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Il. Zusammenfassung

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) gehdren zur grofiten Gruppe von Membranrezeptoren,
welche eine wichtige Rolle fur die interzellulare Kommunikation spielen. GPCR-Aktivierung
beeinflusst durch intrazelluldre Signalweiterleitung Enzymaktivitdten und verandert die
Genexpression. Dies geschieht unter anderem durch die Aktivierung der MAP-Kinasen. Es
existieren viele unterschiedliche GPCRs mit jeweils mehreren Liganden, wodurch es schwierig ist,
eine Signalkaskade isoliert zu betrachten.

Um eine GPCR-Signalkaskade isoliert zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Gag-
gekoppelter Designerrezeptor (Raq) verwendet, der ausschlielllich durch die synthetische
Substanz CNO aktiviert werden kann. Transgene wurden mittels lentiviralem Gentransfer in das
Chromatin von HEK293-Zellen integriert. Vorangegangene Arbeiten zeigten, dass die Rag-
Stimulation eine gesteigerte Expression von Genen mit einem serum response element (SRE)
oder cAMP response element (CRE) in der Promotorregion zur Folge hat. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass diese Signalweiterleitung Uber die Kaskade der MAP-Kinasen vermittelt wird.
Eine Vielzahl von Mechanismen vermag diese Signalkaskade zu regulieren. Unter anderem kann
die Aktivitdt von Phosphatasen gezielt die Kaskade der MAP-Kinasen manipulieren. Ein bis dahin
noch nicht untersuchter Kandidat dafir ist die Ca2+*/Calmodulin abhangige Phosphatase
Calcineurin.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss einer konstitutiv aktiven Form der Ca2+/Calmodulin-
abhangigen Phosphatase Calcineurin (ACnA) auf die Genexpression nach Rag-Stimulation zu
untersuchen. Um diese zu quantifizieren, wurden verschiedene Luziferase-Reportergene
exprimiert. Dabei stand die Expression der Luziferase unter Kontrolle von Promotoren mit CRE
oder SRE, Teilelementen davon oder auch von Transkriptionsfaktoren, deren Expression durch
SRE oder CRE vermittelt wird (c-Fos, c-Jun, AP-1, Egr-1).

Nach Rag-Stimulation resultierte die Expression von ACnhA in einer verminderten CRE- und SRE-
vermittelten Transkription. Es kam auf3erdem zur Hemmung der biologischen Aktivitdt von CREB,
Elk-1, c-Fos und c-Jun, womit auch die AP-1- und Egr-1-Promotoraktivitat sank.

Zum Wirkmechanismus von ACnA auf die verschiedenen Elemente existieren mehrere
Hypothesen. Moglich ist die direkte Phosphataseaktivitat an Transkriptionsfaktoren, was fiir Elk-1
bereits beschrieben ist. Eine generelle Wirkung an der Kaskade der MAP-Kinasen ist ein ebenso
denkbarer Erklarungsansatz.



lll. Summary

G-protein coupled receptors (GPCR) belong to the largest group of membrane receptors which are
crucial for intercellular communication. Activation results in changes of enzyme-activity or gene-
expression, occurring for example via the activation of MAP-kinases. One type of GPCR can be
activated by a variety of different ligands what makes it difficult to observe an isolated signalling
pathway with natural ligands.

In order to handle this problem, a Gag-coupled designer receptor (Raq) that was exclusively
activated by synthetic CNO was used. Transgenes were integrated in the chromatin of HEK293
cells via lentiviral gene transfer. Previous studies showed that Rag-stimulation increases the
expression of genes with serum response element- (SRE) or cAMP response element- (CRE)
containing promotors. Furthermore it was shown that this signaling is mediated by the activation of
MAP-kinases. Several mechanisms may regulate this pathway like the activity of phosphatases.
One possible candidate therefore is the Ca2+/calmodulin dependent phosphatase calcineurin.

The objective of this study was to investigate the influence of a constitutive active version of Ca2*/
calmodulin-dependent phosphatase calcineurin (ACnA) upon the activity of gene expression,
following Rag-stimulation. In order to quantify them, specific promoter/luciferase reporter genes
were expressed. Luciferase-expression was controlled by promotors containing regulatory
elements like CRE or SRE fragments of them or transcription factors that are expressed under
control of SRE or CRE.

ACnA-expression has been shown to attenuate the signalling between Rag-stimulation and CRE-
or SRE-dependent transcription. Furthermore biological activity of CREB, Elk-1, c-Fos and c-Jun
were reduced following a degraded AP-1 and Egr-1-dependent gene expression.

Several mechanisms may explain this effect like direct phosphatase-action on transcription factors
what already has been described for the TCF Elk-1. Another possibility is the general manipulation

of the MAP-kinase pathway.



1. Einleitung

Bei der Evolution komplexer Organismen bildete der Ubergang von einzelligen zu mehrzelligen
Lebewesen einen wichtigen Schritt. Die Bildung von Lebensgemeinschaften einzelner,
gleichartiger Zellen ergab einen Uberlebensvorteil, woraus sich im Laufe der Evolution komplexe,
mehrzellige Organismen entwickelten, bei denen unterschiedliche Arten von Zellen spezifische
Aufgaben erflllten. Die Voraussetzung fiir eine solche arbeitsteilige Entwicklung war die
Etablierung einer interzellularen Kommunikation. Chemische Mediatoren fungieren dabei als
Botenstoff zwischen den Zellen, wobei Mediatoren, welche die Plasmamembran nicht Uberwinden
konnen, als Ligand an oberflachliche Membranrezeptoren binden. Nachdem der Ligand an den
extrazellularen Teil eines Rezeptors gebunden hat, wird eine intrazellulare Signalkaskade
eingeleitet, an deren Ende die Aktivitdat von Proteinen, Enzymen oder die Expression von Genen
beeinflusst werden kann. Um eine hohe Spezifitat der interzellularen Kommunikation zu
ermoglichen, ist eine Vielzahl unterschiedlicher Kommunikationswege sowie ein hohes Mal} an
Regulation notwendig (Krauss et al., 2008; Hancock et al., 2010; Gompertz et al., 2009).

1.1. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) bilden mit etwa 800 identifizierten Genen die
groflite Gruppe der Membranrezeptoren. GPCRs bestehen aus sieben Transmembrandomanen,
die durch ein grol3es Spektrum verschiedener Liganden von Katecholaminen wie Adrenalin bis hin
zu Chemokinen wie Interleukin-8 aktiviert werden (Lagerstrom & Schiéth, 2008). Extrazellulare
Schleifen des GPCR dienen der Ligandenbindung, wobei intrazellulare Schleifen der Rekrutierung
heterotrimerer G-Proteine dienen. Neben kleinen G-Proteinen wie Rho oder Ran und den
Translationsfaktoren wie elF-2 und eEF-1 bilden die heterotrimeren G-Proteine eine Untergruppe
aus der Familie der G-Proteine und bestehen immer aus einer a-, B-, und y—Untereinheit. Fir ein
hohes Mal} an Heterogenitat sorgen insgesamt 35 verschiedene Gene, welche fir a-, B- und y-
Untereinheiten codieren. Im inaktiven Zustand liegt das heterotrimere G-Protein als trimerer
Komplex vor, wobei die a-Untereinheit Guanosindiphosphat (GDP) gebunden hat. Bindet ein
Ligand an die extrazellulare Seite des GPCR, kommt es zu einer Konformationsanderung, wobei
das an die a-Untereinheit gebundene GDP durch Guanosintriphosphat (GTP) ersetzt wird. Dies
fuhrt zur Dissoziation des trimeren Komplexes in die GTP-gebundene a-Untereinheit sowie in die
B/y-Untereinheit (Kobilka, 2013). Sowohl die GTP-a-Untereinheit als auch die B/y-Untereinheit sind
in der Lage, Effektorproteine zu aktiviren, wodurch weitere Signalkaskaden eingeleitet werden.
Eine intrinsische GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit sorgt fiur die Spaltung des GTP in GDP und
anorganisches Phosphat (Pi), wodurch es zur Beendigung des Signals und zur
Zusammenlagerung des trimeren Komplexes kommt (Kobilka et al., 2013; Lefkowitz et al., 2013).

Die Signalkaskade, die der Aktivierung des GPCRs folgt, ist durch die a-Untereinheit im
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heterotrimeren G-Protein determiniert, woran man diese in die drei Hauptgruppen Gas, Gai und
Gaq einteilt (Hermans, 2003).

1.1.1.Gas / Gai- gekoppelte Rezeptoren

GPCRs, die mit stimulierenden a-Untereinheiten gekoppelt sind (Gas), finden sich u.a. bei
Geruchssinneszellen, Serotonin-, Glukagon- und Adrenalinrezeptoren. Der Ligand, welcher als first
messenger bezeichnet wird, aktiviert den GPCR, woraufhin das Effektorprotein Adenylatzyklase
durch die GTP-a-Untereinheit aktiviert wird. Die Adenylatzyklase katalysiert die Umwandlung von
Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und Pyrophosphat
(PPi). cAMP initiiert als second messenger eine Vielzahl intrazellularer Prozesse, wie der
Aktivierung der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA), die die Transkription bestimmter Gene
zur Folge haben kann (Cooper DM et al., 2003; Gilman AG, 1995). cAMP-responsive Gene
enthalten in ihrer Promotorregion die cAMP response element (CRE)-Sequenz. Diese wird durch
den Transkriptionsfaktor CREB (cCAMP response element-binding protein) aktiviert, welcher cAMP-
abhangig durch die PKA phosphoryliert und aktiviert wird. Dem gegentiber stehen GPCR, die mit
inhibitorischen a-Untereinheiten gekoppelt sind (Gai). Aktivierte ai-Untereinheiten hemmen die

Adenylatzyklase, wodurch der cAMP-Spiegel sinkt (Lefkowitz et al., 2013).
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Abbildung 1: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) mit stimulierendem (Rs) und inhibitorischem
(Ri) Einfluss auf das Effektorprotein Adenylatzyklase

Dargestellt sind GPCRs mit stimulierenden (Gas) und inhibitorischen (Gai) G-Proteinen. Nach Aktivierung
des Gas-gekoppelten Rezeptors mit Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) durch Guanosintriphosphat
(GTP) an der a-Untereinheit des trimeren G-Proteins kommt es zur Aktivierung des Effektorproteins
Adenylatzyklase. Diese katalysiert die Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) und Pyrophosphat (PPi). Die Aktivierung des Gai-gekoppelten Rezeptors
sorgt nach Austausch von GDP durch GTP an der a-Untereinheit fir die Inhibition des Effektorproteins
Adenylatzyklase.

Abbildung entnommen aus: Léffler & Petrides: Biochemie und Pathobiochemie; 9. Auflage (2014).



