang 54% der
Aminosauren identisch. Unter Berucksichtigung eines neutralen
Aminsaurenaustauschs werden 69% Ubereinstimmungen erreicht. Die Leerstellen
betragen 1%. 164 Aminosauren des Mineralocorticoidrezeptors (PERREAU &
MOISAN, 1997) und 132 Aminosauren des Progesteronrezeptors (KETTLER et
al., 2000), die einen Teil der Hormonbindungsregionen darstellen. Dabei sind 58
bzw. 54% der Aminosauren identisch und bei 74 bzw. 75% handelt es sich um
einen neutralen Austausch. Die Sequenz des Ostradiolrezeptors umfasst 595
Aminosauren (BOKENKAMP, 1994). 34% der Aminosauren sind identisch (54%
neutraler Austausch). 7% Ebenso konnte im C-terminalen Bereich des ER keine
Ubereinstimmung festgestellt werden. Der Homologievergleich basierend auf Blast
Blosum 62 (ALTSCHUL et al. (1990).

as 1 384 450 490 703
GCR TAD - H HBD

MR m_ 164
AR m 895
PR EZRE 13
SENN 34547 Y

Abbildung 30: Homologie sequenzierter Steroidrezeptoren beim Schwein auf
Aminosaurenebene.

Der sequenzierte Bereich des GCR umfasst 703 as. Die sequenzierten Bereiche
fur MR, AR, PR und ER sind als Linie dargestellt. Homologien sind durch
aufgesetzte Balken dargestellt, wobei sowohl die Ubereinstimmung als auch die
Ubereinstimmung unter Beriicksichtigung eines neutralen as-Austausches und die
Ldacken in Prozent angegeben sind

97



Ergebnisse

5.1.5.3 STRUKTURANALYSE DES GCR2.1

Die theoretische Vorhersage bestimmter antigener Proteindeterminanten
anhand der Aminosauresequenz erleichtert und beeinflusst die Sequenzauswahl
fur die Synthese rekombinanter Antigene. Die Lokalisierung antigener
Determinanten basiert auf den verschiedene Eigenschaften der Aminosauren.
Diese charakteristischen Einflussgrofden und Beurteilungskriterien fur die GCR2,1
Aminosaurensequenz sind in Abbildung 31 graphisch dargestellt.

Die Aminosauresequenz des GCR2,1 Proteins wurde nach HOPP &
WOODS (1981) auf ihre hydrophilen Eigenschaften untersucht. Weiterhin spielt
nach FRAGA (1992) die Interaktionsenergie zwischen Aminosauren eine Rolle
und erhdht in Kombination mit der Methode von HOPP & WOODS (1981) die
Aussagekraft Uber die Antigenitat in Form des Recognition factors. Die
Bestimmungen von WELLING et al. (1985) basieren auf der
Aminosaurenzusammensetzung von bekannten antigenen Regionen und ergeben
den Antigenicity value X10. Die Berechnung von zuganglichen, also an der
Oberflache befindlichen Aminosaureresten und von versteckten Aminosaurereste
liegen den accessible residues und buried residues von JANIN (1979) zugrunde.

Es zeigt sich, dass vor allem in der Transaktivierungsdomane eine hohe
Anzahl antigener Regionen vorliegt. Allerdings weisen die verschiedenen Modelle
unterschiedliche Regionen aus. Die DNA-Bindungsdomane besitzt im Vergleich
dazu geringe antigene Eigenschaften. In der Hinge- und Hormonbindungsregion
des Rezeptors sind die antigenen Strukturen eher schwacher ausgepragt.

Allerdings spielen fur die Auswahl auch andere Kriterien eine Rolle, wie z.B.

die Speziesspezifitat (siehe Abbildung 29) und die Homologie (siehe Abbildung
30) innerhalb der Familie.
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Abbildung 31: Voraussage antigener Determinanten

Von oben nach unten: nach HOPP & WOODS (1981), FRAGA (1992), WELLING
et al. (1985), JANIN (1979)
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5.2 SYNTHESE DES PGCRMR ANTIGENS

Zur Herstellung eines gegen den porcinen GCR gerichteten Antiserums
wurde ein cDNA-Fragment (gcrmr) aus der modulatorischen Region mittels PCR
amplifiziert, kloniert und rekombinant exprimiert. Die kodierende porcine Sequenz
wurde Uber addierte Restriktionschnittstellen kloniert. Fir die Expression des
pGCR-Antigens fand das T7-Expressionssystem Anwendung: die Expression, die
unter der Kontrolle des T7-Promoters auf dem Plasmid pETH-2a erfolgt, wird
durch die Induktion der Expression im Genom des E.coli Stammes BL21(DE3)
pLYS codierenden T7-Polymerase vermittelt.

5.2.1 AMPLIFIKATION DES PGCRMR GENS (GCRMR)

Primer fir die Amplifikation des pGCRmr Gens waren an ihrem 5’-Ende um
eine Restriktionsschnittstelle verlangert. Der Ruckwartsprimer enthielt zusatzlich
ein Stoppcodon (Tabelle 2). Als Matrize diente Klon pGEMGCR2,1B. Das
Ergebnis der gcrmr-PCR ist in Abbildung 32 dargestellt und zeigt ein Fragment mit
der erwarteten Grolle von 428 bp. Eine sehr schwache Bande wurde bei einer
Grolde von etwa 850 bp festgestellt.

Abbildung 32: Amplifikation des pGCRmr Gens (gcrmr)
Spur M: 1 Kb Plus DNA Ladder™, Spur 1: gcrmr Gen, Spur 2: Negativkontrolle in
1,2 % Agarosegel. Pro Spur wurden 3 uL des PCR-Ansatzes aufgetragen.

Es wurden insgesamt 10 PCR-Reaktionen mit einem Volumen von 50 pL
durchgefiihrt, dann mit PEGegooo gefallt und in 50 uL H,O geldst. Im Agarosegel
wurde eine Konzentration von etwa 117 ng / uL und damit eine Gesamtmenge von
etwa 5,85 ug germr ermittelt.
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5.2.2 KLONIERUNG DES PGCRMR GENS IN PETH-2A UND TRANSFORMATION IN
E.coLi XL 1 BLUE

5.2.2.1 RESTRIKTIONSVERDAU DER GCRMR CDNA UND DES PET VEKTORS

Fur den Restriktionsverdau der gcrmr cDNA wurden 50 U BamHI und 30 U
Hind 11l eingesetzt. Nach Inkubation uber Nacht wurde die Reaktion auf einem 2%
Agarosegel Uberprift (Abbildung 33a). Die unverdaute gcrmr cDNA besteht aus
428 bp, beim Restriktionsverdau werden nur 11 bp abgespalten, wodurch ein
Fragment mit 417 bp entsteht. Das verdaute gcrmr PCR-Produkt wurde im
Agarosegel aufgetrennt, die 417 bp Bande ausgeschnitten und mit dem Cleanmix-
Kit aufgereinigt. Es wurden 30 ng / yL gcrmr isoliert.

Der Verdau des pET Vektors mit den Restriktionsenzymen BamH | und
Hind 1l fihrt theoretisch zu zwei Fragmenten, einem Insert von etwa 400 bp und
dem Vektor mit 4 kb. Der unverdaute Vektor zeigt im Agarosegel eine breite
Bande >10 kb. Nach dem enzymatischen Verdau wurden Vektorfragmente
zwischen 5 und 10 kb, eine scharfe Bande bei 4 kb und das erwartete 400 bp
Insert festgestellt (Abbildung 33b). Das 4 kb Fragment wurde durch Gelelution
nach der Auftrennung im Agarosegel weiter aufgereinigt. Aus 3 yg wurden 7 ng /
ML isoliert. AnschlielRend wurde das Expressionsgen in die cloning site des pETH-
2a Vektors unter die Kontrolle des T7-Promotors ligiert.

5.2.2.2 LIGATION UND TRANSFORMATION

Das so erhaltene Konstrukt, als pETGCRmr bezeichnet (siehe Abbildung
35), wurde zur Plasmidvermehrung in E.coli XL 1 Blue transformiert. Von 20
weillen, vermeintlich positiven Kolonien (Blau-weil3-Selektion) enthielten nur 7
Klone das pETGCRmr Plasmid. In Abbildung 34 ist das Ergebnis des PCR-
Screening dargestellt. Nur bei den Klonen der Spuren 4, 6 und 8 konnte eine
spezifische Bande mit etwa 430 bp amplifiziert werden.
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a) b)
4 kb -
850 bp -
500 bp -
400 bp -
400 bp -

Abbildung 33: Restriktionsverdau des gcrmr cDNA-Fragments (a) und des

pET Vektors (b)

a) Spur M: 1 Kb Plus DNA Ladder™, Spur 1: 1 uL einer 1:10 Verdlnnung des
Restriktionsverdaus der gcrmr cDNA, Spur 2: 1 yL unverdaute gcrmr cDNA (1:10
Verdinnung des PEG-Prazipitates) in 2% Agarosegel

b) Spur M: 1 Kb Plus DNA Ladder™, Spur 1: 8 ug unverdauter pET Vektor, Spur 2:
0,4 ug verdauter pET Vektor in 0,8% Agarosegel

Abbildung 34: PCR-Screening auf pETGCRmr Klone
Spur M: 1 Kb Plus DNA Ladder™, Spur 4+6+7+8: pETGCRmr Klone, Spur

1+2+3+5+9: nicht pPETGCRmr-plasmidtragende Klone Spur 10: Negativkontrolle
auf 0,8% Agarosegel.
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5.2.3 SEQUENzZANALYSE DES PETGCRMR

5.2.3.1 NUKLEOTIDSEQUENZ DES GCRMR GENS

5 dieser pETGCRmr(A-D) Klone wurden in E.coli XL 1 Blue vermehrt und
anschliellend die Plasmide isoliert. Die Sequenz der pET-Klone wurde mit der
Konsensusnukleotidsequenz des pGCR2,1 Fragments verglichen (siehe Anhang).
Klon A stimmt mit der Sequenz des pGCR2,1 Fragments Uberein. Klon B weist
einen Nukleotidaustausch auf, der auch die Aminosaurensequenz beeinfludt. Zur
Verschiebung des Leserahmens fuhren Deletionen in Klon C (2 Nukleotide) und in
Klon D (ein Nukleotid).