1.1.2. Gag- gekoppelte Rezeptoren

GPCRs fur Mediatoren wie Acetylcholin, Histamin oder Serotonin sind mit Gag-Proteinen
gekoppelt. Der Ligand aktiviert als first messenger den GPCR, wodurch es zur Rekrutierung des
Effektorproteins Phospholipase CB (PLCB) kommt. PLCQB katalysiert die Hydrolyse des
membranstandigen Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphates (PIP2) zum lI6slichen Inositol-(1,4,5)-
trisphosphat (IP3) und dem in der Membran verweilenden Diacylglycerin (DAG). Die second
messenger IP3 und DAG aktiviren eine Vielzahl von Signalwegen (Fukami et al., 2002). IP3 bindet
und aktiviert ionotrope IP3-Rezeptoren am endoplasmatischen Retikulum (ER). Dabei handelt es
sich um ligandengesteuerte Ca2*-Kanale. Durch den Ca2*-Konzentrationsgradienten zwischen ER
und Zytosol kommt es zum Ca2*-Ausstrom aus dem ER in das Zytosol, wodurch die intrazellulare
Caz*-Konzentration von etwa 10-7 mol/l auf 10-> mol/l steigt. Es existieren viele Ca2*-responsive
Proteine, wie Calmodulin, welche eine Interaktion mit Enzymen und Proteinen mdglich machen
(Hoeflich et al.,, 2002). Des Weiteren kommt es zur Aktivierung Ca2*-abhangiger Kinasen.
Zusammen mit DAG ermdglicht die erhohte intrazellulare Ca2+-Konzentration die Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC), welche in der Lage ist, Kaskaden wie den mitogen-activated protein
(MAP)-Kinase-Signalweg zu aktiviren (Mellor H et al., 1998). Dabei handelt es sich um drei in Serie
geschaltete Serin/Threonin-Kinasen, die eine Phosphorylierungskaskade durchlaufen, an deren
Ende die Aktivierung der extracellular-signal regulated kinase (Erk) steht. Aktives Erk ist in der
Lage, Transkriptionsfaktoren im Zellkern zu phosphorylieren und so die Genexpression zu
beeinflussen (Wortzel & Seger, 2011).

Ligand

Rq

trimeres
Gg-Protein

ER

Abbildung 2: Aktivierung des IP;-Signalweges durch einen GPCR, welcher mit einem Gag-Protein
gekoppelt ist

Nach Ligandenbindung an den GPCR, welcher mit einem Gaq-Protein gekoppelt ist (Rq) wird dieses durch
den Austausch von GDP zu GTP an der a-Untereinheit aktiviert. Daraufhin kommt es zur Aktivierung des
Effektorproteins Phospholipase CB (PLCB). PLCPB hydrolysiert das membranstandige
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu den second messengern Inositol-(1,4,5)-trisphosphat (IP3)
und dem membranstandigen Diacylglycerin (DAG). IP3-Rezeptoren (IP3-R) liegen als ligandengesteuerte
lonenkandle in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) vor. Nach Aktivierung der IP3-R
kommt es zum Ca2*-Ausstrom aus dem ER in das Zytosol, wodurch die intrazellulare Ca2*-Konzentration
ansteigt. Zusammen mit DAG fuhrt die erhdhte intrazelluldre Ca2+-Konzentration zur Aktivierung der Ca2*-
abhangigen Proteinkinase C (PKC).

Abbildung und entnommen und modifiziert aus: Loffler & Petrides: Biochemie und Pathobiochemie; 9.
Auflage (2014).



1.2. Gag-gekoppelter Designerrezeptor

Jede Zelle weist eine heterogene Expression von GPCRs auf, wobei verschiedene GPCRs
sensibel fur den gleichen Liganden sein kdnnen. Dadurch ist es schwierig, Signalkaskaden eines
GPCR nach Aktivierung durch natlrliche Liganden isoliert zu untersuchen (Hermans, 2003). Um
dieses Problem zu umgehen, wurden G-Protein-gekoppelte Designerrezeptoren entwickelt. Diese
sind inert gegentiber endogener Liganden und werden spezifisch durch synthetische Substanzen
aktiviert. Guettier und Kollegen beschrieben 2009 die Synthese eines Gag-gekoppelten
Designerrezeptors (Guettier et al., 2009). Als Grundlage dafir diente der muscarinerge
Acetylcholinrezeptor M3 der Ratte. Hierbei induzierten Guettier und Kollegen zwei
Punktmutationen (Y148C und A238G), welche im Bereich der natlrlichen Acetylcholin (Ach)-
Bindestelle zwischen der dritten und flinften Transmembrandomane liegen (Abbildung 3). Die Ach-
Affinitdt des Rezeptors ging dadurch verloren, der Rezeptor jedoch kann spezifisch durch das
synthetische Pharmakon Clozapin N-Oxid (CNO) aktiviert werden. Gag-gekoppelte

Designerrezeptoren erwiesen sich in einer Vielzahl von Studien als aufierst nitzlich, um die
Signaltransduktion nach Stimulation von GPCRs zu untersuchen (Thiel et al., 2013; Wess et al.,
2013).

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Gag-
CNO gekoppelten Designerrezeptors
Dargestellt sind sieben Transmembrandomanen
sowie die extra- und intrazelluldaren Domanen. In den
Transmembrandomanen drei und funf sind zwei
Punktmutationen (Y148C und A238G) eingeflgt.
Dadurch ist der Designerrezeptor inert gegenuber
endogener Substanzen, kann jedoch durch die
synthetische Substanz Clozapin N-Oxid (CNO)
spezifisch aktiviert werden.
Abbildung entnommen und modifiziert aus: Thiel et
al., 2013.

1.3. Wirkung der Stimulation des Designerrezeptors Gaq auf
Transkriptionsebene

Die nach Aktivierung von GPCRs eingeleiteten Signalwege nehmen Einfluss auf Expression und
Aktivitat verschiedener Transkriptionsfaktoren. Somit sind GPCRs in der Lage, die Genexpression
zu beeinflussen. Im Folgenden wird die Wirkung der Stimulation eines Gaq-gekoppelten
Designerrezeptors auf die Transkriptionsfaktoren Egr-1 und AP-1 vorgestellt.



1.3.1. Transkriptionsfaktor Egr-1

Beim early growth response protein-1 (Egr-1) handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor der
Cys2His2-Zinkfinger-Klasse. Beschrieben wurde Egr-1 erstmals an Fibroblasten, wo es nach
Nahrstoffkarenz zu einer gesteigerten Expression kam. Somit steht Egr-1 in Zusammenhang mit
Zellwachstum und -proliferation (Sukhatme et al., 1988). Drei DNA-Bindedoméanen (Zinkfinger)
werden durch die koordinative Bindung je eines Zinkions zwischen zwei-Cystein und -Histidin-
Resten aufrechterhalten. Dadurch ist Egr-1 in der Lage, DNA mit der Basensequenz 5-GCG(G/
T)GGGCG-3' (EBS= Egr-1-Bindestelle) regulatorisch zu beeinflussen (Christy & Nathans, 1989).
Kaufmann und Kollegen konnten einen Anstieg der Egr-1-Expression und Aktivitdt nach
Stimulation eines Gag-gekoppelten Designerrezeptors zeigen (Kaufmann et al., 2013). Nach
Rezeptorstimulation kommt es zur Aktivierung der PKC, welche die Aktivitdt der MAP-Kinase Raf
reguliert. Am Ende der folgenden MAP-Kinasen-Kaskade wird die Kinase Erk1/2 aktiviert, gelangt
in den Zellkern und ist dort in der Lage Transkriptionsfaktoren durch Phosphorylierung zu aktiviren.
So wird der ternare Komplexfaktor (TCF) Elk-1 phosphoryliert, welcher zusammen mit dem serum
response factor (SRF) den terndren Nukleoproteinkomplex bildet. Dieser Komplex interagiert mit
dem serum response element (SRE) des Egr-1-Promotors und kann so die Egr-1-Expression
beeinflussen (Kaufmann et al., 2013).

Gag-gekoppelter
Rezeptor

o\~ ©.
|
)

Caz2+

——

Zellkern

/’ ~
O ~

l MAPK-
Signalweg
'
Ca? EI / l \

Ca2+

Abbildung 4: Stimulation eines Gag-gekoppelten Rezeptors fiihrt zur Steigerung der Egr-1-
Expression

Nach Stimulation eines Gag-gekoppelten GPCR kommt es zur Aktivierung des Effektorproteins
Phospholipase CB (PLCB). PLCB hydrolysiert das membranstandige Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
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(PIP2) zu den second messengern Inositol-(1,4,5)-trisphosphat (IP3) und dem membranstandigen

Diacylglycerin (DAG). lonotrope IP3-Rezeptoren (IP3-R) liegen in der Membran des endoplasmatischen
Retikulums (ER) vor. Nach Aktivierung der IP3-R kommt es zum Ca2*-Ausstrom aus dem ER in das Zytosol.
In der Folge wird die Proteinkinase C (PKC) Ca2* und DAG-abhangig aktiviert. PKC reguliert die Aktivitat der
MAP-Kinase Raf, wodurch der MAP-Kinase (MAPK)-Signalweg aktiviert wird, an dessen Ende die Kinase
Erk steht. Phosphoryliertes Erk gelangt in den Zellkern, wo es zur Aktivierung des terndren Komplexfaktors
(TCF) Elk-1 kommt. Phosphoryliertes Elk-1 bildet zusammen mit dem serum response factor (SRF) den
ternaren Nukleoproteinkomplex. Dieser ist in der Lage, das im Egr-1-Promotor lokalisierte serum response
element (SRE) zu binden, wodurch es zur gesteigerten Egr-1-Expression kommt. Dargestellt sind aul3erdem
die TATA-Box sowie der offene Leserahmen des Egr-1-Gens (ORF).

1.3.2. Transkriptionsfaktor AP-1

Aktivator-Protein-1 (AP-1) ist ein Transkriptionsfaktor, welcher sich als Homo- oder Heterodimer
aus den basischen Leucin-Zipper (bZIP)-Proteinen c-Jun, c-Fos und ATF zusammensetzt. AP-1
reguliert die DNA-Expression bzgl. Prozessen wie Zellwachstum, -proliferation, -differenzierung
und Apoptose. DNA-Bindung und Dimerisierung wird durch die bZIP-Domane vermittelt, welche
eine a-Helix bildet, bei der jede erste und vierte aus sieben Aminosauren einen basischen Rest hat
(Heptadenmuster). Die Dimerisierung an bZIP-Domanen wird Uber hydrophobe Wechselwirkungen
vermittelt, wobei sich zwei a-Helices durch coiled-coiled-Strukturen zu einer Gabelstruktur
formieren. Die Gabel interagiert mit der DNA durch Wechselwirkungen der positiv geladenen
basischen Aminosauren und dem negativ geladenen Phosphat im DNA-Rickgrat. AP-1 fordert die
Genexpression am 2-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat DNA response element (TRE) in der
Promotorregion. Dabei handelt es sich um die charakteristische Basenabfolge 5-TGA(G/C)TCA-3'.
Kaufmann und Kollegen zeigten, dass die AP-1-Aktivitat nach Stimulation eines Gag-gekoppelten
Designerrezeptors zunimmt, was durch die gesteigerte Expression und biologische Aktivitat, der
bZIP-Proteine c-Jun und c-Fos erklart wurde (Kaufmann et al.,, 2013). Der c-Fos-Promotor
beinhaltet mehrere regulatorische Elemente wie CRE, SRE und TRE. Mutationsanalysen zeigten,
dass die CRE-vermittelte Transkription nach Stimulation des Gag-gekoppelten Designerrezeptors
gefordert wurde. Aktives CREB ist in der Lage CRE zu binden und die CRE-vermittelte
Transkription regulatorisch zu beeinflussen. Bei CREB handelt es sich um einen bZIP-
Transkriptionsfaktor, welcher als Homodimer aktiv ist. Voraussetzung zur Dimerisierung ist die
Monomer-Phosphorylierung, wobei die cAMP-abhangige PKA eine wichtige Rolle spielt.
Inzwischen ist klar, dass CREB auch PKA-unabhangig Uber den Erk-Signalweg indirekt
phoyphoryliert werden kann. Erk aktiviert die mitogen and stress activated protein kinase (MSK),
welche in der Lage ist, CREB zu phosphorylieren (Wiggin et al., 2002).
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Abbildung 5: Verschiedene Wege fiihren zur CREB-Aktivierung, gezeigt am Beispiel der CRE-
vermittelten Aktivierung des c-Fos-Promotors

Nach Stimulation eines Gag-gekoppelten Rezeptors kommt es zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC).
PKC reguliert den MAP-Kinasen (MAPK)-Signalweg, an dessen Ende die Aktivierung der Kinase Erk steht.
Phosphoryliertes Erk gelangt in den Zellkern, aktiviert die mitogen and stress activated protein kinase (MSK),
welche CREB phosphoryliert. Nach Stimulation eines Gas-gekoppelten Rezeptors kommt es zur
Aktivierung der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA), welche CREB direkt phosphoryliert. Nach der
Phosphorylierung bildet CREB Uber bZIP-Domanen ein Homodimer aus, welches die CRE-vermittelte
Transkription initiiert. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden TRE und SRE im c-Fos-Promotor nur
angedeutet. Dargestellt sind auRerdem die TATA-Box sowie der offene Leserahmen des c-Fos-Gens (ORF).