5.2.3.2 EXPRESSIONSKONSTRUKT UND EXPRESSIONSSTRATEGIE

Klon A wurde fur die rekombinante Expression des pGCRmr Proteins
verwendet. Die Sequenzanalyse zeigt die Orientierung im Vektor und die
Expressionsstrategie (Abbildung 35).

nt1 34 442
!_ PETGCRmr
PT7 histag‘ germr stop ‘
start BamH | Hind 1ll

Abbildung 35: Expressionskonstrukt pPETGCRmr
Schematische Darstellung des T7-Promotors, Start, his-tag, Restriktionsschnitt-
stellen und dem gcrmr Gen

Abbildung 36 zeigt im Detail die Nukleotidsequenz des Klon A, und die
daraus abgeleitete Aminosaurensequenz des Expressionsproduktes. Das
Expressionsprodukt pGCRmr umfaldt 147 Aminosauren mit einem rechnerischen
Molekulargewicht von 15,1 kDa.
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as 1
nt1

2
61

4
121

61
181

81
241

101
301

121
361

14
421

-

Met | Ala Ser Gly Gly Ser| Val Ser Ala Ser Ser Pro Ser Leu 20
atglgctagc ggtggatcclgtttctgcgtcttcaccctccectg 60

Ala Ala Val Ser GIn Pro Asp Ser Lys GIn GIn Arg Leu Ala Val Asp Phe Pro Lys Gly 40
gctgctgtgtctcagccagactccaagcagcagaggcttgcggtggactttccaaaaggc 120

Ser Gly Ser Asn Ala GIn GIn Pro Asp Leu Ser Lys Ala Val Ser Leu Ser Met Gly Leu 60
tcaggaagcaatgcacagcagccagatctgtccaaggcagtttcactctccatgggactg 180

Tyr Met Gly Glu Thr Glu Thr Lys Val Met Gly Ser Asp Leu Gly Phe Pro GIn GIn Gly 80
tacatgggagagaccgaaactaaagtgatgggaagtgacctgggattcccacagcagggc 240

Gin lle Ser Leu Ser Ser Gly Glu Thr Asp Phe Arg Leu Leu Glu Glu Ser lle Ala Asn 100
caaatcagcctttcctctggggagacagacttccggcttctggaagaaagcatcgcaaac 300

Leu Ser Arg Ser Thr Ser Val Pro Glu Asn Pro Lys Ser Ser Ala Ser Ala Ala Gly Pro 120
ctcagtaggtcgaccagtgttccagagaaccccaagagttcagcctccgctgctggtcct 360

Ala Ala Pro Ala Glu Lys Ala Phe Pro Lys Thr His Ser Asp Gly Ala Pro Glu GIn Pro 140
gctgctccggcagagaaggcgtttccaaaaacccactctgatggggctccagagcagccg 420

Asn Val Lys Gly GIn Thr Gly Pro| Lys Leu| Gly 147
aatgtgaagggtcagactggece ccclaagctt|ggg 457

Abbildung 36: Nukleotid- und Aminosauresequenz des Expressionsproduktes
pGCRmr des pETGCRmr Plasmids
Der pETH-2a Expressionsvektor enthalt einen T7-RNA-Polymerase-Promotor.

Dem

Startkodon folgt ein His-tag von 6 Histidinen, gefolgt von einer BamH |

Restriktionsschnittstelle. Die fur den Rezeptor kodierende Sequenz beginnt bei nt
34 und wird terminiert durch das Stoppkodon an Position nt 442. Die Hind I
Klonierungsstelle folgt.
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5.2.4 TRANSFORMATION DES PETGCRMR KONSTRUKTES IN E.coLI BL21(DE3)pPLYS

Fur die Expression des Proteins wurde das pETGCRmr Plasmid A in E.coli
BL21 (DE3) pLys transformiert. Die Effizienz dieser Transformation lag bei 100 %.
Alle gepickten Kolonien enthielten das Plasmid (Abbildung 37).

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 M 1112

T G W W TR D G W S g Tt
.

Abbildung 37: Transformation des pETGCRmr Konstruktes in E.coli BL21(DE3)
pLys

Spur M: 1 Kb Plus DNA Ladder™, Spur 1-11: pETGCRmr Klone, Spur 12:
Negativkontrolle auf 0,8 %igem Agarosegel (9 yL PCR-Ansatz)

5.2.5 EXPRESSION UND AUFREINIGUNG DES PGCRMR PROTEINS

Die Expression des Antigens als his-tag Fusionsprotein erfolgt mit dem im
vorherigen Abschnitt beschriebenen Konstrukt. Als Wirtsstamm wurde E. coli BL21
(DE3) pLys verwendet. Die Induktion der rekombinanten Expression in E. coli
erfolgte  Uber 3 h. Die Expression wurde mittels SDS-PAGE der
Gesamtzellproteine untersucht (Abbildung 39). Als Negativkontrolle diente eine
nicht induzierte Kultur (Spur 1). In Spur 2 ist die induzierte Bakterienkultur
dargestellt; zwei Proteine von etwa 28 und 15 kDa wurden verstarkt exprimiert.

Die Aufreinigung des Fusionproteins erfolgte affinitatschromatoraphisch
uber Ni-NTA-Agarose, welche unter basischen Bedingungen einen Metal-Chelat-
Komplex zwischen den Ni-lonen und den Histidinresten ausbildet. Zur Optimierung
wurden verschieden Waschschritte mit Waschpuffern unterschiedlichen pHs
getestet. Eine Aufreinigung (1) erfolgte mit der Pufferkombination A, B, D (pH 6,3)
und E (pH 4,5). Zur Optimierung wurde eine zweite Aufreinigung (II) mit einem
zusatzlichen Waschschritt gewahlt, hierbei wurden folgende Puffer verwendet: A,
B, C (pH 6,8), D (pH 6,3) und E (pH 4,5). In den einzelnen Fraktionen wurden die
Proteingehalte bestimmt (Abbildung 38)
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Protein ( pg/pL)

1,2 1
=& Aufreinigung Il
-e= Aufreinigung |
1 u
0,8 -
0,6 -
0,4
0,2 -
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Abbildung 38: Proteinkonzentrationen der Waschpuffer C und D (1-9) und der
Eluate E (1-10) der Aufreinigung | und Il

Der Waschpuffer D der Aufreinigung | enthielt 0,375 ug/pL Protein. Die Elution mit
Puffer E zeigt eine starke Proteinanreicherung in Fraktion E 2 mit 0,98 ug/uL
Protein. Die Fraktionen E4 bis E10 enthalten keine relevanten
Proteinkonzentrationen mehr.

In Aufreinigung Il mit dem zusatzlichen Waschschritt mit Puffer C (0,3 ug/uL
Protein), konnten in den Fraktionen D1 bis D9 Proteingehalte zwischen 0,12 und
0,325 g/l gemessen werden. Auch hier zeigt sich eine starke
Proteinanreicherung in Fraktion E2 mit 0,7 ug/uL.

Zur naheren Charakterisierung der Proteine in den Wasch- und

Elutionsfraktionen wurden diese auf einem 15 % Polyacrylamidgel aufgetrennt und
gefarbt. In Abbildung 39 ist die Aufreinigung | dargestellt. In Spur 3 bis 6 wurde
jeweils 1 pg Protein der Waschfraktion D und der Elutionsfraktionen 1 bis 3
aufgetragen.
Der Waschpuffer D enthalt verschiedenste Proteine aber auch einen grof3en Anteil
des 15 kDa Proteins. Die Eluate 1 und 3 zeigen eine Anreicherung des 15 kDa
Proteins. Die Eluate 1 und 2 weisen zuséatzlich eine Bande bei 28 kDa auf, die
auch in Eluat 3 noch sehr schwach zu erkennen ist.
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Abbildung 39: SDS-PAGE der rekombinanten Expression des pGCRmr-Antigens

und der Aufreinigun
Spur M: BenchMark™ Prestained Protein Ladder, Spur 1: nichtinduzierte Klutur

(BL21 (DE3) pLys), Spur 2: induzierte Kultur, Spur 3: Waschschritt C, Spur 4:
Eluat 1; Spur 5: Eluat 2, Spur 6: Eluat 3

Bei der zweiten Aufarbeitung wurde jeweils 1 ug Protein des Waschpuffers C, der
Waschfraktionen D3-9 und der Eluate E1-4 auf ein 15 % Polyacrylamidgel
aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Die Farbung mit Coomassie Blau ist
in Abbildung 40. dargestellt. Waschpuffer C enthalt eine Vielzahl verunreinigender
Proteine, aber auch eine schwache 15 kDa Bande. Die einzelnen Fraktionen des
Waschpuffers D weisen eine starke Anreicherung des 15 kDa Proteins auf und mit
fortschreitendem Waschen nimmt der Anteil kontaminierender Proteine ab. In den
Eluaten 1 bis 3 befindet sich zum Groldteil nur das 15 kDa Protein, jedoch zeigte
sich hier auch eine starke Elution des 28 kDa Proteins. In Eluat 4 sind keine

Banden mehr detektierbar.
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Abbildung 40: SDS-PAGE der Aufreinigung Il

Spur1: Waschpuffer C, Spur 2: Waschpfuffer D3 , Spur 3: Waschpfuffer D4, Spur
4: Waschpfuffer D5, Spur 5: Waschpfuffer D6, Spur 6: Waschpfuffer D7, Spur 7:
Waschpfuffer D8, Spur 8: Waschpfuffer D9, Spur 9: Eluat 1, Spur 10: Eluat 2, Spur
11 Eluat 3, Spur 12: Eluat 4

Zur weiteren Aufreinigung wurden die Fraktionen 1 bis 3 der Aufreinigung |
gepoolt und gegen PBS-Puffer dialysiert. Das Dialysat enthielt 2,1 mg Protein /
mL. Fir die praparative SDS-PAGE des pGCRmr-Antigens wurden jeweils 112 ug
Protein in 15 % SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und die 15
kDa Bande ausgeschnitten und in PBS-Puffer homogenisiert. Das Homogenat
wurde direkt fur die Immunisierung verwendet.
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5.2.5.1 CHARAKTERISIERUNG DES EXPRESSIONSPRODUKTS MIT ANTI-His-
ANTIKORPERN
Zur weiteren Charakterisierung wurde eine Verdinnungsreihe von 100 ng
bis 190 pg des dialysierten pGCRmr-Antigen elektrophoretisch aufgetrennt (4 %
Sammelgel, 15 % Trenngel) und auf eine PVDF-Membran elektrogeblottet. Das

Antigen wurde mit einem Anti-His-Antikorper (1:2000) von Quiagen detektiert
(Abbildung 41).

26 kDa

15 kDa

Abbildung 41: Immunoblot des pGCRmr Proteins mit Anit-His-Antikbrpern
Spur 1: 100 ng, Spur 2: 50 ng, Spur 3: 25 ng, Spur 4: 12,5 ng, Spur 5: 6,25 ng,
Spur 6: 3,125 ng, Spur 7: 1,55 ng, Spur 8: 790 pg, Spur 9: 390 pg, Spur 10: 185
pg pGCRmr Protein
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5.3 CHARAKTERISIERUNG DES POLYKLONALEN ANTISERUMS

5.3.1 WESTERN BLOT

5.3.1.1 WESTERN BLOT ANTIGEN

Eine Verdinnungsreihe des dialysierten pGCRmr-Antigen mit 100 ng bis
190 pg wurde hergestellt und nach SDS-PAGE in 4 % Sammelgel und 15 %
Trenngel auf eine PVDF-Membran elektrogeblottet. Das Antigen wurde mit 1:2500
der IgG-Fraktion des pGCRmr-Antiserums, einem HRP-konjugierten Anti-Rabbit-
Ak und ECL als Substrat nachgewiesen. Spur 1 und Spur 2 weisen mehrere
Proteinbanden bei 33, 28, 15 und eine Bande kleiner 15 kDa auf. Mit
zunehmender Verdunnung ist nur noch die Bande des 15 kDa Proteins
nachweisbar. Die Nachweisgrenze liegt in diesem System bei 390 pg (Abbildung
42).