1.4. Regulation auf Transkriptionsebene

Die vorgestellten Transkriptionsfaktoren weisen eine transiente Aktivitat nach extrazellularer
Stimulation auf. Negativ-Regulatoren sorgen nach einer bestimmten Zeit fir die Beendigung der
Signalkaskade. Negativ-Regulation kann durch die Aktivitdt von Phosphatasen erfolgen, die

einzelne Elemente der Signalkaskaden durch Dephosphorylierung inaktiviren (Lesch et al., 2017).



1.5. Calcineurin

Calcineurin ist eine Ca2*/Calmodulin abhangige Serin/Threonin-Phosphatase. Das Holoenzym
setzt sich als Heterodimer aus CalcineurinA (CnA) und CalcineurinB (CnB) zusammen. Das 61
kDa schwere CnA ist die katalytische Untereinheit und dephosphoryliert Serin- und Threonin-
Reste. CnB, mit einem Molekulargewicht von 19 kDa, stellt die Ca2*-bindende regulatorische
Untereinheit dar. CnA hat Bindestellen fur die Ca2*-bindenden Proteine CnB- und Calmodulin
sowie eine autoinhibitorische Domane am C-Terminus. Eine wichtige Funktion von Calcineurin ist
die Aktivierung von nuclear factor of activated T cell (NFAT) durch Dephosphorylierung. Aktives
NFAT initiiert als Transkriptionsfaktor die Interleukin-2 (IL-2)-Expression und spielt eine wichtige
Rolle bei der T-Zell-vermittelten Immunantwort. Neben der Immunantwort wurde gezeigt, dass
Calcineurin bei Prozessen wie fetaler Lungenentwicklung und der Reifung pankreatischer (3-Zellen
von Bedeutung ist (Heit et al., 2006; Davé et al., 2006). Calcineurininhibitoren, wie das Ciclosporin,
werden bei einer Vielzahl medizinischer Indikationen verwendet. Ciclosporin findet Anwendung bei
der Immunsuppression, z.B. nach Organtransplantation, bei Erkrankungen in der Dermatologie
sowie bei der rheumatoiden Arthritis (Mattila et al., 1990; Emmel et al., 1989).

1.6. Fragestellung der Arbeit

Die Auswirkung von Calcineurin auf die Egr-1- und AP-1-vermittelte Transkription in HEK293-
Zellen nach Rag-Stimulation wurde bisher nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Auswirkung der Expression einer konstitutiv aktiven Form der Phosphatase CalcineurinA (ACnA)
auf die Egr-1 und AP-1-abhangige Transkription nach Stimulation eines Gaq-gekoppelten
Designerrezeptors untersucht. Der Einsatz von Reportergenen mit unterschiedlichen
Designerpromotoren sollte zeigen, ob Calcineurin die entsprechenden Signalkaskaden positiv oder
negativ beeinflusst.

10



2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Gerate und Gebrauchsgegenstande

1,5 ml Reaktionsgefalie

96-Loch-Platte, transparent (Greiner)
96-Loch-Platte, weil® (Nunc)
Analysewaage

Auflichtmikroskop

Autoklav

Brutschrank

Druckfiltartionseinheit, steril (Sartolab P)
Einmal-Spitzen (200 pl bzw. 1000 pl)
Einmal-Spritzen Injekt (10ml bzw. 20 ml)
Eismaschine

Feinwaage

Kuvetten (1,5 ml Halbmikro)
Labor-Zentrifugen-Réhrchen 15 ml Greiner
Labor-Zentrifugen-Réhrchen 50 ml

Luminometer

Magnetrihrer KA

Microplate Reader Infinite M Nano
Millipore Wasseranlage

Neubauer Zahlkammer (improved)
pH-Meter (inoLab pH 720)

Photometer

Pipetten (10 pl, 20 pl, 200 pl bzw. 1000 pl)
Pipetus®Akku

Sterilbank

Sterilfilter (0,22um bzw. 0,45 um)
Tischzentrifuge (Biofuge®pico)
Vortex-Mixer

Wasserbader, temperierbar
Zellkulturflaschen (175 cm2) Greiner
Zellkulturschale @60 mm
Zellkulturschale @35 mm

Eppendorf, Hamburg
bio-one, Frickenhausen
Rosklide, Danemark
Sartorius, Gottingen
Helmut Hund GmbH, Wetzlar
Schutt, Géttingen

Thermo Fisher, Berlin
Sartorius, Gottingen
Sarstedt, NUrnbrecht
Braun AG, Melsungen
diverse Hersteller
Sartorious, Géttingen
Brand, Wertheim

Bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Nlrnbrecht
Berthold Detection Systems,
Alabama USA
Labortechnik, Staufen
Tecan, Mannedorf CH
Milli Q Millipore, Milford USA
Roth, Karlsruhe

WTW, Wellheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann Laborgerate,
Heilbronn

Heraeus, Hanau
Sarstedt, Nlrnbrecht
Heraeus, Hanau

IKA Labortechnik, Staufen
diverse Hersteller
Bio-one, Frickenhausen
Bio-one, Frickenhausen
Bio-one, Frickenhausen
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2.2. Chemikalien

Adenosintriphosphat (ATP) MBI Fermentas, St. Leon-Rot

BCA Protein Kit Pierce, Rockford, USA
Calciumchlorid (CaCl2) Roth, Karlsruhe
Chloroquin Sigma-Aldrich, Miinchen

Clozapin-N-Oxid (CNO)

Coenzym A

Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethanol (EtOH)

Fetales Kalberserum (FCS)

Glukose

Glutamin
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsaure
(HEPES)

Chlorwasserstoff (HCI)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PQO4)

Luminol

Luziferin

Magnesiumchlorid (MgCl2)
Magnesiumhydrogencarbonat ((MgCO3)4sMg(OH)2 x 5 H20
Magnesiumsulfat (MgSOa4 x 7 H20)
Natriumchlorid (NaCl)

Penicillin/Streptomycin

Hexadimethrin-Bromid (Polybren)
Reporterlyspuffer (5x)

12- O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA)
Tricin

Tris

Trypsin/EDTA (10x)

Enzo Life Science,
Lérrach
Sigma-Aldrich, Miinchen
PAA, Marburg

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Chemikalienlager UdS
Biochrom AG, Berlin
Merck, Darmstadt
PAA, Marburg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe

PAA, Marburg
Sigma-Aldrich, Minchen
Promega, Mannheim
Calbiochem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

PAA, Marburg
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2.3. Losungen

Im Folgenden sind die verwendeten Losungen und Puffer aufgelistet. Als Losemittel wurde, wenn
nicht anders angegeben, destilliertes Wasser (H20wmiLLipore) verwendet. Der pH-Wert wurde mit
HCI und NaOH eingestellt.

Luciferase Assay Reagent

Tricin 22 mM
(MgCO3)sMg(OH)2 x 5 H20 1,177 mM
MgSO4 x 7 H20 294 mM
EDTA 0,11 mM
DTT 36,3 mM
Coenzym A 297 uM
ATP 583 uM
pH 7,8

Luziferin 47 mM

Die fertige Losung zur Luziferasemessung setzte sich aus 9 ml (Luciferase Assay Reagent) und 1
ml Luziferin zusammen.

DMEM

FCS 10 %
Glukose 25 mM
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/mi
Streptomycin 100  pg/ml

DMEM-Serumreduziert

FCS 0,05 %
Glukose 25 mM
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100  U/ml
Streptomycin 100  pg/ml

Sterilfiltration mit Druckfiltrationseinheit (Sartolab P). Wenn nicht anders angegeben, wurde
DMEM-Medium mit 10 % FCS verwendet.
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1x PBS

NaCl 170 mM
KCI 3,35 mM
Na:HPO4 x 2 H.0O 4 mM
KH2PO4 1,84 mM
pH 7,24

1x Trypsin/EDTA

Trypsin 0,25% (wi/v)
EDTA 0,1% (w/v)
2 x HBSS

NaCl 274 mM
KCI 25 mM
Na2HPO4 3,75 mM
Glukose 27,75 mM
HEPES 105 mM
pH 7,05-7,12

Sterilfiltration mit Sterilfilter (20,45 pym).

2.4. Plasmide zur Herstellung von Viren zum lentiviralen Gentransfer

Zur Herstellung infektiéser Viren zum lentiviralen Gentransfer war eine Co-Transfektion von
HEK293/T17-Zellen mit drei verschiedenen Plasmiden notwendig. Das Verpackungsplasmid
(A8.91) enthalt die Gene gag, env, und pol, welche Strukturproteine und virale Enzyme codieren
(siehe 2.4.1.). Das Expressionsplasmid (pCMVG) codiert das Hdullprotein des Vesicular
Stomatitis Virus (VSV) (siehe 2.4.2.) und das jeweilige Transferplasmid codiert das Transgen
(siehe 2.4.3.). Nach der Co-Transfektion von HEK293/T17-Zellen mit allen drei Plasmiden, wurden
die entsprechenden Gene transkribiert, woraufthin die Proteinbiosynthese folgte. Dabei wurden
einzelne Virusbestandteile synthetisiert, welche sich in den Zellen zu infektiosen Viren
zusammensetzten. Im Folgenden sind die genannten Plasmide genau beschrieben.

2.4.1. Verpackungsplasmid A8.91

Das Verpackungsplasmid A8.91 enthalt die Gene gag, pol und rev. gag codiert
virusgruppenspezifische Antigene (Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine), pol fur die viralen
Enzyme Protease, reverse Transkriptase sowie Integrase und rev fir den ,regulator of expression
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of virion proteins®. Hierbei handelt es sich um einen Proteinkomplex, welcher den Kernexport
viraler mRNA unterstitzt und somit die Expressionseffizienz viraler Gene erhdht. Um eine starke
Expression zu gewabhrleisten, stehen die Gene unter Kontrolle des ,immediate early” (IE)-
Promotor/Enhancer Komplex des Cytomegalo-Virus (CMV). Stromabwarts wurde das
Polyadenylierungssignal des Simian-Virus 40 (SV40pA) eingefligt.

rev

Abbildung 6: Verpackungsplasmid A8.91

Das Plasmid codiert die viralen Gene gag, pol und rev. Alle Gene stehen unter Kontrolle des (IE)-Promotor/
Enhancer Komplex von CMV. Abgeschlossen wird das Konstrukt mit dem Polyadenylierungssignal SV40pA
(Rossler et al., 2008).

Abbildung entnommen aus: Dissertation, Isabelle Muller (2011).

2.4.2. Expressionsplasmid pCMVG

Das Expressionsplasmid pCMVG codiert das Hullprotein von VSV. Das VSV-Hillprotein wurde
verwendet, um dem niedrigen Tropismus, welcher durch lentivirale Hullproteine bedingt ist,
entgegenzuwirken und das Spektrum zu infizierender Zellen zu erhdhen. Das Gen steht unter
Kontrolle des I|E-Promotor/Enhancer Komplex von CMV, stromabwarts wurde das SV40pA
eingefugt.

=D

Abbildung 7: Expressionsplasmid pCMVG

Das Plasmid codiert das VSV-Huillprotein. Der offene Leserahmen (VSV-G cDNA) steht unter Kontrolle des
IE-Promotor/Enhancer Komplex von CMV. Abgeschlossen wird das Konstrukt mit dem
Polyadenylierungssignal SV40pA (Réssler et al. 2008).

Abbildung entnommen aus: Dissertation Isabelle Muller (2011).

2.4.3. Transferplasmide

Alle verwendeten Transferplasmide sind Abwandlungen des pFUGW-Plasmids (Abbildung 8) (Lois
et al., 2002). Im offenen Leserahmen wurde die EGFP-cDNA durch die cDNA des Transgens
ausgetauscht. Fiur eine kontinuierliche Expression des Transgens sorgt ein im Plasmid integrierter,
Ubiquitin-Promotor. Des Weiteren enthalt das Plasmid ein Verpackungssignal (y), das die
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Translokation viraler RNA in das VSV-Hullprotein (pCMVG) gewahrleistet. Fir eine erhéhte
Stabilitat des Transkripts sorgt das ,woodchuck postranscriptional regulatory element (WPRE).
Das HIV1-flap-Element erhéht den Kerntransport viraler DNA nach der reversen Transkription.
Flankiert ist das Konstrukt von zwei long terminal repeats (LTR), wobei das 3’ LTR eine A3-
Mutation aufweist. Hierdurch resultierten nach der reversen Transkription replikationsunfahige
Proviren. Somit waren die Viren nach einmaliger Infektion nicht reproduktionsfahig.

Durch den CMV-IE-Promotor/Enhancer-Komplex wurde eine starke Transkription gewahrleistet.
Die daraus resultierende RNA wurde durch das Verpackungssignal y zum Hiuillprotein geleitet und
fungierte somit als genetische Information der spateren Viren.

¥ AU3

Pacl BamHI

LTR FLAP WPRE

Abbildung 8: pFUGW-Plasmid als Grundlage fiir Transferplasmide

Gezeigt ist die Transkriptionseinheit mit 2 LTRs, der A3-Mutation und anschlieRendem
Polyadenylierungssignal (pA). Des Weiteren sind das Verpackungssignal y, ein FLAP-Element, ein WPRE
sowie der Ubiquitin-Promotor dargestellt. Im offenen Leserahmen ist die EGFP-cDNA. Zu sehen sind
aulerdem 2 Restriktionsschnittstellen fir Pacl und BamHI. Die gesamte Transkriptionseinheit steht unter
Kontrolle des CMV-IE-Promotor/Enhancer Komplex.

Abbildung entnommen aus: Dissertation Isabelle Muller (2011).

2.4.3.1 Verwendete lentivirale Transferplasmide

Wie bereits in 2.4.3. beschrieben, wurde die EGFP-cDNA durch die cDNA des jeweiligen
Transgens ersetzt. Diese stand unter Kontrolle des Ubiquitin-Promotors, wodurch eine
kontinuierliche Expression gewahrleistet war.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten lentiviralen Transferplasmide mit jeweiliger Funktion.

Plasmid Funktion

pFUW Enthalt keine codierende Region. Dient als
Kontrollvektor (Lois et al., 2002).

pFUW-ACalcineurinA (ACnA) Codiert die katalytische Untereinheit A der

Caz*/Calmodulin abh. Phosphatase
Calcineurin. Durch Deletionen der CalcineurinB
und Calmodulin-Bindestellen sowie der
autoinhibitorischen Domane ist diese
konstitutiv aktiv (Rossler et al., 2008).

pFUW-CalcineurinB (CnB) Codiert die Caz*-bindende Untereinheit B der
Caz*/Calmodulin abh. Phosphatse Calcineurin
(Lesch et al., 2017).
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pFUW-GAL4-c-fos Codiert ein Fusionsprotein aus GAL4 und der
Aktivierungsdomane von c-Fos (Thiel &
Rdossler, 2011).

pFUW-GAL4-c-jun Codiert ein Fusionsprotein aus GAL4 und der
Aktivierungsdomane von c-Jun (Rdssler et al.,
2008).

pFUW-GAL4-CREB Codiert ein Fusionsprotein aus GAL4 und der
Aktivierungsdomane von CREB (Rdssler et al.,
2008).

pFUW-GAL4-Elk1 Codiert ein Fusionsprotein aus GAL4 und der
Aktivierungsdomane von Elk-1 (Réssler et al.,
2008).

pFUW-NLSCa Codiert die katalytische Untereinheit der
Proteinkinase A (Ca). Diese ist mit einer
Kernlokalisationssequenz (NLS) kombiniert
und konstitutiv aktiv. Das Plasmid wurde
freundlicherweise von Gerald Thiel (Homburg)
zur Verfliigung gestellt.

2.4.3.2. Lentivirale Reporterplasmide

Alle lentiviralen Reporterplasmide basieren auf dem pFUGW-Plasmid (siehe 2.4.3). Die EGFP-
cDNA wurde durch die cDNA des Luziferase-Gens ersetzt. Der Ubiquitin-Promotor wurde durch
den jeweils angegebenen Promotor ausgetauscht, welcher somit die Transkription des Luziferase-
Gens kontrollierte. Daher werden alle Reporterplasmide als pFW-XX.luc bezeichnet.

¥ AU3

ORF
Luziferase
Pacl BamHI

LTR FLAP WPRE

Abbildung 9: Lentivirale Reporterplasmide

Gezeigt ist die Transkriptionseinheit des Plasmids mit 2 LTRs und A3-Mutation mit anschlieRendem
Polyadenylierungssignal (pA). Des Weiteren ist das Verpackungssignal g, ein FLAP, ein WPRE sowie die
Lokalisation des gewahlten Promotors dargestellt. Im offenen Leserahmen (ORF) ist die Luziferase-cDNA.
Zu sehen sind auflerdem 2 Restriktionsschnittstellen fur Pacl und BamHI. Die gesamte Transkriptionseinheit
steht unter Kontrolle des CMV-IE-Promotor/Enhancer Komplex.

Abbildung entnommen und verandert aus: Dissertation Isabelle Muiller (2011).

Im Folgenden sind die verwendeten lentiviralen Reporterplasmide mit jeweiliger Funktion
aufgelistet.
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Tabelle 2: Auflistung aller verwendeten lentiviralen Reporterplasmide mit jeweiliger Funktion.

Plasmid Funktion

pFW-c-fosCRE*.luc Luziferase-Gen unter Kontrolle eines Promotors mit 4 ,cAMP
response elements” (CRE) des menschlichen c-fos-Promotors
(Thiel et al., 2005).

pFW-c-jun.luc Luziferase-Gen unter Kontrolle des c-jun-Promotors. Dieser
enthalt 2 , TPA response elements* (TRE) (Thiel & Rossler,
2011).

pFW-coll.luc Luziferase-Gen unter Kontrolle des Promotors vom

Kollagenase-Gen mit einem TRE. Dient als Sensor fur die AP-1-
Aktivitat (Rossler et al., 2008).

pFW-EBS24.luc Luziferase-Gen unter Kontrolle eines Promotors mit 4 Egr-1-

Bindestellen (EBS) aus dem humanen Synapsin 1-Promotor.

Spiegelt Egr-1-abhangige Transkription wider (Al-Sarraj et al.,
2005).

pFW-Egr1.2.luc Luziferase-Gen unter Kontrolle des Egr-1-Promotors (Rdssler et
al., 2008).

pFW-Egr1.SRE.luc Luziferase-Gen unter Kontrolle eines minimal-Promotors mit
den beiden proximalen SREs des Egr1.2-Promotors (Rdssler &
Thiel, 2009).

pFW-hcfos.luc Luziferase-Gen unter Kontrolle des humanen c-Fos-Promotors
(Thiel & Rdssler, 2011).

pFW-UAS5SP1.luc Luziferase-Gen unter Kontrolle eines Promotors mit 5 ,upstream
acting sequences* (UAS). GAL4-Fusionsproteine binden
spezifisch an die UAS-Sequenz (Stefano et al., 2007).

pFW-9E3/cCAF.luc (9EC.luc) | Luziferase-Gen unter Kontrolle des 9E3/cCAF Promotors
(Rossler & Thiel, 2009).

2.4.3.3. Designerrezeptor pHA-Raq

Guettier et al. (2009) beschrieben die Generation einer mutierten Form des humanen
muscarinergen Acetylcholinrezeptor 3 (M3R). In dem fir M3R codierenden Gen wurden zwei
Punktmutationen eingeflgt, welche den Austausch zweier Aminosauren in der dritten (Y149C) und
funften (A239G) Transmembrandomane zur Folge hatte. Die mutierte Form des M3R (Rayg) ist nicht
sensibel fur Acetylcholin, den endogenen Aktivator, jedoch fir Clozapin-N-Oxid (CNO). CNO ist ein
synthetisches Molekil, welches endogen nicht vorkommt und bei den verwendeten Zellen keinerlei
Stimulation auslost. Somit ist es moglich, den generierten Designerrezeptor Raq gezielt und isoliert
zu aktiviren (Guettier et al., 2009).
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2.5. Zelllinien (HEK293/T17-Zelle)

Hierbei handelt es sich um eine menschliche, embryonale Nierenzelllinie. Diese wurde
freundlicherweise von D. Baltimore, Rockefeller Universitat, New York, USA, zur Verfugung gestellt
(Pear et al., 1993).

2.6. Zellkultur

Das Arbeiten an der Zellkultur erfolgte unter der Sterilbank. Die Zelllinien wurden in 175 cm?
Kulturflaschen im Inkubator unter feuchter Atmosphare bei 37 °C und 5 % CO:2
(Standardbedingungen) kultiviert.

2.7. Passagieren der Zellen

Die Passagierung der Zellen erfolgte alle drei Tage. Hierbei wurde das Medium ausgetauscht und
die Zahl der Zellen pro Kulturflasche reduziert. Zunachst wurde das Medium abgenommen und die
Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen. Zum Ablésen der Zellen vom Boden der Kulturflasche
wurden diese fur 90 s in 1x Trypsin/EDTA inkubiert. Anschlieffend wurde mit Medium aufgefullt und
die Zellzahl um den Faktor 1:10 verdunnt.

2.8. Lentiviraler Gentransfer und Reportergenanalyse

2.8.1. Herstellung von Lentiviren mit Calciumphosphat-Transfektion

24 h vor der Calciumphosphat-Transfektion wurden HEK293/T17-Zellen bei der Passagierung
entnommen und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Es wurden 2 * 106 Zellen in einer 60
mm Zellkulturschale mit 4 ml Medium ausgesat und kultiviert. Zur Herstellung infektidser Viren zum
lentiviralen Gentransfer wurden drei verschiedene Plasmide zur Co-Transfektion verwendet (siehe
2.4). Die jeweilige Plasmidkonzentration wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt. Demnach
wurde pro Zellkulturschale ein Ansatz aus 5 pg Verpackungsplasmid (A8.91); 2,3 ug
Expressionsplasmid (pCMVG) und 6,6 pug Transfervektor (pFUW.XX; pFWXX.luc bzw. pHA-Rag) in
250 pl H2OmiLuipore angesetzt. Zu diesem Ansatz wurden 27,5 yl CaClz (2,5 M) gegeben. Der
Ansatz wurde in eine Pasteurpipette aufgenommen und vorsichtig in 275 yl 2x HBSS gegeben.
Zeitgleich wurden Uber eine weitere Pasteurpipette Luftblasen in die 2x HBSS-Losung geleitet.