Abbildung 42: Immunoblot des pGCRmr Proteins mit Anti-pGCRmr-IgG

Spur 1: 100 ng, Spur 2: 50 ng, Spur 3: 25 ng, Spur 4: 12,5 ng, Spur 5: 6,25 ng,
Spur 6: 3,125 ng, Spur 7: 1,55 ng, Spur 8: 790 pg, Spur 9: 390 pg, Spur 10: 185
pg pGCRmr Protein

Die densitometrische Auswertung des Western blots (Abbildung 43) zeigt
eine lineare Beziehung zwischen der Konzentration und der Signalstarke zwischen
50 und 6,25 ng pGCRmr Protein. Bei 100 ng flihrte das Chemilurnuineszenzsignal
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zu einer Uberbelichtung des Films. Daher wurde das Signal der Spur 2 mit 50 ng
pGCRmr Protein 100% gesetzt.

Optical densitity (volume)

400000 -
300000 -
200000 -

100000 -

0

100 50 25 12.5 6.25 3.13 1.56 0.75 0.39
". ——

Abbildung 43: Densitometrische Auswertung des pGCRmr Western Blots

5.3.1.2 WESTERN BLOT MIT RADIOAKTIV MARKIERTEM REZEPTOR UND
SZINTILATIONSMESSUNG

Die Migration des radioaktivmarkierten GCR in der SDS-PAGE wurde
bestimmt und mit dem immunologischen Nachweisverfahren verglichen. Es zeigt
sich im Western blot (Abbildung 44 rechts), dass die Anti-pGCR-Antikérper an
denaturierte cytosolische Proteine mit einem Molekulargewicht von 87 kDa, 75,8
kDa und 68,4 kDa binden. Die starkste Farbung zeigt hierbei die 87 kDa Bande.
Keine Farbereaktion wurde mit Praimmunserum und bei kompetitiver Hemmung
mit pGCRmr Protein festgestellt. Bei den beiden kleineren Proteinen handelt es
sich evitl. um proteolytische Spaltprodukte des Rezeptors, zumal ihre Farbung mit
pGCRmr Peptid unterbunden werden kann.

Der Vergleich mit der Migration des *H-Dexamethason markierten
cytosolischen Proteins in Abbildung 44 (links) zeigt, dass die spezifische Bindung
der 87 kDa Bande entspricht. Ein spezifischer Peak von 350 cpm wurde detektiert.
Eine unspezifische Bindung (NSB) des °>H-.Dexamethason konnten nicht
nachgewiesen werden.
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Abbildung 44: Vergieicn zwiscnen Western blot Analyse (links) und der
Wanderung des *H-Dexamethason markierten cytosolischen GCR in SDS-PAGE
(rechts)

5.3.1.3 WESTERN BLOT MIT CYTOSOLISCHEM THYMUSPROTEIN

Eine Verdunnungsreihe mit 200, 100, 50, 25, 12,5 und 6,25 pug
cytosloischem Protein aus Thymusgewebe wurde mittels SDS-PAGE in 4 %
Sammelgel und 15 % Trenngel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
elektrogeblottet. Fur die Immunfarbung wurde eine 1:2500 Verdunnungen der IgG-
Fraktion des pGCRmr-Antiserums, HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Ak und ECL als
Substrat verwendet (Abbildung 45). Starke Signale wurden von zwei
Proteinbanden mit 89 und 68,1 kDa erfasst. Proteine mit einer Grof3e von 47,4 und
43,3 kDa waren nur beim Proteinauftrag von 200 ng schwach zu detektieren.
Prinzipiell ist eine Detektion des Signals bis zu einer Proteinmenge von 25 png
moglich. Bei 12,5 und 6,25 pg Protein konnte keine Lichtemmison festgestellt
werden. Die densitometrische Auswertung des Blots ergab eine lineare Beziehung
zwischen dem Chemilumineszenzsignal und der aufgetragenen Proteinmenge im
Bereich zwischen 100 und 25 ug Protein / Spur.
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Abbildung 45: Immunoblot der Verdinnungsreihe an cytosolischem Protein aus
Thymusgewebe

Spur M: ECL Protein Molekulargewichts Marker, Spur 1: 200 pg, Spur 2: 100 png,
Spur 3: 50 ug, Spur 4: 25 ug, Spur 5:12,5 ug, Spur 6:6,25 ug cytosolisches Protein
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5.3.1.4 OPTIMIERUNG DER ANTIKORPERKONZENTRATION

Zur Optimierung der Antikérperkonzentration wurden jeweils 100 pnug
cytosolisches Protein aus Thymusgewebe (Abbildung 46a) und aus Colongewebe
(Abbildung 46b) im SDS-Polyacrylamidgel etektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine  PVDF-Membran geblottet. AnschlieBend folgte die Immunfarbung mit
verschiedenen Anti-pGCR-IgG Verdunnungen von 1:500 bis 1:10 000. Die Spuren
1 bis 3 in Abbildung 46 a) zeigen eine starke Farbung von Proteinen mit
folgendem Molekulargewicht: 90,6, 67,9, 47,3, 40,2, 38, 35,7 kDa. In Spur 4 mit
einer Verdunnung von 1:4000 sind die Proteine mit dem geringeren
Molekulargewicht nur noch schwach zu detektieren, die Banden bei 90,6 und 67,9
zeigen ein deutliches Signal. Ab einer Verdlinnung von 1:8000 wurde kein Signal
festgestellt. Bei kompetitiver Hemmung einer 1:2000 Verdinnung des Anti-pGCR-
IgG durch Vorinkubation mit 100 ng pGCRmr sind nur noch Proteine mit 47,3, 40,2
und 38, 35,7 kDa detektierbar.

Die Optimierung der Antikorperkorizentration fur Coloncytosol (Abbildung 46b)
zeigt selbst bei der geringsten Verdunnungsstufe nur eine schwache Farbung von
Proteinen mit einem Molekulargewicht von 89,8, 68,1 und 40 und 38 kDa. Bei
einer Verdunnung von 1:2000 sind keine Proteine detektierbar. Die
Negativkontrolle mit Praimmunserum weist ebenfalls keine Banden auf.
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Abbildung 46: Optimierung der Anti-pGCR-IgG Verdinnung im Westen blot

a) Cytosolisches Protein aus Thymushomogenat. b) Cytosolisches Protein aus
Colonhomogenat. Spur M: ECL Protein Molekulargewichts Marker, Spur 1: 1:500,
Spur 2: 1:1000, Spur 3: 1:2000, Spur 4: 1:4000, Spur 5: 1:8000, Spur 6: 1:10 000,
Spur 7: 1:2000+ 100 ng pGCRmr (Vorinkubation), Spur 8: Praimmunserum

5.3.2 IMMUNPRAZIPITATION MIT AKTIVIERTEM UND INAKTIVIERTEM REZEPTOR

Die Western blot Analyse zeigt, dass die Anti-pGCR-Antikdrper den
denaturierten GCR erkennen, bei dem die Epitope mit gro3er Wahrscheinlichkeit
zuganglich sind. Ein Immunprazipitationsassay unter nicht denaturierenden
Bedingungen wurde verwendet, um nachzuweisen, ob die Antikorper mit dem
Rezeptor in seiner ligandengebundenen (Abbildung 47) oder nicht
ligandengebunden (Abbildung 48) Form reagieren. Die Immunprazipitation dient
damit auch der Absicherung der immunhistochemischen Anwendung.

Zur Etablierung der Immunprazipitation wurde eine NaCl-Optimierung
durchgefuhrt. Als Negativkontrolle wurde Praimmunserum eingesetzt und ein
Ansatz ohne Antiserum durchgefuhrt. Als weitere Kontrolle wurde mit pGCRmr~
Antigen geblockt.
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Der Nachweis erfolgte durch anschlieBende Elektrophorese der
Immunprazipitate und der Immunfarbung mit Anti-pGCR-IgG, sekundarem Anti-
Rabbit-Antiserum und ECL.
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Abbildung 47: Immunprazipitation mit Dexamethason Vorinkubation

Spur M: ECL Protein Molekulargewichts Marker, Spur 1: Negativkontrolle
(Sepharose A), Spur 1: ohne NaCl, Spur 2: 50 mM NaCl, Spur 3: 100 mM NaCl,
Spur 4: 150 mM NaCl, Spur 5: 200 mM NaCl, Spur 6: 250 mM NaCl, Spur 7: 300
mM NaCl, Spur 8: ohne NaCl + 100 pg pGCRmr, Spur 9: Praimmunserum

In Abbildung 47 ist der Western blot zur Optimierung der NaCl-
Konzentration im Lysepuffer der Immunprazipitation dargestellt. Die
Negativkontrolle ohne Antikorper zeigt, dass keine unspezifische Rezeptorbindung
durch Sepharose-A stattfand (Spur 1). Durch die Optimierung der NaCl-
Konzentration im Lysepuffer konnte mit steigender Konzentration eine selektive
Antikorperreaktion hervor gerufen werden (Spur 2-7). Diese Reaktion kann durch
Vorinkubation mit 1 ug pGCRmr Peptid gehemmt werden (Spur 8). Kein Rezeptor
wurde mit Praimmunserum gebunden (Spur 9). Die starke Bande bei ca. 45 kDa
entspricht der Fc-Domane und die schwache Bande bei 31 kDa der Fab-Domane
der Antikorper.

Die Immunprazipitation ohne Dexamethason Vorinkubation, in Abbildung 48
dargestellt, weist ein gegenteiliges Resultat auf, mit zunehmender NaCl-
Konzentration werden verstarkt zwei Banden mit 90 und 68 kDa detektiert. Mit 50
bis 100 mM NaCl im Lysepuffer ist spezifisch ein einzelnes Protein mit 90 kDa
nachzuweisen. Bei hdheren Salzkonzentrationen treten verstarkt zwei
Proteinbanden mit 90 und 68 kDa auf. Dies ist evtl. auf die Abspaltung des HSP-
Komplexes zurlickzuflihren.
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Abbildung 48: Immunprazipitation ohne Dexamethasen Vorinkubation
Spur M: ECL Protein Molekulargewichts Marker, Spur 1: 50 mM NaCl, Spur 2: 100

mM NaCl, Spur 3: 150 mM NaCl, Spur 4: 200 mM NaCl, Spur 5: 250 mM NacCl,
Spur 6: 300 mM NaCl
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5.3.3 IMMUNHISTOCHEMISCHE ANWENDUNG DES ANTI-PGCR-IGG

Die  immunhistochemische = Anwendung des Antiserums wurde an
Thymusschnitten etabliert.

Nach einer Methanol/Eisessig Fixierung wurde die GCR Detektion mit Anti-pGCR-
IgG in einer Verduinnung von 1:1000 durchgefuhrt. Die Farbereaktion basiert auf
biotinyliertem Schaf Anti-Rabbit-IgG, Streptavidin-HRP und DAB. Die
Immunfarbung der Thymusschnitte zeigt eine starke Reaktion des Anti-pGCR-
Antiserums mit dem GCR (Abbildung 49).

Az
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Abbildung 49: GCR Immunfarbung in Thymusschnitten

Einzelne gefarbte Zellen sind durch die Pfeile markiert. Die Gewebsschnitte sind 3
um dick. VergroRerung x100. Der Balken entspricht 13 um.

Zur Absicherung der Spezifitdt wurden verschiedene Negativkontrollen
durchgefiuihrt. Die Vorinkubation des Antiserums mit den Peptiden IGF-1 und
Insulin beeinflusst die Bindungscharakteristika in Bezug auf die GGR Spezifitat
nicht, d.h. es wurde keine Farbereaktion festgestellt (nicht dargestellt). Weiterhin
konnte durch die kompetitive Hemmung der Antikdrperreaktion mit dem pGCRmr
Peptidantigen eine unspezifische Farbung ausgeschlossen werden (Abbildung
50).
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Die Anwendung der beschriebenen Detektionsmethode ohne den ersten
Antikorper bestatigt weiter die Spezifitat, auch hier wurde keine Immunreaktion
festgestellt.

Abbildung 50: Kompetitive Hemmung der GCR Immunfarbung in
Thymusgewebsschnitten durch Vorinkubation des Anti-pGCR-IgG mit pGCRmr.
Die Gewebsschnitte sind 3 um dick. Vergrélkerung x100. Der Balken entspricht
13um.

Das selbe Material wurde mit dem Antikdrper gegen den humanen Rezeptor
behandelt. Hier konnte keine Farbereaktion von rezeptortragenden Zellen
festgestellt werden.
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5.3.4 CHARAKTERISIERUNG DES GCR IM INTESTINALTRAKT UNTER DEM EINFLUR VON
ANDROGENEN

5.3.4.1 BESTIMMUNG DES IMMUNREAKTIVEN IN DEN ZELLKOMPARTIMENTEN UND
DARMABSCHNITTEN GCR MITTELS WESTERN BLOT

Zur semiquantitativen Bestimmung des GCR Gehalts im Intestinaltrakt und zur
Charakterisierung der intrazellularen Verteilung des Rezeptors wurden 100 nug
Protein der Cytosol- und Kernfraktion etektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und
immungefarbt. Eine einzelne Proteinbande des GCR wurde bei einer GréRe von
89 kDa detektiert (Abbildung 51). Das Chemiluminieszenzsignal wurde
densitometrisch ausgewertet und das Volumen bestimmt.
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Abbildung 51: Intrazellulare GCR Verteilung im lleum und Kolon von Ebern
(Probenspur 1-4) und Kastraten (Probenspur 5-8)

Uber die intrazelluldare Rezeptorverteilung kann folgenden Aussage
getroffen werden:

o In den einzelnen Darmabschnitten besteht zwischen Kastraten und Ebern
sowohl in der Cytosol als auch in der Kernfraktion kein entscheidender
Unterschied

o Im lleum ist der Anteil des GCR im Cytosol kleiner als im Kern

o Im Kolon ist der Anteil des GCR im Cytosol groRer als im Kern

Addiert man die Volumina der ermittelten OD des cytosolischen Rezeptors
und des Rezeptors der Kernfraktion und setzt diese Summe 100 %, so befinden
sich bei Kastraten im lleum 33 % des Rezeptors im Cytosol und 67 % im Kern. Im
Kolon ist die Relation umgekehrt, hier liegen 65 % des GCR im Cytosol und 35 %
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im Kern vor. Die intrazellulare Verteilung bei Ebern betragt fir die Cytosolfraktion
des lleum 36 %. Im Kolon befinden sich 65 % der Rezeptoren im Cytosol und nur
35 % im Kern.

5.3.5 CHARAKTERISIERUNG DES IMMUNREAKTIVEN GCR IM INTESTINALTRAKT UNTER
DEM EINFLUR VON ANDROGENEN

Die Verteilung des GCR in den einzelnen Abschnitten des Intestinaltraktes
(Duodenum, Jejunum, Colon ascendens, Colon descendens) unter dem Einflu®
von Androgenen wurde immunhistochemisch untersucht. Die Ergebnisse sind
nachfolgend tabellarisch (Tabelle 8) zusammengefasst. Pro Region und Zelltyp
wurden 500 Zellen gezahlt.

Die Varianzanalyse mit GLM SAS zeigt, dass keine starken Einzeltiereffekte
vorliegen, nur im Colon descendens ist ein schwach signifikanter Einflu zu
beobachten. Das Kriterium Zelltyp Zellen der Mucosa oder der Lamina propria
zeigt in allen Darmabschnitten eine sehr starke hoch signifikante Gewichtung. Im
Jejunum tragt die Gewichtung des Geschlechts Uber dem des Zelltyps. In den
proximalen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts besteht bezlglich der Verteilung
der verschiedenen GCR tragenden Zelltypen in der Krypten- und Zottenregion
eine starke Auspragung. Hingegen ist im Colon kein Effekt zu erwarten. Das
Geschlecht spielt wiederum im Dinndarm und im Colon ascendens eine
gewichtige Rolle. Es bestehen auch zwischen den beiden Gruppen und der
Anzahl gefarbter Mucosazellen und Zellen der Lamina propria signifikante
Unterschiede. Im distalen Kolon bestehen keine Gruppenunterschiede.

Tabelle 8: Durchschnittiche Anzahl GCR immunreaktiver Zellen in den
einzelnen Regionen und Zelltypen in den Darmabschnitten von
Ebern und Kastraten ( x + SD)
Duodenum Jejunum C. ascendens C. descendens
Eber 117,5+22,2 41,8+8,8 184,5+58,0 2458+ 71,0
Zotte
Lamina Kastrat 157,5+31,4 188,0+17,6 2553+31,0  246,0+57,1
propria Eber 99,3+94 32,3+18,2 195,0+64,0 243,0+77,7
Krypte
Kastrat 148,8 +27,0 166,0+17,9 250,5+24,3 237,3+61,9
Eber 78,6 £5,5 64,3+3,4 54,7+ 9,6 37,7+5,2
Zotte
Kastrat 80,1+2,5 76,7+9,4 41,1+£25 48,7 +£4,2
Epithel
Eber 23,3+4,3 14,0£14 12,0£2,2 8,3+1,3
Krypte
Kastrat 19,8 £4,1 14,8 £ 3,6 8,8+1,7 10,3+£1,0
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GCR-Konzentration von proximal nach distal

Im Verlauf des Darms ist fur Kastraten ein leichter Anstieg der GCR
tragenden Zellen beginnend im proximalen Abschnitt in Richtung distal
festzustellen. Dabei werden im Dickdarm fast doppelt soviel Rezeptoren
nachgewiesen wie im Dunndarm. In der Ebergruppe weist das Jejunum die
geringste Anzahl an GCR tragenden Zellen auf. Aber auch in dieser Gruppe kann
ein Anstieg in distaler Richtung beobachtet werden.

Vergleich der GCR-Konzentration zwischen der Lamina propria und der Mucosa

In der Kryptenregion konnte bei Ebern in den Dunndarmabschnitten
durchschnittlich etwa vier- (p <0,001) und zweimal (p <0,05) soviel GCR tragende
Zellen in der Lamina propria (19,8 bzw. 6,5 %) wie in der Mucosa (4,6 bzw. 2,8 %)
detektiert werden. Bei Kastraten sind im Duodenum (29,8 %) etwa siebenfach und
im Jejunum (33,2 %) zehnfach mehr Zellen in der Lamina propria als in der
Epithelschicht (4 und 3 %, p <0,00 1). Im Dickdarm zeigen in der Lamina propria
zwischen 39 und 50 % der Zellen eine GCR Farbereaktion. In beiden Gruppen
sind bis zu 20fach weniger immunreaktive Zellen in der Epithelschicht (zwischen
1,6 und 2,4 %) gefarbt (p <0,001).

In der Zottenregion stellt sich die Verteilung der GCR Farbung zwischen
den Zelltypen anders dar. Im Duodenum der Eber befinden sich 1/3 (15,7 %) und
im Jejunum 2/3 (12,8 %) der gefarbten Zellen in der Mucosaschicht. In den
submucosen Bereichen konnte im Duodenum bei 23,5 % und im Jejunum bei 8,4
% der Zellen der GCR detektiert werden. Dieser Unterschied ist signifikant. Bei
Kastraten finden sich im Duodenum (31,5 %) und Jejunum (37,6 %) etwa zweimal
soviel immunreaktiven Zellen in der Lamina propria (p <0,001). In den beiden
Dickdarmabschnitten konnte sowohl bei den Ebern, als auch den Kastraten, etwa
die finffache Anzahl gefarbter Zeilen, im Vergleich zum Epithel (zwischen 7,5 und
10,9 %), in der Lamina propria (36,9 bis 51 %) festgestellt werden (p <0,001).

GCR-Konzentration in der Krypten- und Zottenregion des Epithels

Innerhalb des Epithels liegt folgende Verteilung von immunreaktivem GCR
vor. Generell befinden sich in der Epithelschicht im Darm sowohl bei Ebern als
auch bei Kastraten durchschnittlich etwa 3/4 aller immunreaktiven Zellen (7,5 bis
16 %) in der Zottenregion (p <0,001). Nur 1,6 bis 4,6 % der Epithelzellen in der
Kryptenregion weisen eine Farbung auf.

GCR-Konzentration in der Krypten- und Zottenregion der Lamina propria

In der Lamina propria des Dunndarm und Dickdarms zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung der GCR tragenden Zeilen in Bezug
auf Krypten und Zottenregion. Eine Ausnahme stellt das Jejunum bei Kastraten
dar, hier ist die Anzahl gefarbter Zellen in der Zottenregion um 13 % hoher (p
<0,01).
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Vergleich zur GCR Expression bei Ebern und Kastraten

Der Vergleich der beiden Gruppen - Eber und Kastraten — ergibt folgendes
Ergebnis: es besteht nur ein signifikanter Unterschied in der Anzahl GCR
immunreaktiver Zellen in der Lamina propria. Im Duodenum sind in der Krypten- (p
<0,001) und auch in der Zottenregion (p <0,01) bei Ebern etwa 10 % weniger
immunreaktive Zellen zu verzeichnen als bei Kastraten. Im Jejunum ist derselbe
Effekt, allerdings wesentlich ausgepragter, zu beobachten. Hier sind in der Krypte
und Zotte jeweils etwa 30 % weniger immunreaktive Zellen bei Ebern zu
beobachten (p <0,001). Im Dickdarm kdnnen keine signifikanten Unterschiede im
Colon ascendens sowohl in der Krypten- als auch Zottenregion beobachtet
werden. Auch im Colon descendens ist in der Lamina propria keine
Unterscheidung zwischen Ebern und Kastraten erkennbar.