Dies diente der Durchmischung der Reaktionsansatze und der suffizienten Bildung von
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Calciumprazipitaten, welche fir die Transfektion notwendig waren. Die Entstehung dieser
Prazipitate zeigte sich durch einen weiflen Niederschlag der nun fertigen Transfektionslésung.

Vor der Gabe der Transfektionsldsung zu den Zellen wurde deren Zustand sowie Zelldichte unter
dem Lichtmikroskop beurteilt. Zunachst wurde das Medium gegen 4 ml frisches, 25 pM
Chloroquin-haltiges, Medium ausgetauscht. Chloroquin, ein zugelassenes Medikament gegen
Malaria, neutralisiert den pH-Wert in Lysosomen, wodurch lysosomale DNAsen gehemmt werden.
Dies verhindert den Abbau der aufgenommenen DNA, was die Effizienz der Transfektion erhdht
(Luthman & Magnusson, 1983). Es wurden jeweils 500 ul der fertigen Transfektionsldsung zu dem
Medium einer Zellkulturschale gegeben und fir 24 h unter Standardbedingungen inkubiert.
Wahrend dieser Zeit fand die Aufnahme der Plasmide in die Zellen statt.

Nach 24 h wurde das Chloroquin-haltige Medium abgenommen, die transfizierten Zellen wurden
2x mit je 2 ml 1x PBS gewaschen und in frischem Medium fur weitere 72 h unter
Standardbedingungen inkubiert.

Durch den stark aktiven CMV-IE-Promotor/Enhancer-Komplex bei A8.91 und pCMVG wurden
virale Enzyme und Proteine exprimiert. Diese setzten sich mit der RNA, die aus der DNA des
Transfervektors transkribiert wurde, zu fertigen Viren zusammen. Die Viren schnurten sich von den
Zellen ab und befanden sich nun im Medium (Keim et al., 2012).

2.8.2. Abnahme der infektiosen Viren

In 2.8.1. wurde die Herstellung infektidser Lentiviren zum Gentransfer beschrieben. Diese
befanden sich nun im Medium der Zellkulturschalen. Das Medium wurde entnommen und durch

einen Spritzenfilter (20,45 pum) steril filtriert.

2.8.3. Lentivirale Infektion

Um die erforderlichen Experimente durchfihren zu kdnnen, mussten mehrere Viren mit
verschiedenen Transgenen kombiniert werden. Aus virushaltigen Uberstdnden verschiedener
Ansatze wurden entspreche Viruslésungen erstellt. Dabei wurden die jeweiligen Viren, wie in
Tabelle 3 angegeben, verdiinnt. Fehlendes Volumen wurde mit Medium bzw. mit Viren, deren
Transgen zur Uberexpression diente, aufgefiillt. Den fertigen Virusldsungen wurde 8 ug/ml
Polybren zugesetzt, was die Effizienz der folgenden Infektion erhdhte.
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Tabelle 3: Zur Infektion verwendete Viren mit eingesetzter Verdinnung.

Virus kodierend fiir Verdiinnung
Reportergen (pFWXX.luc) 1:6
Designerrezeptor (pHA-Raq) 1:3

Katalytische Untereinheit der Proteinkinase A | 1:5
(PKA) (pPFUW-NLSCa)

Uberexpression (pFUW-ACNA, -CnB) Uberschuss

Infiziert wurden HEK293/T17-Zellen, wobei jeweils 200.000 Zellen in einer 35 mm Zellkulturschale
ausgesat wurden. Anstelle des Mediums wurden pro Schale 2 ml der Viruslésung verwendet. Jede
Infektion wurde als Vierfach-Bestimmung durchgefuhrt. Die Ansatze wurden so fur 24 h unter
Standardbedingungen inkubiert. In dieser Zeit fand die Fusion zwischen Virus und Zelle statt,
sodass die Transfervektor-RNA in DNA umgeschrieben und als Provirus in die wirtseigene DNA
integriert werden konnte. Nach 24 h wurde die Viruslésung abgenommen, unter S2-Bedingungen
entsorgt und durch je 2 ml frisches Medium ersetzt. Von nun an exprimierten die Zellen die
entsprechenden Transgene.

2.8.4. Serumreduktion

Nach weiteren 24 h Inkubation unter Standardbedingungen wurde das Medium durch
serumreduziertes DMEM-Medium (0,05 % FCS) ersetzt. Somit wurden unspezifische
Stimulationen durch im FCS enthaltende Wachstumsfaktoren minimiert.

2.8.5. Stimulation

Zellen, die durch lentiviralen Gentransfer den Designerrezeptor Raq exprimierten, wurden 24 h
nach der Serumreduktion stimuliert. Dazu wurde serumreduziertes Medium mit 1 yM CNO
verwendet. Die Zellen wurden damit 24 h unter Standardbedingungen inkubiert.

2.8.6. Reportergenanalyse

Durch die Analyse von Reportergenen konnte die Aktivierung regulatorischer DNA-Abschnitte
dargestellt werden. Hierzu wurden spezifische Promotoren (siehe 2.4.3.2.) zur Kontrolle eines
Reportergens (hier: Luziferase) eingesetzt. Transkriptionsfaktoren, welche durch die Stimulation
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aktiviert wurden, initiierten durch Binden an eine fiir sie spezifische Promotorregion die Synthese
der Luziferase.

Die Bestimmung der Luziferaseaktivitat (siehe 2.9.) erlaubte die Quantifizierung der Aktivierung
eines Promotors. Durch das Einbringen weiterer Transgene in die Zellen konnte die Aktivierung
bestimmter Transkriptionsfaktoren in An- und Abwesenheit regulatorischer Proteine (Bsp.: AChA,
CnB) untersucht werden.

Gene fiir Reporter, Rezeptoren sowie aktivirende Kinasen wurden durch lentiviralen Gentransfer in
das zelleigene Chromatin integriert (siehe 2.8.). Durch die Integration der entsprechenden Gene in
das Chromatin der Zelle war eine Analyse unter physiologischen Bedingungen mdglich.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Stimulationswege verwendet. Zum einen
Uber Rag, einen Transmembranrezeptor, welcher durch CNO aktiviert wurde und Uber die
katalytische Untereinheit der PKA (NLSCa).

A

A8.91 pCMVG Transferplasmid

® ©
HEK293/T17-Zelle —»@@)@ ~ &
®

Co-Transfektion Virusproduktion Infektiésen Viren

CNO

Infektion Proteinbiosynthese Stimulation

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit Raqals Stimulus

A: Nach Co-Transfektion von HEK293/T17-Zellen mit drei verschiedenen Plasmiden produzierten diese
infektidose Lentiviren. Die RNA, welche die Viren trugen, codierte entweder Rag, ein Reportergen oder ACnA.
Als Kontrolle wurden Viren mit dem pFUW-Plasmid produziert.
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B: Wie in 2.8.3. beschrieben, wurde eine Ldsung, bestehend aus verschiedenen Viren, hergestellt. Damit
wurden HEK293/T17-Zellen infiziert. Nachdem die entsprechende RNA in DNA umgeschrieben und als
Provirus in die zelleigene DNA integriert wurde, synthetisierte die Zelle aufgrund konstitutiv aktiver
Promotoren Rag und ACnA. Nach Mediumwechsel und Serumreduktion fand die Stimulation von Raq durch
CNO statt. Die Aktivierung der Promotorregion (P) des Reportergens durch spezifische
Transkriptionsfaktoren (X) initiierte die Synthese der Luziferase. Durch die Bestimmung der
Luziferaseaktivitat konnte, je nach verwendetem Promotor, die Rolle verschiedener Transkriptionsfaktoren
bei der Stimulation von Raq unter Einfluss von ACnA beurteilt werden.

Zellen, die durch lentiviralen Gentransfer NLSCa exprimierten, mussten nicht stimuliert werden.
Die Zellen wurden nach der Serumreduktion fir 72 h unter Standardbedingungen inkubiert. NLSCa
codiert die katalytische Untereinheit der PKA. Durch die Kernlokalisationssquenz (NLS) wurde der
Import der Kinase in den Zellkern sichergestellt. Die Kinaseaktivitdt von NLSCa wirkte dort Gber
Phosphorylierung als endogener Stimulus.

0%

02
¢

—>®—>

ﬂnepomrgen

Infektion Proteinbiosynthese Stimulation

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit NLSCa als Stimulus

Wie in 2.8.3. beschrieben, wurde eine Lésung bestehend aus verschiedenen Viren hergestellt. Damit wurden
HEK293/T17-Zellen infiziert. Nachdem die entsprechende RNA in DNA umgeschrieben und als Provirus in
die zelleigene DNA integriert wurde, synthetisierte die Zelle aufgrund konstitutiv aktiver Promotoren NLSCa
und ACnA. Bei NLSCa handelt es sich um die katalytische Doméane der PKA, gekoppelt mit einer
Kernlokalisationssequenz (NLS). Die Kinaseaktivitat von NLSCa fungierte hier als Stimulus. Die Aktivierung
der Promotorregion (P) des Reportergens durch spezifische Transkriptionsfaktoren (X) initiierte die Synthese
der Luziferase. Durch die Bestimmung der Luziferaseaktivitat konnte, je nach verwendetem Promotor, die
Rolle verschiedener Transkriptionsfaktoren bei der Stimulation mit NLSCa unter Einfluss von ACnA beurteilt
werden.

In beiden Fallen konnte anhand der Messung der Luziferaseaktivitat die Stimulation (Raq bzw.
NLSCa) mit und ohne ACnA verglichen werden.
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2.9. Messung der Luziferaseaktivitat

2.9.1. Zellernte

24 h nach der Stimulation (2.8.5.) wurden die Zellen geerntet. Diese wurden zunachst 2x mit 2 ml
1x PBS (4 °C) gewaschen, anschlieBend wurde je 1 ml 1x PBS (4 °C) auf die Zellkulturschalen
gegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturschale abgekratzt. Das
1x PBS wurde mitsamt der Zellen in eine Pipettenspitze aufgenommen, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal® tberfuhrt und auf Eis gelagert.

Die Reaktionsgefalte wurden mit 13.000 rpm flr 10 min unter Kihlung (4 °C) zentrifugiert. Die
Zellen setzten sich als Pellet auf dem Boden der ReaktionsgefaRe ab und der Uberstand (1x PBS)
wurde verworfen. Die somit gewonnenen Zellpellets wurden bis zum Aufschluss fur das BCA- und

Luziferase-Assay bei -20 °C weggefroren.

2.9.2. Aufschluss der Zellen

Zur Lyse der Zellmembran wurde 1x Reporterlyspuffer (siehe 2.2.) verwendet. Die dabei
eingesetzte Menge richtete sich nach der grofte der Zellpellets. Nach Zugabe des Lysepuffers
wurden die Zellen zusatzlich mechanisch aufgeschlossen.

2.9.3. Luziferaseassay

Zunachst wurden 3 pl der Lysepuffer-Protein-Lésung in eine 96 Lochplatte (weil}) aufgetragen. Zur
Bestimmung der Luziferaseaktivitat wurden pro Loch 50 pl des Luziferase Assay Reagenz
zugegeben. Die Luziferaseaktivitdt konnte anschlieBend in einem Luminometer (siehe 2.1.)
gemessen werden.