Beispielhaft ist von beiden Gruppen und den jeweiligen Darmabschnitten
die Immunoperoxidase Farbung dargestellt (Abbildung 52 — 59).
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Tabelle 9: Verteilung der GCR gefarbten Zellen im Dinndarm und Dickdarm von
Ebern und Kastraten (4 Tiere je Gruppe) in der Zotten- und
Kryptenregion der Lamina propria und des Epithelsaums

Eber Kastraten
Epithel Lamina propria Epithel Lamina propria
Krypte Zotte Krypte Zotte Krypte Zotte Krypte Zotte
23,3 78,6 99,3 117,5 19,8 80,1 148,8 157,5
P L | L | L1 L 1
u *kk ns *kk ns
o I I I |
d kK *kk
e I I I |
n *% *kk
u I I
m ns
I
ns
I
*kk
I I
*%
14,0 64,3 32,3 41,8 14,8 76,7 166,0 188,0 |
’ L | L | L1 L 1
e *kk ns *kk *%
i I I I I
u * *kk
n I I I |
u %% *kk
m I I
ns
I
ns
I
*kk
I I
*kk
12,0 54,7 195,0 184,5 8,8 411 250,5 255,3 |
¢ L | L | | |
*kk ns *kk ns
a I I I I
3 *kk *kk
c I I I |
e *kk *kk
n I I
d ns
e I
n ns
s I
ns
I I
ns
8,3 37,7 243,0 245,8 10,3 48,7 237,3 246,0 |
2 L | L | L 1 L 1
ns ns ns ns
d I I I I
e kK *kk
s I I
e Fkk *kk
n I I
d ns
e I
n ns
s I
ns
I
ns
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a)

Immunoreaktiver GCR wurde
in den Zellkernen der Lamina
propria und der Mucosa
detektiert.

20fache Wergrélemng
Ealken entspricht 25 pm

b C)

Schwache GCR Kemfarbung der Vereinzelte GCR Farbung der
Epithelzellen der Zottenspitzs Zellen der Lamina propria in der
100fache Yergrdlemng Kryptenregion.

Ealken entspricht 10 gm d0fache Vergrohenng

Balken entspricht 10 xm

Abbildung 52: Immunoperoxidase Farbung des GCR im Duodenum von Ebern
im histologischen Uberblick und Detailaufnahmen aus der basalen und apikalen
Kryptenregion
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a)

Immunreaktion der Anti-
pGCR-19G vorwiegend an
der Zottenspitze. Farbung
subepithelialer und
epithelialer Zellen.
20fache Vergréliening
EBalken entspricht 25 um

b} )

ZCR Kernfarbung der Epithelzellen Keine Immunreaktion in der
der Zottenspitze. Kryptenregion erkennbar,
100fache Vergrahemnng 40fache Vergrobenng
Ealken entspricht 10 gm Ealken entspricht 10um

Abbildung 53: Immunoperoxidase Farbung des GCR im Jejunum von Ebern im
histologischen Uberblick und Detailaufnahmen aus der basalen und apikalen
Kryptenregion
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a)

Immunareaktiver GCR wurde
vorwiegend in den Zellkemen
der Lamina propria detektiert.
Farbung einzelner IEC.
d0fache Vergrobening
Eallen entspricht 10 um

b} c)
Veresinzelte schwache intraepitheliale R Farbung der Zellen der Lamina
GCR Farbung der Mucosacherflache propria in der basalen Kryptenregion.

Zwischen den Krypten Keine Farbung intraepithelialer Zellen
100fache Vergrélerung 100fache Vergrélenng
Ealken entspricht 10 um Ealken entspricht 10 um

Abbildung 54: Immunoperoxidase Farbung des GCR im proximalen Colon von
Ebern im histologischen Uberblick und Detailaufnahmen aus der basalen und
apikalen Kryptenregion
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a)

Immunoreaktiver GCR wurde
vorwiegendin den Zellkemen
der Lamina propria detektiert.
A0fache Vergralemnng
EBalken entspricht 10 xm

b} )
Yereinzelte intraepitheliale GCR ZCR Farbung der Zellen der Lamina
Farbung der Mucosacherflache propria in der basalen Kryptenregion.
Zwischen den Krypten Keine Farbungintraepithelialer Zellen
100fache Vergréhemnng 100fache Vergrétemnng
Ealken entspricht 10 gm Ealken entspricht 10 pm
Abbildung 55: Immunoperoxidase Farbung des GCR im distalen Colon von

Ebern im histologischen Uberblick und Detailaufnahmen aus der basalen und
apikalen Kryptenregion
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a)

Immunoreaktiver 5CR wurde
in den Zellkernen der Lamina
propria und der Mucosa
detektiert.

20fache Vergrébening
Balken entspricht 25 um

b )

GCR Kernfarbung der Epithel- und SR Farbung der Zellen der Lamina
Subepithelzellzn an der Zottenspitze propria in der Kryptenregion.
40fache Vergrobemng 40fache Vergrobemng

Ealken entspricht 20 um Ealken entspricht 20 um

Abbildung 56: Immunoperoxidase Farbung des GCR im Duodenum von
Kastraten im histologischen Uberblick und Detailaufnahmen aus der basalen und
apikalen Kryptenregion
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a)

Starke |mmunfarbung der
Muclei der Lamina propria
undIntraepithelialer Zellen.
An der Zottenspitze
ausgepragte Farbung der
Epithelzellen.

20fache Vergrakening
Balleen entspricht 25 pm

b} )

ZCR Kernfarbung der Epithelzellen ZCR Farbung der Zellen der Lamina
der Zottenspitze und anderer propria in der Kryptenregion.
intragpithelialer und subepithelialer 40fache Vergrobenng

Zellen Ealken entspricht 20 um

40fache Vergrabening
Ealken entspricht 20 zm

Abbildung 57: Immunoperoxidase Farbung des GCR im Jejjunum von Kastraten
im histologischen Uberblick und Detailaufnahmen aus der basalen und apikalen
Kryptenregion

129



Ergebnisse

a)

GCRE Farbung der Zellkerne
der Lamina propria und der
kucosa, vor alem im
Epithelsaum zwischen den
Frypten.

20fache Vergrébening
Balken entspricht 25 um

b}
GCR Kemfarbung der Saumzellen des  Starke GCR Farbung der

Epithels Zellen der Lamina propria in der
100fache Vergrolerung basalen Kryptenregion.
Ealken entspricht 10 um 100fache Vergrélerung
Balleen entspricht 10 um
Abbildung 58: Immunoperoxidase Farbung des GCR im proximalen Colon von

Kastraten im histologischen Uberblick und Detailaufnahmen aus der basalen und
apikalen Kryptenregion
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a)

Immunaoreaktiver 3CR wurde
in den Zellkernen der Lamina
propria und der Mucosa
detektiert.

20fache Vergrélbenung
EBalken entspricht 25 um

b} )

Schwache GCR Kemfarbung der Vereinzelte GCR Farbung der
Epithelzellen der Fottenspitze Zellen der Lamina propria in der
100fache Vergrahemnng Kryptenregion.

Ealken entspricht 10 gm 100fache Vergrétemnng

Ealken entspricht 10 pm

Abbildung 59: Immunoperoxidase Farbung des GCR im distalen Colon von
Kastraten im histologischen Uberblick und Detailaufnahmen aus der basalen und
apikalen Kryptenregion
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6 DISKUSSION

6.1 ZUR BEDEUTUNG DER VERFUGBARKEIT EINES SCHWEINESPEZIFISCHEN GCR-
ANTISERUMS

Aufgrund der Schllsselrolle der Glucocorticoide in der Regulation des
Stoffwechsels und des Mitose-Apotose-Gleichgewichts ist die Verfugbarkeit von
Antikorpern, die gegen den Rezeptor gerichtet sind, eine Voraussetzung, um
gewebs- und zellspezifische Detailanalysen durchzufiihren.

Bislang existierte kein schweinespezifisches Anti-pGCR-Antiserum, zudem
reagieren z.B. gegen den humanen Rezeptor gerichtete Antikdrper beim Schwein
nicht, so dass die Bestimmung des Rezeptors beim Schwein nur Uber
Hormonbindungsstudien mdglich  war (CLAUS et al., 1990). Diese
Nachweismethode beschrankt sich jedoch auf den Liganden-freien, nicht
aktivierten Rezeptor und erlaubt keinerlei Aussagen uber die Lokalisierung
innerhalb eines Gewebes. Uber Hormonbindungsstudien koénnen nur die
cytoplasmatischen Rezeptorkonzentrationen erfasst werden. Der aktivierte, im
Nukleus an DNA gebundene oder in Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren befindliche Rezeptor wird somit nicht detektiert. Phy-
siologische in vivo Studien zur intrazellularen Verteilung des Rezeptors von
unterschiedlicher Gewebetypen zeigten, dass in Anwesenheit des Liganden ein
Groldteil des Rezeptors im Kern lokalisiert ist, wahrend Adrenalektomie zum
Anstieg der cytoplasmatischen und Abfall der nukledren Rezeptoren fuhrt
McGIMSEY et al. (1991). Dies bedeutet, dal im physiologischen System, also bei
Anwesenheit von Glucocorticoiden, ein wesentlicher Teil des Rezeptors nicht Gber
Bindungsstudien nachgewiesen werden kann. Zudem belegen Studien von
PRATT (1993), dass sich auch der inaktivierte Rezeptor laufend zwischen dem
Cytoplasma und dem Kern hin- und herbewegt. Dabei erfolgt das Reassembling
des aktivierten Rezeptors nach Hormonentzug zum HSP-assoziierten, hormon-
sensitiven Komplex sehr schnell, wahrend die Umverteilung des Rezeptors in das
Cytoplasma mit t12, = 8-9 h sehr langsam ablauft.

Ein weiterer Nachteil des Nachweises des GCR Uber Bindungsstudien ist
die extreme Temperaturempfindlichkeit des Rezeptor-HSP-Komplexes. Ein
leichter Temperaturanstieg bei der proteinanalytischen Aufarbeitung flhrt zur
Dissoziation des Komplexes, wodurch der Rezeptor seine Hormonbindefahigkeit
verliert (TOFT, 1993). Zudem konnen Cytosole aufgrund von Proteasen und der
Abspaltung des HSP-Komplexes nur Uber einen begrenzten Zeitraum (3 Monate)
gelagert werden.
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GCR-Antiseren anderer Spezies sind aufgrund der gewahlten, erkennenden
antigenen Sequenzen, die teilweise im Bereich der DBD oder HBD liegen nicht fur
die Bestimmung des porcinen GCR geeignet; es ist evil. eine hohe
Kreuzreaktivitat mit anderen intrazellularen Hormonrezeptoren zu erwarten. Wie
gezeigt werden konnte, liegt in der DBD und HBD innerhalb der Familie der
intrazellularen Hormonrezeptoren eine hohe Ubereinstimmung vor. . zwischen In
eigenen Studien konnte der pGCR mit Anti-hGCR-AK (CIDLOWSKI et al., 1990),
die gegen die AS 245-259 in der modulatorischen Region gerichtet sind, im
Western Blot, bei der Immunprazipitation und der IHC nicht nachgewiesen
werden. Bereits der Austausch einer einzelnen Aminosaure innerhalb eines
Epitops kann die Interaktion mit der Antigen-Bindungsstelle des Antikdrpers storen
(CLAASSEN et al, 1993). Anderseits detektieren andere Anti-humanGCR-
Antikérper gegen die AS 150-175 und 346-367 gerichtet, den pGCR im Western
Blot (WEAVER et al., 2000). Allerdings bestehen in diesen Regionen teilweise
starke Abweichungen zwischen dem humanen und dem schweinespezifischen
GCR. Daher bieten polyklonale Antikorper, die gegen ein grof3es Peptid gerichtet
sind und somit verschiedenste Epitope erkennen und binden eine wesentlich
hohere Affinitat und Sensitivitat. Die Wahl des Antigenfragments unterliegt jedoch
sorgfaltigen Uberlegungen, um auch die Spezifitdt zu gewahrleiten

6.2 MOLEKULARGENETISCHE ANALYSE DES PORCINEN GCR

Die Herstellung eines schweinespezifischen Antiserums gegen den GCR
erforderte zuerst die Aufklarung der Nukleotidsequenz. Bislang waren vom
porcinen GCR nur kurze Fragmente in der N-terminalen (SHARIF & MALLARD,
1995) und C-terminalen Region (PERREAU & MOISAN, 1997), sowie das 5" UTR
Ende (KLEMCKE, 2000) sequenziert. In der vorliegenden Arbeit wurde ein DNA
Fragment, das fur 703 AS des Rezeptors kodiert aufgeklart. Die Grole vollstandig
sequenzierter GCR liegt zwischen 771 und 795 AS (HOLLENBERGER et al.,
1985; MIESFELD et al., 1986; REYNOLDS et al., 1997; KEIGHTLEY & FULLER,
1994). Der Hauptteil (ca. 88%) des porcinen GCR ist somit sequenziert.