2.9.4. Bicinchoninsaure (BCA) Assay

Um die Werte der Luziferasemessung mit dem Proteingehalt der Proben abgleichen zu kdnnen,
wurden diese mit dem Bicinchoninsaure (BCA)-Assay bestimmt. Aus der gleichen Lysepuffer-
Protein-Lésung wurden je 8 ul in eine weitere 96 Lochplatte (transparent) aufgetragen. Als
Standardreihe wurden Proteinkonzentrationen von 0, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 und 2000 ug/

ml mit einem Volumen von ebenfalls 8 ul aufgetragen. Anschlielend wurden jeweils 100 pl der
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fertigen BCA-L6sung, bestehend aus Lésung-A und -B (Verhaltnis 1:50), in jedes Loch gegeben.
Der Reaktionsansatz wurde fir 30 min bei 37 °C inkubiert. In dieser Zeit konnte die Farbreaktion
stattfinden. Die fertige BCA-LOsung enthielt Cu2*-lonen, welche durch die Anlagerung an
Peptidbindungen zu Cu'* reduziert wurden. Der Gehalt an Cu'* war proportional zum
Proteingehalt. Zwei Molekile Bicinchoninsdure reagierten mit einem Cu'*-lon zu einem Komplex,
welcher als violetter Farbumschlag sichtbar wurde. Der Grad des Farbumschlages konnte
photometrisch (562 nm) bestimmt werden. Anhand der Absorptionswerte der Standardreihe konnte
eine Eichgerade erstellt und die Proteinkonzentration der Proben errechnet werden.

2.10. Bestimmung der relativen Luziferase-Aktivitat

Die relative Luziferase-Aktivitdt wurde als Quotient aus Luziferasemessung (siehe 2.9.3.) und
Proteinbestimmung (siehe 2.9.4.) angegeben.

Light Units [LU]
Proteingehalt [ug]

relative Luziferaseaktivitat =

2.11. Statistik

Statistische Analysen wurden mit dem Excel Add-In WIinSTAT (R. Fitch Software) durchgefihrt. Alle
Werte, die Abweichungen > 2 Standardabweichungen aufwiesen, wurden als Ausreil’er definiert
und nicht analysiert. Normalverteilte Daten wurden mit einem t-Test flir unabhangige Stichproben
auf Irtumswahrscheinlichkeit (p) getestet. Diese wurden in Abbildungen wie folgt angegeben: *
(p<0,05), ** (p<0,01), ** (p<0,001), n.s. (nicht signifikant).
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3. Ergebnisse

Um eine statistisch relevante Zahl von Experimenten zu generieren, wurden einzelne Versuche
von Daniel Langfermann (DL) und Prof. Dr. Gerald Thiel (GT) (beide AG Thiel, medizinische
Biochemie; Homburg) durchgefuhrt. Genaue Angaben dazu jeweils in der Abbildungsunterschrift,
z.B:n=3(TS1;DL1; GT1).

3.1. In HEK293-Zellen wird die Egr-1-Aktivitat durch die Phosphatase
Calcineurin nach Raqg-Stimulation gehemmt

Zunachst wurde untersucht, welchen Einfluss die Stimulation des Designerrezeptors Raq auf die
Egr-1-abhangige Transkription hat. Hierzu wurde ein Reportergen verwendet, bei dem die
Expression der Luziferase unter Kontrolle eines Egr-1-abhangigen Designerpromotors (EBS24.luc)
stand. Der aus dem humanen Synapsin-I-Gen abgeleitete Promotor enthalt vier Egr-1-Bindestellen
(Abbildung 12A). Somit war die Expression der Luziferase ausschlieRlich von Egr-1 abhangig (Al-
Sarraj et al., 2005). Reportergene sowie andere Transgene wurden mittels lentiviralem Gentransfer
in das Chromatin der Zellen integriert (fir genauen Ablauf siehe 2.8: wird im Folgenden nicht
wieder erwahnt). HEK293-Zellen wurden mit zwei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese
codierten den Reporter EBS24.luc und den Designerrezeptor Raq. Wie in Abbildung 12B
dargestellt, resultierte die Stimulation von Raq mit CNO in einer 2,9-fach erhéhten Egr-1-Aktivitat
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Dies zeigt, dass die Stimulation von Raq mit CNO eine
Erhdhung der Egr-1-abhangigen Transkription zur Folge hat, wodurch die Daten einer
vorangegangenen Studie bestatigt wurden (Kaufmann et al., 2013).

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss der konstitutiv aktiven Form der Phosphatase CalcineurinA
(ACnA) auf die Egr-1-abhangige Transkription nach Rag-Stimulation untersucht. Hierzu wurden
HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert. Neben EBS24.luc- und Rag-codierenden
Lentiviren wurden zusatzlich ACnA-codierende Lentiviren verwendet. Zur Kontrolle wurden die
Zellen mit Viren infiziert, die mit dem Transfervektor pFUW hergestellt wurden (genaues Verhaltnis
der einzelnen Viren zueinander siehe Tabelle 3: wird im Folgenden nicht wieder erwahnt). Die
Expression von ACnA sorgte fir eine signifikante Reduktion der Egr-1-abhangigen Transkription
auf 48 % des Kontrollwertes nach Stimulation von Raq mit CNO (Abbildung 12D).

Die Daten zeigen, dass die Expression der Phosphatase ACnA zu einer Reduktion der Egr-1-
abhangigen Transkription nach Rag-Stimulation fihrt.
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Abbildung 12: Die Expression einer konstitutiv-aktiven Mutante von Calcineurin interferiert mit der
Aktivierung von Egr-1 nach Stimulation des Designerrezeptors Roaq mit CNO

A: Provirus, welcher das EBS24/Luziferase Reportergen codiert. Die Expression der Luziferase steht unter
Kontrolle eines Promotors mit vier Egr-1-Bindestellen. Dargestellt sind die beiden LTRAU3 Elemente, das
HIV-1 flap Element und das WPRE. B: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fiir EBS24.luc
und Raq codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach
fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Gezeigt ist die errechnete Induktion der Egr-1-
Aktivitdt mit Standardabweichung nach Stimulation von Raq mit CNO, bei n= 4. C: CalcineurinA (CnA) und
ACnA: CnA enthalt eine katalytische Doméne sowie Bindestellen fir die Ca2*-bindenden Proteine
CalcineurinB (CnB) und Calmodulin (CM). Am C-Terminus liegt eine autoinhibitorische Doméane (Al) vor. Bei
ACnA ist die Al sowie Teile der CM-Bindestelle deletiert, sodass die katalytische Domane konstitutiv aktiv ist.
D: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche EBS24.luc, Raq sowie ACnhA codierten. Zur
Kontrolle wurden Lentiviren verwendet, die mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten
Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fiir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert
oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die durch ACnA-Expression bewirkte relative Reduktion der Egr-1-
Aktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische Relevanz mit
p<0,001 (***), bei n=4 (TS 2; DL 2).



3.1.1. Calcineurin hemmt die Egr-1-Promotoraktivitat nach Ragq-
Stimulation

Im vorangegangenen Experiment wurde gezeigt, dass die Expression von ACnA hemmend auf die
Egr-1-abhangige Transkription nach Rag-Stimulation wirkt. In einer vorgehenden Studie wurde
bereits gezeigt, dass die Rag-Stimulation eine erhéhte Egr-1-Promotoraktivitat zur Folge hat
(Kaufmann et al., 2013). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die Expression der
Phosphatase ACnA Auswirkungen auf die Egr-1-Promotoraktivitdt nach Stimulation von Raq hat.
Um Auswirkungen auf den Egr-1-Promotor zu untersuchen, wurde ein Reportergen verwendet, bei
dem die Luziferase unter Kontrolle des nativen Egr-1-Promotors exprimiert wird (Egr1.2.luc). Bei
Betrachtung des in Abbildung 13A dargestellten Egr-1-Promotors wird deutlich, dass die Egr-1-
Expression von der Aktivitdt zweier verschiedener Elemente abhangt. Das CREB response
element (CRE) wird durch den Transkriptionsfaktor cAMP response element binding protein
(CREB) aktiviert und das serum response element (SRE) wird durch einen Komplex aus ternary
complex factor (TCF) und serum response factor (SRF) aktiviert. TCFs bilden den wichtigsten
Aktivator des Egr-1-Promotors (Shaw and Saxton, 2003; Rdsser & Thiel, 2009). Der Egr-1-
Promotor setzt sich aus drei proximalen und zwei distalen SREs sowie einem dazwischen
liegenden CRE zusammen (Abbildung 13A) (Rdssler et al., 2008). HEK293-Zellen wurden mit zwei
verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten den Reporter Egr1.2.luc sowie Raq. Wie in
Abbildung 13B zu sehen ist, resultierte die Stimulation von Raq mit CNO in einer 2,8-fach erhéhten
Egr-1-Promotoraktivitat, im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Die Daten bestatigen eine
vorangegangene Studie (Kaufmann et al., 2013).

Um die Auswirkung einer ACnA-Expression auf den Egr-1-Promotor nach Stimulation von Raq zu
untersuchen, wurden HEK293 Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten
Egr1.2.luc, Raq und ACnA. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit Lentiviren infiziert, die mit dem
Vektor pFUW produziert worden waren. Die Expression von ACnA sorgte flr eine signifikante
Reduktion der Egr-1-Promotoraktivitat auf 60 % des Kontrollwertes nach Stimulation von Rag mit
CNO (Abbildung 13C).

Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphatase ACnA einen hemmenden Effekt auf die Egr-1-
Promotoraktivitat nach Stimulation von Ragq hat.

3.1.2. Die nach Rag-Stimulation bewirkte Hemmung des Egr-1-
Promotors durch Calcineurin ist SRE-abhangig

Nun galt es zu untersuchen, welches Element des Egr-1-Promotors, CRE oder SRE, eine
reduzierte Aktivierbarkeit bei der Expression von ACnA aufweist. Zur Untersuchung des SRE
wurde ein Reportergen verwendet, bei dem die Luziferase unter Kontrolle einer abgewandelten
Form des Egr-1-Promotors stand (Egr1.SRE). Bei Egr1.SRE.luc sind die proximalen drei SREs
sowie das CRE deletiert (Abbildung 13A). Somit war die Expression der Luziferase nur von den
distalen SREs abhangig, welche durch einen Komplex aus SRF und TCF aktiviert werden konnten
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(Roéssler & Thiel, 2009). HEK293-Zellen wurden mit zwei verschiedenen Lentiviren infiziert, welche
den Reporter Egr1.SRE.luc und den Designerrezeptor Raq codierten. Wie in Abbildung 13D zu
sehen ist, resultierte die Stimulation von Raq mit CNO in einer 4-fachen Erhéhung der SRE-
vermittelten Transkription, verglichen mit der unstimulierten Kontrolle. Somit wurde eine Aktivierung
der SRE-vermittelten Transkription nach Rag-Stimulation gezeigt. Dies bestatigt Daten einer
vorangegangenen Studie (Kaufmann et al., 2013).

Um zu uberprifen, ob die SRE-vermittelte Transkription nach Rag-Stimulation durch die
Expression von ACnA beeinflusst wird, wurden HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren
infiziert. Diese codierten Egr1.SRE.luc, Raq sowie ACnA. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit Viren
infiziert, welche mit dem Vektor pFUW produziert wurden. Die Expression von ACnA sorgte flr eine
signifikante Reduktion der SRE-vermittelten Transkription auf 46 % des Kontrollwertes nach
Stimulation von Ragq mit CNO (Abbildung 13E). Damit wurde gezeigt, dass die Expression der
Phosphatase ACnA einen hemmenden Einfluss auf die SRE-vermittelte Transkription nach Rag-
Stimulation hat.
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Abbildung 13: Die Expression von ACnA sorgt fiir eine Reduktion der Egr-1-Promotoraktivitat nach
Stimulation des Designerrezeptors Rag mit CNO

A: Verwendeter Provirus, welcher das Egr1.2/Luziferase- und Egr1.SRE/Luziferase-Reportergen codiert. Bei
Egr1.2.luc steht die Expression der Luziferase unter Kontrolle des nativen Egr-1-Promotos, bestehend aus
zwei proximalen und drei distalen SREs. Dazwischen befindet sich ein CRE. Bei Egr1.SRE.luc sind die
distalen SREs sowie das CRE aus dem nativen Egr-1-Promotor deletiert. Die Expression der Luziferase
steht nur unter Kontrolle der zwei proximalen SREs. B: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert,
welche Egr1.2.luc und Raq codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion
gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die
errechnete Induktion der Egr-1-Promotoraktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung, bei n= 3.
C: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fur Egr1.2.luc, Roq sowie ACnA codierten. Zur
Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten Zellen
wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder
blieben umstimuliert. Dargestellt ist die, durch ACnA-Expression bewirkte relative Reduktion der Egr-1-
Promotoraktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische Relevanz
mit p<0,01 (**), bei n= 3 (TS 2; DL 1). D: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fir
Egr1.SRE.luc und Raq codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten
und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die errechnete
Induktion der SRE-regulierten Transkription nach Rag-Stimulation, mit Standardabweichung bei n= 4. E:
HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fir Egr1.SRE.luc, Raq sowie ACnA codierten. Zur
Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem Vektor pFUW produziert wurden. Die infizierten Zellen
wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fiir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder
blieben umstimuliert. Dargestellt ist die, durch ACnA-Expression bewirkte relative Reduktion der SRE-
vermittelten Transkription nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische
Relevanz mit p<0,001 (***), bei n=4 (TS 1; DL 3).

3.1.3. Die durch Calcineurin bedingte Hemmung der SRE-regulierten
Transkription ist unabhangig vom SRF

Die Egr-1-Expression ist vor allem von der SRE-regulierten Transkription abhangig, welche durch
einen Komplex aus TCF und SRF initiiert wird (Shaw & Saxton, 2003; Rosser & Thiel, 2009). Im
vorangegangenen Experiment wurde eine Hemmung der SRE-vermittelten Transkription durch die
Phosphatase ACnA nach Stimulation von Raq gezeigt. Vorangegangene Studien zeigten, dass der
TCF Elk-1 in Kombination mit einem SRF fiur die Aktivierung des im Egr-1-Promotors lokalisierten
SRE verantwortlich ist (Kaufmann et al., 2013). Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob
ACnA eine Auswirkung auf die Elk-1-abhangige Transkription nach Rag-Stimulation hat. Durch die
Verwendung eines speziellen Designerpromotors wurde untersucht, ob die Elk-1-abhangige und
SRF-unabhangige Transkription durch AChA nach Rag-Stimulation beeinflusst wird. Hierflir wurde
ein Reportergen verwendet, bei dem die Expression der Luziferase spezifisch unter der Kontrolle
des TCF Elk-1 stand und unabhéangig vom SRF war. Bei 9E3/cCAF.luc liegen zwei Elk-1-
Bindestellen im Promotor vor (Abbildung 14A), womit die Expression der Luziferase nur von Elk-1
abhangig war (Li et al., 1999). Die SRE-vermittelte Transkription bei Egr1.SRE.luc wurde durch
einen Komplex aus TCF und SRF initiiert. Dagegen ist die Promotoraktivitat von 9E3/cCAF.luc nur
vom TCF Elk-1 abhangig und SRF-unabhangig. HEK293-Zellen wurden mit zwei verschiedenen
Lentiviren infiziert. Diese codierten das Reportergen 9E3/cCAF.luc sowie den Designerrezeptor
Rag. Die Stimulation von Ragq mit CNO resultierte in einer 5,7-fach erhéhten 9E3/cCAF-
Promotoraktivitat, verglichen mit der unstimulierten Kontrolle (Abbildung 14B). Dadurch bestatigten
sich Ergebnisse einer friheren Studie (Kaufmann et al., 2013).
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Im nachsten Schritt wurde die Auswirkung der Expression von ACnA auf die Elk-1-abhangige und
SRF-unabhangige Transkription nach Rag-Stimulation untersucht. Hierzu wurden HEK293-Zellen
mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten den Reporter 9E3/cCAF.luc, den
Designerrezeptor Raq und ACnA. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit Viren infiziert, die mit dem
Transfervektor pFUW produziert worden waren. Die Expression von ACnA sorgte flr eine
signifikante Reduktion der 9E3/cCAF-Promotoraktivitdt auf 42 % des Kontrollwertes nach
Stimulation von Raq mit CNO (Abbildung 14C). Die Daten zeigen, dass die Elk-1-abhangige und
SRF-unabhangige Transkription durch die Phosphatase ACnA nach Stimulation von Raq
signifikant reduziert wird. Die Wirkung von ACnA auf den TCF EIk-1 ist somit SRF-unabhangig.
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Abbildung 14: Die Expression von ACnA vermindert die Elk-1-abhangige Aktivierung des 9E3/cCAF-
Promotors nach Stimulation des Designerrezeptors Rag mit CNO

A: Provirus, welcher das 9E3/cCAF/Luziferase Reportergen codiert. Die Expression der Luziferase steht
unter Kontrolle eines Promotors mit zwei EIlk-1-Bindestellen. B: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren
infiziert, welche 9E3/cCAF.luc und Raqg codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter
Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Gezeigt ist
die errechnete Induktion der 9E3/cCAF-Promotoraktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung, bei
n= 3. C: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fir 9E3/cCAF.luc, Raq sowie ACnA codierten.
Zur Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten
Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert
oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die, durch ACnA-Expression bewirkte relative Reduktion der 9E3/
cCAF-Promotoraktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische
Relevanz mit p<0,001 (***), bei n= 3 (TS 1; DL 2).
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3.1.4. Das transkriptionelle Aktivierungspotential des TCF Elk-1 wird
durch Calcineurin vermindert

Elk-1 muss, um als Transkriptionsfaktor biologisch aktiv zu sein, phosphoryliert werden (Price et
al.,, 1996). Die im vorangegangenen Experiment gezeigte Reduktion der Elk-1-abhangigen
Transkription kann also auf einer verminderten transkriptionellen Aktivitat von Elk-1 beruhen. Im
folgenden Experiment wurde untersucht, ob die Expression von ACnhA eine Veranderung des
transkriptionellen Elk-1-Aktivierungspotentials nach Rag-Stimulation zur Folge hat. Um dieses zu
bestimmen, wurde ein GAL4-Elk-1-Fusionsprotein exprimiert, welches sich aus der DNA-
Bindedomane von GAL4, einem hefespezifischen Transkriptionsfaktor und einer verkirzten Form
von Elk-1 zusammensetzt. Bei der verkirzten Form von Elk-1 waren die DNA-Bindedoméane sowie
die SRF-Bindestelle deletiert. Die Aktivierungsdomane mit den beiden Phosphorylierungsstellen
Ser-383 und Ser-389 war jedoch enthalten (Abbildung 15B). Als Reportergen wurde UAS5Sp12.luc
verwendet (Abbildung 15A). Dieses beinhaltet zwei ,specifity protein 1“ (SP1) -Sequenzen sowie
funf ,upstream activation sequences” (UAS), an die GAL4 spezifisch bindet. Zur Expression der
Luziferase war das Binden von GAL4 an UAS sowie die Phosphorylierung der im GAL4-Elk-1-
Fusionsprotein vorhandenen Aktivierungsdomane notwendig (Kaufmann et al., 2013). Die
Expression der Luiziferase spiegelte somit das transkriptionelle Aktivierungspotential von EIlk-1
wieder (Rossler et al., 2008). HEK293-Zellen wurden mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert.
Diese codierten das GAL4-Elk-1-Fusionsprotein, den Reporter UAS5Sp12.luc sowie den
Designerrezeptor Rag. Wie in Abbildung 15C zu sehen, resultierte die Stimulation von Rag mit CNO
in einem 2,5-fach erhéhten transkriptionellen EIk-1-Aktivierungspotential, was vorangegangene
Ergebnisse bestatigt (Kaufmann et al., 2013).

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Expression von ACnA einen Effekt auf das transkriptionelle
Elk-1-Aktivierungspotential nach Rag-Stimulation hat. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit vier
verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten das Reportergen UAS5Sp12.luc, das GAL4-
Elk-1-Fusionsprotein, den Designerrezeptor Raq sowie ACnA. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit
Viren infiziert, die mit dem Vektor pFUW hergestellt wurden. Die Expression von ACnA sorgte fir
eine signifikante Reduktion des transkriptionellen EIlk-1-Aktivierungspotentials auf 44 % des
Kontrollwertes nach Stimulation von Raq mit CNO (Abbildung 15D).

Daraus kann geschlossen werden, dass die Expression von ACnhA eine Erniedrigung des
transkriptionellen Aktivierungspotentials des TCF Elk-1 nach Rag-Stimulation zur Folge hat.
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Abbildung 15: Die Expression von ACnA vermindert das transkriptionelle Aktivierungspotential des
TCF Elk-1 nach Stimulation des Designerrezeptors Rag mit CNO

A: Provirus, der das UAS5Sp12/Luziferase Reportergen codiert. Die Expression der Luziferase steht unter
Kontrolle eines Promotors mit finf UAS. B: Darstellung des TCF Elk-1 und des Fusionsproteins GAL4-EIk-1.
Elk-1: Die DNA-Bindedoméane liegt am N-Terminus, die Aktivierungsdoméne mit den beiden
Phosphorylierungsstellen Ser-383 und Ser-389 liegt am C-Terminus. Dazwischen liegt die SRF-Bindestelle
(B-Domane). GAL4-Elk1: Die DNA-Bindedomane sowie die SRF-Bindestelle von Elk-1 wurden deletiert. Die
C-Terminale Aktivierungsdoméane ist mit der DNA-Bindedomane von GAL4 fusioniert. Die Expression der
Luziferase bei UAS3Sp12.luc ist somit von der GAL4-Bindung an UAS sowie der Phosphorylierung der
Aktivierungsdomane im GAL4-Elk-1-Fusionsprotein abhangig. C: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren
infiziert, welche fur UAS5Sp12.luc, GAL4-Elk-1 sowie Raq codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37
°C unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1uM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert.
Gezeigt ist die errechnete Induktion der transkriptionellen EIlk-1-Aktivitdt nach Rag-Stimulation mit
Standardabweichung, bei n= 4. D: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche flir UAS5Sp12.luc,
GAL4-Elk-1, Raq sowie ACnA codierten. Zur Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem Vektor pFUW
produziert worden waren. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und
danach for 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die, durch ACnA-
Expression bewirkte, relative Reduktion der transkriptionellen Elk-1-Aktivitat nach Rag-Stimulation mit
Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische Relevanz mit p<0,001 (***), bei n=4 (TS 2; DL 2).
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3.1.5. Die Expression von Calcineurin hemmt auch die CRE-vermittelte
Transkription nach Rag-Stimulation

Die im Egr-1-Promotor enthaltenen SRE und CRE werden durch Transkriptionsfaktoren wie den
TCF EIk-1 (SRE) und CREB (CRE) aktiviert. In den vorangegangenen Experimenten wurde
gezeigt, dass die Expression der Phosphatase ACnA eine Reduktion der SRE-vermittelten
Transkription nach Rag-Stimulation zur Folge hat. Dies kann durch ein vermindertes
transkriptionelles Aktivierungspotential des TCF Elk-1 nach Rag-Stimulation erklart werden. In
vorangegangenen Studien wurden Zusammenhange zwischen der Aktivitdt der Phosphatase
Calcineurin, der CREB-Aktivitat und somit der CRE-vermittelten Transkription gezeigt (Kingsbury et
al., 2007; Bito et al., 1996; Schwaninger at al., 1993; Hahm et al., 2003; Lam et al., 2009). Daher
wurde im Folgenden untersucht, ob die Expression von ACnhA einen Einfluss auf die CRE-
vermittelte Transkription nach Stimulation von Rag, hat. Um diese zu untersuchen, wurde ein
Reportergen verwendet, bei dem die Expression der Luziferase unter Kontrolle von CRE steht (c-
FosCRE#.luc). Bei c-FosCRE#.luc steht die Expression der Luziferase unter Kontrolle von vier aus
dem c-Fos-Promotor abgeleiteten CREs (Thiel et al., 2005). HEK293-Zellen wurden mit zwei
verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten das Reportergen c-FosCRE“.luc sowie den
Designerrezeptor Rag. Die Stimulation von Ragq durch CNO resultierte in einer 5,2-fachen
Erhéhung der CRE-regulierten Transkription, im Vergleich zur umstimulierten Kontrolle (Abbildung
16B). Dies bestatigt frihere Daten (Kaufmann et al., 2013).