Ein 2,1 kb Fragment des procinen GCR wurde mittels PCR amplifiziert und
die Basenabfolge in funf unabhangigen Klonen bestimmt. Wie aufgrund des
vorangegangenen Speziesvergleichs zu erwarten war, zeigte die Sequenzanalyse
der gebildeten Konsensusnukleotidsequenz, dass zwischen der modulatorischen
Region des Rezeptors bei verschiedenen Spezies die geringste Ubereinstimmung
besteht, wahrend die DBD und HBD eine identische bzw. hohe Ubereinstimmung
aufweisen. Gleiches spiegelt sich im Speziesvergleich der aus der
Konsensusnukleotidsequenz  abgeleiteten AS-Abfolge wieder. Vergleiche
innerhalb einer Spezies zwischen den einzelnen Mitglieder der intrazellularen
Hormonrezeptorfamilie sind fur das Schwein nur begrenzt moglich, da hier bislang
nur wenige Daten vorliegen. Immerhin sind Vergleiche mit dem porcinen
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Ostrogen-(ER) und Androgenrezeptor (AR) moglich. Wie zu erwarten, bestatigt
sich, daB im Bereich der modulatorischen Region keine Ubereinstimmung
zwischen dem GCR-, dem porcinen AR (TRAKOOLJUL et al.,, 2000) und ER
(BOKENKAMP, 1994) besteht, die zu Kreuzreaktionen des GCR-Antiserums
fuhren konnten. Dies spielt auch eine entscheidende Rolle, zumal auch der AR
und ER in verschiedensten Geweben wie z.B. dem Magen und dem Darm
lokalisiert sind (WINBORN et al. (1987).

6.3 REKOMBINANTE EXPRESSION DES ANTIGENS UND HERSTELLUNG DES
POLYKLONALEN ANTISERUMS

Aus der Sequenzanalyse geht hervor, dass sich die modulatorische Region
aufgrund ihrer Rezeptorspezifitat bestens fur die Antigensynthese eignet. So
verwendete z.B. auch McGIMSEY et al. (1991) zur Herstellung von Anti-Peptid-
Antikdrpern  fur immunhistochemische Untersuchungen bei Ratten zwei
sysnthetisch hergestellte Fragmente aus der modulatorischen Region, die den AS
346-357 und 254-259 entsprechen. In der vorliegenden Arbeit wurde aus einem
zur Konsensus-nukleotidsequenz homologen Klon ein 457 bp Fragment als
Antigen fur die Herstellung des polyklonalen Antiserums gewahlt, das fur einen
Abschnitt der modulatorischen Region (pgcrmr) kodiert. Unter Verwendung
modifizierter Primer und eines Expressionsvektors wurde ein entsprechendes
Konstrukt fur die rekombinante Herstellung des Antigens gebildet. Im Vergleich zu
TA-Klonierung garantiert die Ligation des Antigengens uber verschiedene
Restriktionsschnittstellen einen richtungsorientierten Einbau in den Vektor und
damit eine gesicherte Transkription. Das pGCRmr Peptid wurde Uber einen (nicht
immunreaktiven) N-terminalen Histidin-Tag affinitatschromato-graphisch und
mittels praparativer SDS-PAGE aufgereinigt und fur die Immunisierung von
Kaninchen verwendet. Bei der Expression von Proteinen mit einem N-terminalen
Histidin-Tag konnen auch kurzere Fragmente, durch fehlerhaften Abbruch der
Transkription entstehen. Bei C-terminalen Histidin-Tags werden nur vollstandig
transkribierte Proteine aufgereinigt. Kirzere Fragmente sind fur die Fragestellung
der Synthese bzw. Spezifitdt von polyklonalen AK nicht von groRRer Bedeutung.
Zumal wahrscheinlich auch das vollstandig transkribierte pGCRmr Peptid nicht
dieselbe Faltung wie im nativen Gesamtrezeptormolekul, aufgrund der komplexen
GCR-Struktur und des Faltungsmechanismus unter Beteiligung des HSP-
Multiproteinkomplexes, einnimmt.

Das gewonnenen Anti-pGCR-Antiserum wurde fur Western blotting,
Immunprazipitation und Immunhistochemie charakterisiert. Anwendung fand es in
einem Screeningversuch zur GCR Verteilung im Gastrointestinaltrakt des
Schweins unter dem physiologischen Einfluss von Androgenen.
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6.4 CHARAKTERISIERUNG DES POLYKLONALEN ANTISERUMS

Die Heterogenitat zwischen den Spezies spielt fur die immunogene
Reaktion eine entscheidende Rolle. Uber die AS-Sequenz des Kaninchen GCR
liegen bislang jedoch keine Daten vor. Allerdings zeigten Sequenzvergleiche des
GCR anderer Spezies (HOLLENBERGER et al., 1986; MIESFELD et al., 1986 ;
DANIELSON et al., 1986 ; REYNOLDS et al.,1997; KEIGHTLEY & FULLER,1994;
GAO et al., 1994), dass die Liganden und Hormonbindungsdomane stark
konserviert sind, wahrend die modulatorische Region eine erhdéhte Variabilitat
aufweist. Weiterhin zeigt die Bestimmung antigener Determinanten aufgrund der
verschiedene Eigenschaften der Aminosauren, dass vor allem in der
Transaktivierungsdomane eine hohe Anzahl antigener Regionen vorliegt.
Allerdings weisen die unterschiedlich zugrunde gelegten Algorithmen
unterschiedliche antigenwirkende Regionen aus. Dies spielt vor allem bei der
Erzeugung von Peptidantikorpern (15-30 AS) eine Rolle. Bei der Herstellung von
polyklonalen Antikorpern Uber groRe Peptide (100 AS) geben diese Analysen
einen Anhaltspunkt, entscheidender sind jedoch hier Uberlegungen beziiglich der
Spezifitat der ausgewahlten Region.

FUr die Charakterisierung der Immunreaktion bzw. des polyklonalen Anti-
pGCR-Antiserums wurde zuerst die Reaktivitat mit dem pGCRmr-Antigen im
Western Blot Uberpruft. Neben dem etwa 15 kDa Fragment wurde eine schwache
Bande von etwa 26 kDa detektiert, die jedoch mit zunehmender Verdinnung nicht
mehr erkennbar war. Dabei kénnte es sich um ein pGCRmr-Dimer handeln, das
nicht vollstandig denaturiert wurde. Zumal dieses Protein auch mit einem Anti-His-
Antikorper nachweisbar ist. Das Antiserum zeigt eine Uberaus hohe Sensitivitat.
Das pGCRmr Peptid kann bis in den Picogrammbereich detektiert werden.

Die Tauglichkeit des Antiserums zur Detektion des physiologischen
linearisierten Rezeptors wurde in cytosolischem Thymusprotein bestimmt. Der
Thymus weist als extrem GC-sensitives Gewebe sehr hohe GCR-Konzentrationen
(MILLER et al., 1990) auf und eignet sich daher gut zur Charakterisierung des
Antiserums. Das Antiserum zeigt eine hohe Spezifitat, wie durch kovalente
Markierung des Rezeptors mit radioaktivem Ligand gezeigt werden konnte. Neben
eines etwa 87 kDa Proteins treten kleiner Banden bei 75,8 und 68,4 kDa auf,
dabei handelt es sich evtl. um proteolytische Spaltprodukte (TOFT, 1993), zumal
deren Farbung durch kompetitive Hemmung mit pGCRmr Peptid unterbunden
werden kann. Unter Verwendung des Praimmunserums werden keine Signale
detektiert. Andererseits detektierten SAOUD & WOOD (1996) bei fetalen Schafen
mit einem Peptid-Antikdrper (AS 346-367) zwei Glucocorticoidrezeptoren, in Form
eines 97 kD und eines 45 kD Proteins. Dabei scheint ein Zusammenhang
zwischen der fortschreitenden Entwicklung des Fetus und dem Ansteigen des 45
kDa GCRs zu bestehen.
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Auch zeigt das Anti-pGCR-IgG eine hohe Sensitivitat, wie anhand einer
Verdinnungsreihe mit Thymusprotein gezeigt werden konnte. Fur physiologische
Untersuchungen der Rezeptorkonzentration im Gewebe wurde eine Optimierung
der Antikérperkonzentration fir Thymus- und Colongewebe durchgeflhrt. Auch
hier zeigt sich der hohen Antikorpertiter. Bis zu einer 1:4000 Verdunnung der IgG
Fraktion konnen zwei Fragmente von 87 und 68,4 kDa im Thymuscytosol
spezifisch nachgewiesen werden. Detektierte Proteinfragmente kleiner 44 kDa
wurden unspezifisch gebunden, wie der Reaktionsansatz zeigt, dem eine
Inkubation der Antikorper mit kompetitivem pGCRmr vorausging. Der Ansatz mit
Praimmunserum zeigt keine Reaktion mit Proteinen des Thymuscytosols. Auch
beim Coloncytosol erbringt das Antiserum bis zu einer Verdinnung von 1:4000 ein
schwaches Signal der pGCR spezifischen Bande bei ca. 87 kDa. Auch hier
konnen kleinere Proteinfragmente als Spaltprodukte beschrieben werden, da
diese bei der kompetitiven Blockierung des Antiserums mit pGCRmr Peptid und
mit Praimmunserum nicht detektiert werden kdnnen.

Die Etablierung der Verwendung des Anti-pGCR-Antiserums fur die
Immunhistochemie wurde an Thymusgewebsschnitten durchgefuhrt. Die Spezifitat
wurde durch Prainkubation des Antiserums mit Proteinen wie Insulin und IGF-I,
durch kompetitive Hemmung mit dem pGCRmr Peptid und durch den Nachweis
unspezifischer Bindung mit dem Praimmunserum untermauert. Weiter bestatigt
wurde die  Tauglichkeit des  Antiserums fur die IHC  durch
Immunprazipitationsversuche. Die Ergebnisse zeigen, dass der GCR in seiner
nativen Form, sowohl im aktivierten, also hormongebunden als auch im
inaktivierten Zustand, ohne Ligandenbindung, als Multiproteinkomplex erkannt
wird. Wahrend mit steigender NaCl-Konzentration im Ansatz des liganden-
gebundenen Rezeptors das etwa 90 kDa Protein spezifisch nachgewiesen werden
kann, zeigt der Ansatz ohne Dexamethason Vorinkubation eine schwachere aber
spezifische Farbung des 90 kDa GCR-Proteins bei geringer NaCl-Konzentration,
wahrend mit zunehmender NaCl-Konzentration verstarkt zwei Banden mit 90 und
68 kDa detektiert werden. Dies ist evtl. auf die Abspaltung des HSP-Komplexes
unter hohen Salzkonzentrationen und damit die bessere Zuganglichkeit der
Epitope in der modulatorischen Region zurlckzufuhren.

6.5 REZEPTORVERTEILUNG IM GASTOINTESTINALTRAKT UNTER DEM EINFLUR VON

ANDROGENEN

In der vorliegenden Arbeit wurde die GCR Verteilung im Intestinaltrakt von
Schweinen untersucht. Der Darm mit seinen enormen adaptiven Fahigkeiten,
bendtigt ein feinabgestimmtes Regulationsprinzip zur Steuerung von Mitose und
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Apoptose um ein homdostatisches Geichgewicht aufrecht zu erhalten. Wahrend
Mitose bei reduzierter Apoptose zu Proliferation bis zur Hyperproliferation des
Gewebes fuhren kann, resultiert eine verminderte Mitoseaktivitat bei erhohter
Apoptose in der Atrophie des Gewebes. An der Regulation dieses Gleichgewichts
sind Glucocorticoide beteiligt (SENGUPTA et al., 2000; KOFLER, 2000). So
besteht zwischen der fraktionellen Proteinsyntheserate, einem MalRR fur die
stattfindenden Umbauprozesse, und der GC-Konzentration eines Gewebes eine
Korrelation. CLAUS et al. (1996) belegen dies durch Untersuchungen in Geweben
mit hoher (Darm) und geringer (Muskel) fraktioneller Proteinsyntheserate. Im Darm
betragt die GCR-Konzentration ein 5-7 faches der Konzentration im Muskel, wobei
die fraktionellen Proteinsyntheseraten fur das jeweilige Gewebe bei 44 % und 3,5
bis 4,4 % liegen. Auch eigene Untersuchungen bei adulten und juvenilen
Schweinen zeigten, dass hier im Vergleich die GCR-Konzentration im
Intestinaltrakt bei Ferkeln im Alter von 3 Wochen ca. 7mal hdher ist als bei adulten
Tieren (nicht publiziert). Dies begrundet sich in den Reifungs- und
Entwicklungsvorgangen die zu diesem Zeitpunkt stattfinden (HENNING et al.,
1994; SANGILD et al., 1995).

Die semiquantitative Bestimmung der GCR-Konzentration Uber Western
Blotting und Densitometrie kann sowohl im Cytosol- als auch in der Kernfraktion
im Ddnn- und Dickdarm zwischen Kastraten und Ebern kein Unterschied
festgestellt werden. Allerdings wurden Unterschiede in der intrazellularen
Rezeptorverteilung in Abhangigkeit vom Darmabschnitt festgestellt. Im lleum ist
der Hauptanteil des Rezeptors im Kern lokalisiert, im Colon ist der Fall umgekehrt.
Hier ist der Anteil des Rezeptors im Cytosol grofer. Die Wirkung von Botenstoffen
wird generell durch drei Mechanismen moduliert. Eine grobe Regulation erfolgt
uber die Sekretion des Hormons. Die gewebsspezifische Wirkung wird Uber eine
unterschiedliche Rezeptorexpression in den Zielgeweben erreicht. Eine
gewebstypische Feinregulation erfolgt Uber die Modifikation des Liganden.
Zikulierende GC erreichen jedes Organ, die organspezifische Reaktion wird durch
die lokale Expression der 11R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, welche entweder
das aktive GC Cortisol in das inaktive Cortison oder Cortison in Cortisol
umwandelt. Es exisiteren zwei Isoformen des Enzyms, Typ 1 und Typ 2. Typ 1
katalysiert die Umwandlung von Cortison in das aktive Cortisol. Es wird am stark-
sten in der Leber exprimiert und halt damit die fur die Leber wichtigen GC-Konzen-
trationen aufrecht. Typ 2 schiitzt Gewebe vor einem Uberschuss an aktivem
Cortisol. In diesen Geweben erklaren die Unterschiede in der Expression des
Enzyms die individuelle Empfanglichkeit auf zirkulierende GC.

FUr die Aufrechterhaltung des Salz/Wasserhaushalts und somit des
Blutdrucks spielt die 113-HSD 2 im Colon aufgrund der Kreuzreaktivitat des
Aldosteronrezeptors mit Cortisol eine wichtige Rolle (CLAUS et al., 2001;
HERMANS et al., 1999). CLAUS et al. (2001) untersuchten erstmals die 113-HSD
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2 Expression im Intestinaltrakt des Schweins, im Colon war die Expression 10fach
hoher als im lleum. Dies bedeutet, dass im lleum der GCR durch zirkulierendes
Cortisol aktiviert werden kann und somit in den Kern wandert. Im Colon dagegen
wird die Wirkung des zirkulierenden GC durch enzymatische Inaktivierung
aufgehoben, es steht kein Ligand zur Bindung zur Verfigung, der GCR bleibt
inaktiv und verbleibt somit im Cytoplama. Mittlerweile wurde auch die Sequenz der
schweinespezifischen 11 3-HSD 2 geklart (LANGE et al., 2001)

Andererseits wurden in der Lamina propria des Darms von Kastraten und
Ebern erhéhte GCR-Konzentrationen im Colon festgestellt. Dies deutet evtl. auf
eine Hochregulation der GCR-Expression aufgrund verminderter
Ligandenverfugbarkeit hin. Wahrend die Epithelzellen eine entgegengesetzte
immunreaktive Farbung zeigen, hier ist die Farbung im Dunndarm starker als im
Dickdarm. Auch kann im Duanndarm eine hoch signifikante Unterscheidung
zwischen Krypten und Zottenregion festgestellt werden. Der Rezeptor wird in
Epithezellen der Zottenspitze vermehrt exprimiert. Im Widerspruch dazu stehen
die Untersuchungen von LENTZE et al. (1985) zur GCR-Verteilung in isolierten
Zellen des intestinalen Epithels des Dunndarms. Mature Villuszellen an der
Zottenspitze zeigten geringe und immature Kryptenzellen die héchsten GCR-
Konzentrationen. Immature Kryptenzellen scheinen empfanglicher fur die
Modulation durch GC als mature Zellen der Zottenspitze. Dies spricht fur die
differnzierungsférdernde Wirkung der Glucocorticoide. Im Colon descendes ist
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kompartimenten vorhanden.
Diese eigenen Untersuchungen und Ergebnisse unterstutzen die These uber das
unterschiedliche Apoptose-Geschehen in den beiden Darmabschnitten. Im
Dunndarm wird die Gewebehomdostasis einerseits durch die Apoptose gealterter
und geschadigter Zellen und andererseits durch die Apoptose der
Stammzellenpopulation kontrolliert (RAAB et al., 1998, BOOTH & POTTEN,
2000). Auf diese Weise wird das Gewebe vor einer Tumorbildung geschutzt. Im
Dickdarm kann eine geringe Stammzellenapoptose der Mucosa z.T. fur den
wesentlich haufiger verbreiteten Dickdarmkrebs (SCHIRRMACHER, 1986)
verantwortlich gemacht werden.

Der Einflul der Zellen der Lamina propria bezuglich der Regulation des
Mitose-Apoptose-Gleichgewichts zeigt sich in den Ergebnisse zur GCR-
Immunreaktivitdt im Vergleich zur Epithelschicht. Im Dunndarm als auch im
Dickdarm kann eine eindeutig hoher GCR-Konzentration in der Lamina propria als
in der Mucosa beobachtet werden, wobei dieser Effekt im Dickdarm wesentlich
ausgepragter ist.

Die signifikant geringeren GCR-Konzentrationen der Lamina propria im

Dunndarm von Ebern im Vergleich zu Kastraten deuten auf eine Hemmung der
GCR Genexpression durch Androgene hin. Im Gehirn beispielsweise wird die
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Expression, die Bindungskapazitat und die Rezeptoraffinitat des GCR und des MR
durch Ostrogene beeinflut. Androgene hingegen beeinflussen ausschlieflich die
GCR Expression (TURNER, 1997). Ein solcher regulatorischer Mechanismus von
Gonadenhormonen ist auch im Gastrointestinaltrakt vorstellbar, zumal hinsichtlich
der  Nahrstoffabsorption  und Futterverwertung  geschlechtsspezifische
Unterschiede bestehen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Glucocorticoide sind entscheidend an der Regulation physiologischer
Prozesse beteiligt. Effekte auf den Kohlenhydrat und Proteinstoffwechsel sind
hinreichend bekannt, ebenso wie die immunsuppressive und anti-inflammatorische
Wirkung pharmakologischer Dosierungen. Auf zellularer Ebene spielen sie eine
Schlusselrolle in der Regulation von Differenzierungs- und Apoptosevorgangen.
Diese Regulationsmechanismen sind vor allem in adaptiven Geweben, die sich in
ihrer Funktion standig an neue Anforderungen anpassen mussen, von enormer
Bedeutung. Der Gastrointestinaltrakt ist eines der am starksten beanspruchten
Organe. Sowohl die Anpassung an veranderte Nahrungsverhaltnisse, als auch die
standige Belastung mit einer Vielzahl an Antigenen, erfordert eine genau
abgestimmte Regulation der Zellteilung, Differenzierung und Apoptose. Bei
Schweinen konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in den Turnoverraten von
Skelettmuskulatur und Darm den unterschiedlichen Glucocorticoidrezeptor (GCR)
Konzentrationen zugeschrieben werden konnen. Dies erklart zum Teil die
gewebsspezifische Sensitivitat auf zirkulierende Corticoide.

Studien zur GCR-Verteilung im Intestinaltrakt tragen daher zum Verstandnis
der Regulationsmechanismen bei. Bislang waren Rezeptorstudien beim Schwein
nur Uber Bindungsstudien moglich. Nachteilig ist hierbei, dass in komplexen
Gewebsstrukturen, wie z.B. dem Darm, die Rezeptoren nicht den verschiedenen
Zelltypen zugeordnet werden konnen. Weiterhin ist Uber Bindungsstudien nur der
Nachweis des nichtaktivierten Rezeptors madglich. Schweinespezifische Antikdrper
sind bislang nicht verfugbar. Vorversuche zeigten, dass gegen die modulatorische
Region des humanen Rezeptors gerichtete Antikorper bei immunhistochemischer
Anwendung und Western Blot Analyse den porcinen Rezeptor nicht binden.
Gegen andere Rezeptorfragmente gerichtete AntikOrper weisen teilweise
erhebliche Kreuzreaktionen auf. Daher war es das Ziel der Untersuchungen,
Antiseren gegen den Glucocoridcoidrezeptor des Schweines zu erstellen.
Teilarbeiten hierzu waren die Sequenzanalyse der cDNA des GCR und die
Klonierung ausreichend groler Fragmente in rekombinanten
Expressionssystemen. Darauf aufbauend sollten speziesspezifische Antikorper
gegen Fragmente des Rezeptorproteins erzeugt werden.

Dazu wurde ein Fragment mit ca. 2,1 kb der GCR cDNA (gcr2.1) mittels
PCR Uber Primer aus der modulatorischen und ligandenbindenden Region
amplifiziert. Die Basenabfolge wurde mit Hilfe des Big Dye Terminator DNA
Sequencing Kit analysiert. Aufgrund BLAST basierter Sequenzvergleiche, wurde
fur die rekombinante Expression des GCR-Antigens ein Proteinfragement aus der
modulatorischen Region (GCRmr) gewahlt. Die kodierende Sequenz wurde
amplifiziert und Uber addierte Restriktionschnittstellen als His-tag Fusionsprotein in
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ein T7-Expressionssystem kloniert. Nach affinitdtschromatographischer und
praparativer Aufreinigung des Fusionproteins Uber Ni-NTA-Agarose und SDS-
PAGE wurden Kaninchen immunisiert. Zur Charakterisierung des Kaninchen Anti-
pGCR-Antiserums wurden folgende Fragestellungen geklart: reagiert das
polyklonale Antiserum mit dem Antigen, dem denaturierten GCR, dem nativen
ligandengebundenen GCR und dem nativen inaktivierten GCR, der in Form eines
Multiproteinkomplexes vorliegt. Die Spezifitat des Antiserums wurde durch den
Vergleich der Immunreaktivitdt von Praimmunserum, radioaktiver Markierung des
Rezeptors, kompetitiver Hemmung mit dem pGCRmr Peptid und Vorinkubation
des Antiserums mit artfremden Peptiden getestet. Praktische Anwendung fand das
charakterisierte Antiserum in immunhistochemischen Studien zur Verteilung und
Lokalisation des GCR im Dunn- und Dickdarm von Ebern und Kastraten. Die
intrazellulare Verteilung des GCR wurde mittels Western Blot Techniken
untersucht.

Das gcr2.1 Fragment kodiert fur 2111 bp des porcinen GCR. Daraus leitet

sich ein Proteinfragment mit 703 Aminosauren ab, welches den groften Teil des
Rezeptors reprasentiert. FuUr ausgepragte immunogene Eigenschaften des
Rezeptorantigens ist eine grof3tmdgliche Abweichung zum Kaninchen GCR
notwendig. Bislang liegen dazu keine Daten vor. Sequenzvergleiche mit dem
humanen GCRzeigten jedoch, dass die modulatorische Region mit nur 85%
Ubereinstimmung die groRte Abweichung zeigt, wahrend DNA-Bindungsdomane
und Ligandenbindungsdoméane nur geringe Abweichungen aufweisen. Somit
wurde ein 135 Aminosauren umfassendes Fragment aus der modulatorischen
Region rekombinant exprimiert. Diese Region wurde auch gewahlt, um
Kreuzreaktionen mit anderen Mitgliedern der Familie der intrazellulaten
Hormonrezeptoren auszuschliefien. Beim Schwein ist keine Homologie innerhalb
dieser Region mit anderen Rezeptoren festzustellen. Zudem sind DNA- und
Hormonbindungsdomane aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der
Aminosauren weniger antigen, als die modulatorische Region.
Das Anti-pGCR-Antiserum bindet mit hoher Affinitat das pGCRmr Antigen sowie
den denaturierten Rezeptor im Western Blot. Immunprazipitationsversuche
zeigten, dass das Antiserum den nativen Rezeptor in seiner inaktivierten Form als
Multiproteinkomplex gekoppelt an HSP9O0, als auch in seiner aktivierten Form mit
abgespaltenem HSP90 bindet. Die Resultate der Immunprazipitation bestatigen
die Anwendbarkeit der Antikorper in der Immunhistochemie.

Bei Kastraten und Ebern kann in der Lamina propria ein Anstieg
rezeptortragender Zellen von den proximalen Dunndarmbereichen Duodenum und
Jejunum mit durchschnittlich 32,9 und 14,5% in Richtung distale mit 49,3 und
43,3% immunreaktive Zellen fur Colon ascendens und C. descendens festgestellt
werden. Die Immunfarbung der Epithelzellen zeigt bei beiden Tiergruppen ein
umgekehrtes Muster wie in der Lamina propria. Durchschnittlich sind bei Kastraten
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im Dinndarm 9,6% der Epithelzellen gefarbt, bei Ebern 9%. Im Dickdarm weisen
nur 5,4 bzw. 5,6% der Epithelzellen eine Immunfarbung auf. Werden die beiden
Gruppen - Eber und Kastraten - vergleichend betrachtet, zeigt sich, dass nur
signifikante Unterschiede in der Anzahl GCR immunreaktiver Zellen in der Lamina
propria zu beobachten sind. Im Duodenum sind bei Ebern etwa 10% weniger
immunreaktive Zellen zu verzeichnen als bei Kastraten. Im Jejunum ist derselbe
Effekt, allerdings wesentlich ausgepragter, zu beobachten. Hier sind etwa 30%
weniger immunreaktive Zellen. Im Dickdarm sind keine signifikanten Unterschiede
festzustellen. Der Anteil der GCR tragenden Zellen liegt bei Ebern zwischen 36,9
fir das Colon ascendens und 49,2% fir das Colon descendens und bei Kastraten
zwischen 47,5 und 51%. Uber die intrazelluldre Rezeptorverteilung kénnen
folgenden Aussage getroffen werden: in den einzelnen Darmabschnitten besteht
zwischen Kastraten und Ebern sowohl in der Cytosol als auch in der Kernfraktion
kein entscheidender Unterschied; im lleum ist der Anteil desGCR im Cytosol
kleiner als im Kern und im Colon ist der Anteil des GCR im Cytosol groRer als im
Kern.
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8 SUMMARY

Glucocorticoids are well known to be essential for many physiological and
developmental processes. Such functions include their effects on carbohydrate
and protein metabolism and their regulatory influences on the immune system. In
cell regulation they play a dose-dependent key role for differentiation and
apoptosis. In rapidly renewing tissues the stringent control of these mechanisms is
central to the maintenance of tissue homeostasis. In the gastrointestinal tract both
the adaption to changing nutrients and the presentation with a vast array of
different types of antigens, including potential pathogens and harmless dietary
antigens requires a granular regulation of cell proliferation, differentiation and cell
death. In the pig, the differences in the turn-over rate for instance between skeletal
muscle and the gut tissue could be attributed to different GCR concentrations
respectively. This explains the tissue specific sensitivty on circulating corticoids.

Thus studies on GCR distribution contributes to the clarification of the role
of glucocorticoids in the regulation of thes mechanisms in the intestinal tract. In the
pig, so far receptor detection has been performed by radio ligand binding assays,
which only measures steroid unoccupied non-activated receptors in the cytoplasm.
Selective GCR antibodies react with both occupied and unoccupied GCR. In
addition, antibodies enable celltype specific detection of the GCR in complex
tissues by immunocytochemistry. For the pig, antibodies against the GCR so far
are not available. Own previous studies revealed, that antibodies raised against
amino acids 245-259 of the human GCR are not able to bind to the porcine GCR
in western blot assays and immunohistochemistry. Antibodies raised against other
receptor fragments could show cross reactivity with other members of the
intracellular hormone receptors. The aim of this investigation was the production of
porcine GCR-specific polyclonal antibodies by detailed analysis of the cDNA
sequence of the GCR and the recombinant expression of a suitable antigen
fragment.

A fragment with 2.1 kb of the GCR cDNA (gcr2.1) was amplified by primers
localized in the modulatory and ligand-binding domain. Sequencing was performed
by the Big Dye Terminator DNA Sequencing Kit. Based on Blast sequence
analysis a GCR antigen fragment for recombinant expression was selected from
the modulatory region (GCRmr). The coding cDNA was amplified by PCR using
modified primers and cloned in a T7-expression system as a His-tag fusion protein
by added restriction sites. After affinity chromatographic und preparative
purification of the fusion protein by Ni-NTA-Agarose and SDS-PAGE rabbits were
immunized. For the characterization of the rabbit anti-pGCR-IgGs the following
questions were examined: does the polyclonal antiserum bind the antigen, the
denatured GCR, the native ligand activated GCR and the native inactivied GCR
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as a multiprotein complexe. The specifity of the antiserum was examined by
comparison of the immunreactivity of preimmunserum, radioactive labeling of the
receptor, competitive mit dem pGCRmr Peptid and preincubation of the antiserum
with cognetive peptids. Praktische Anwendung fand das charakterisierte
Antiserum in immunhistochemischen Studien of distribution and localization of the
GCR in the small bowl and colon of boars and barrows. The intracellular
distribution of the GCR was examined by western blot assays.

The 2111 bp gcr2.1 cDNA codes for a 703 amino acid fragment of the
porcine GCR, which likely represents the main part of the porcine receptor. The
heterology of the pGCR with the rabbit GCR is important for ist immunogenic
properties, but is not known to date. Sequence alignment with the human GCR
shows the greatest variability in the modulatory region, revealing only 85% identity.
The DNA-binding and hinge regions are either completely identical or at least
highly conserved, showing a homolgy of 95% in the latter case. The ligand-bindig
domain reveals about 95% identity with the human sequence. For raising a
specific antiserum against the porcine GCR, we subcloned a cDNA fragment of
the receptor coding for 135 aminoacids of the modulatory region. We selected this
region to avoid cross reactivity with other members of the familiy of intracellular
hormone receptors. In this region the porcine GCR shows no homologie with other
receptors like the androgen or estrogen receptor. In addition, the sequences of the
DNA- and hormone-binding regions were less suited for raising antibodies due to
their hydrophobic nature and accessibility.

The anti-pGCR-antibodies bind the pGCRmr antigen with high affinity, as
well as the denatured receptor in western blot analysis. In additon,
immunoprecipitation assays demonstrated that cytosolic GCR is recognized
regardless of whether it is unoccuppied or occuppied with dexamethasone. Thus,
the antiserum is able to bind the native GCR both in its inactivated form as a
multiprotein complex in association with HSP90 or in its activated form with shed
HSP 90. Our investigations with immunoprecipitation assays support the
applicability of the anti-pGCR antiserum in immunohistochemistry.

Immunohistochemical studies showed an increased number of
immunostained GCR in the colon compared with the small intestine, as has been
shown earlier with ligand-binding assays. 32,9 % and 14,5 % of the cells of the
lamina propria were GCR immunoreactive in the small intestine of barrows and
boars. In the colon 49,3 % and 43,3% showed immunostaining. Epithelial cells
showed a reversed pattern compared with the lamina propria in both groups with
9,6 % and 9 % in the small intestine and 5,4 and 5,6 % in the colon.

Comparison of both groups — barrows and boars - revealed significant
differences in the number of GCR immunoreactive cells in the lamina propria of
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the small bowl. Boars showed a decreased GCR expression of 10 % in the
duodenum and 30 % in the jejunum. The number of GCR immuostained colonic
cells amounts to 36,9 % in the colon ascendens and 49,2% in the colon
descendens of boars and 47,5 % and 51 % in barrows.

The different subcellular GCR distribution in the two segments of the
intestine can be explained by the increased expression of 11[B-hydroxysteroid
dehydrogenase 2 in the colon. 11B3-HSD 2 inactivates cortisol and thus inhibits
receptor activation and thereby translocation to the nucleus.
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