Um die Auswirkung der Expression von ACnA auf die CRE-vermittelte Transkription zu
untersuchen, wurden HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten
den Reporter c-FosCRE4.luc, den Designerrezeptor Raq und ACnA. Zur Kontrolle wurden die
Zellen mit Viren infiziert, die mit dem Vektor pFUW produziert wurden. Die Expression von ACnA
sorgte fur eine signifikante Reduktion der CRE-vermittelten Transkription auf 57 % des
Kontrollwertes nach Stimulation von Raq mit CNO (Abbildung 16C). Dies zeigt, dass die CRE-
vermittelte Transkription nach Stimulation von Raq durch die Expression der Phosphatase ACnA
signifikant reduziert wird.
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Abbildung 16: Die Expression von ACnA interferiert mit der CRE-regulierten Transkription nach
Stimulation des Designerrezeptors Raq mit CNO

A: Provirus, welcher das c-FosCRE#/Luziferase Reportergen codiert. Die Expression der Luziferase steht
unter Kontrolle eines Promotors mit vier aus dem c-Fos-Promotor stammenden CREs. B: HEK293-Zellen
wurden mit Lentiviren infiziert, welche c-FosCRE#“.luc und Raq codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h
bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 pM CNO stimuliert oder blieben
unstimuliert. Gezeigt ist die errechnete Induktion der CRE-regulierten Transkription nach Rag-Stimulation mit
Standardabweichung bei n= 5. C: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fir c-FosCRE%.luc,
Rag sowie ACnhA codierten. Zur Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem Vektor pFUW produziert
worden waren. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fur
24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die durch ACnA-Expression bewirkte
relative Reduktion der CRE-regulierten Transkription nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-
Test ergab eine statistische Relevanz mit p<0,001 (***), bei n=5 (TS 2; DL 3).

3.1.6. Calcineurin hemmt die transkriptionelle CREB-Aktivitat nach
Stimulation von Raq und bei Expression der katalytischen Untereinheit
der Proteinkinase A

Es wurde gezeigt, dass die Stimulation von Raq in HEK293-Zellen eine Erhéhung der CRE-
vermittelten Transkription zur Folge hat und diese durch die Expression der Phosphatase ACnA
reduziert wird (Abbildung 16). Die CRE-vermittelte Transkription wird durch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB initiiert. Wie auch TCFs muss CREB phosphoryliert werden, um
transkriptionell aktiv zu sein. Es existieren unterschiedliche Signalkaskaden, an deren Ende die
Phosphorylierung und somit die Steigerung der transkriptionellen Aktivitat von CREB steht. Durch

36



die Stimulation von Raq wird die Kaskade der MAP-Kinasen im Zytosol aktiviert. Die MAP-Kinase
Erk wird dabei phosphoryliert (P-Erk), gelangt in den Zellkern und wirkt dort durch die
Phosphorylierung kernspezifischer Faktoren, wie zum Beispiel MSK. MSK wiederum ist in der
Lage CREB zu phosphorylieren, wodurch dessen transkriptionelle Aktivitat steigt und die CRE-
vermittelte Transkription aktiviert wird (Abbildung 5). Der bedeutenste Weg, der zu einer
Steigerung der transkriptionellen Aktivitat von CREB fiihrt, l1auft jedoch Gber die PKA. Diese wird
cAMP-abhangig nach Stimulation von Gas-Rezeptoren aktiviert (siehe 1.3.2.).
Im folgenden Experiment wurde das transkriptionelle Aktivierungsportential von CREB in
Abhangigkeit der unterschiedlichen Stimulationswege untersucht. Zum einen nach Rag-Aktivierung
Uber MAP-Kinasen und im Vergleich dazu Uber die Aktivitdt der PKA (fiir Ubersicht beider
Stimulationswege, siehe Abbildung 5). Um das transkriptionelle Aktivierungspotential von CREB
nach Stimulation durch die PKA und deren Beeinflussung durch ACnA zu untersuchen, wurden die
Zellen mit Viren infiziert, welche eine konstitutiv aktive Form der katalytischen Untereinheit der
PKA codieren (NLSCa). Vorangegangene Studien zeigten, dass NLSCa eine hohe Potenz hat, das
transkriptionelle Aktivierungspotential von CREB zu steigern und die CREB-abhangige
Transkription zu initiieren (Thiel et al., 2005).
Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob das transkriptionelle Aktivierungspotential von
CREB durch die Expression von ACnhA beeinflusst wird. Hierfir wurde ein GAL4-CREB-
Fusionsprotein exprimiert. Dieses setzte sich aus der DNA-Bindedomane von GAL4, einem
hefespezifischen Transkriptionsfaktor und einer verkirzten Form von CREB zusammen. Bei dieser
verkirzten From von CREB war die am C-Terminus lokalisierte ,basische Leucin-Zipper (bZIP)-
DNA-Bindedomane deletiert. Die Aktivierungsdomane mit der Phosphorylierungsstelle Ser-133 (=
kinase induced domain; KID) war jedoch enthalten (Abbildung 17A). Es wurde das Reportergen
UAS5Sp12.luc verwendet. Somit war die Expression der Luziferase lediglich von der
Phosphorylierung der KID im GAL4-CREB-Fusionsprotein abhangig (Roéssler et al., 2008).
Um das transkriptionelle Aktivierungspotential von CREB nach der Stimulation des
Designerrezeptors Rag zu untersuchen, wurden HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren
infiziert. Diese codierten UASSSp12.luc, GAL4-CREB und den Designerrezeptor Rag. Die
Stimulation des Designerrezeptors Raq durch CNO resultierte in einer 3,3-fachen Erhéhung des
transkriptionellen Aktivierungspotentials von CREB, im Vergleich zur umstimulierten Kontrolle
(Abbildung 17B). Dadurch wurden friihere Daten bestatigt (Kaufmann et al., 2013).
Im nachsten Schritt wurde Uberprtift, ob die Expression der Phosphatase AChA einen Einfluss auf
das transkriptionelle Aktivierungspotential von CREB nach Rag-Stimulation hat. Hierzu wurden
HEK293-Zellen mit vier verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten UAS3Sp12.luc, GAL4-
CREB, den Designerrezeptor Rag und ACnA. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit Viren infiziert, die
mit dem Vektor pFUW produziert wurden. Die Expression von ACnA sorgte flr eine signifikante
Reduktion des transkriptionellen Aktivierungspotentials von CREB auf 45 % des Kontrollwertes
nach Stimulation von Raq mit CNO (Abbildung 17C).
Um das transkriptionelle CREB-Aktivierungspotential bei Expression von NLSCa zu untersuchen,
wurden HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten UAS5Sp12.luc,
GAL4-CREB und NLSCa (fir den genauen Ablauf der Stimulation durch NLSCa, siehe 2.8.6. und
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Abbildung 11). Zur Kontrolle wurden die Zellen statt mit NLSCa-codierenden Viren mit Viren
infiziert, welche mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die Expression von NLSCa
resultierte in einem 3,8-fach erhdhten transkriptionellen Aktivierungspotential von CREB,
verglichen mit der Kontrolle (Abbildung 17D).

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Expression der Phosphatase ACnA einen Einfluss auf
das transkriptionelle Aktivierungspotential von CREB bei der Expression von NLSCa hat. Hierzu
wurden HEK293-Zellen mit vier verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten UAS5Sp12.luc,
GAL4-CREB, NLSCa und ACnA. Zur Kontrolle wurden die Zellen wiederum mit Viren infiziert, die
mit dem Vektor pFUW produziert wurden. Die Expression von ACnA sorgte flr eine signifikante
Reduktion der transkriptionellen Aktivitdt von CREB auf 45 % des Kontrollwertes bei der
Expression von NLSCa (Abbildung 17E).

Somit konnte gezeigt werden, dass die Expression der Phosphatase ACnA einen hemmenden
Einfluss auf das transkriptionelle CREB-Aktivierungspotential hat. Diese Hemmung liegt sowohl
nach Stimulation des Designerrezeptors Raq vor als auch bei der Expression von NLSCa.
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Abbildung 17: Die Expression von ACnA vermindert die transkriptionelle Aktivitit von CREB nach
Stimulation des Designerrezeptors Rag mit CNO sowie nach Expression von NLSCa

A: Modulare Struktur von CREB sowie des GAL4-CREB-Fusionsproteins. CREB: Die DNA-Bindedomane
befindet sich als bZIP-Doméane am C-Terminus. Zwischen N- und C-Terminus liegt die ,Kinasen induzierte
Domane* (KID) mit der Phosphorylierungsstelle Ser-133. GAL4-Elk-1: Die C-terminale DNA-Bindedomane
von CREB ist deletiert. Der Rest von CREB, einschlieRlich der KID, wurde mit der DNA-Bindedoméne von
GAL4 fusioniert. B: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fir UAS5Sp12.luc, GAL4-CREB
sowie Raq codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und
danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Gezeigt ist die Induktion der
transkriptionellen CREB-Aktivitdt nach Rag-Stimulation, mit Standardabweichung bei n= 4. C: HEK293-
Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fir UAS5Sp12.luc, GAL4-CREB, Raq sowie ACnA codierten. Zur
Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten Zellen
wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder
blieben unstimuliert. Dargestellt ist die durch ACnA-Expression bewirkte relative Reduktion der
transkriptionellen CREB-Aktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine
statistische Relevanz mit p<0,001 (***), bei n= 5. D: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fur
UASS5Sp12.luc und GAL4-CREB codierten. Zusatzlich wurden die Zellen mit Lentiviren infiziert, welche fir
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NLSCa codierten. Zur Kontrolle wurden die Zellen statt flir NLSCa-codierende Viren, mit Viren infiziert, die
mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten Zellen wurden 48 h bei 37 °C unter
Serumreduktion gehalten. Gezeigt ist die durch NLSCa-Expression bewirkte Induktion der transkriptionellen
CREB-AKktivitat mit Standardabweichung, bei n= 3. E: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche
fir UASSSp12.luc, GAL4-CREB, NLSCa, sowie ACnA codierten. Zur Kontrolle wurden Viren verwendet, die
mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten Zellen wurden 48 h bei 37 °C unter
Serumreduktion gehalten. Dargestellt ist die durch ACnA bewirkte relative Reduktion der transkriptionellen
CREB-AKktivitat bei NLSCa-Expression mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische Relevanz
mit p<0,05 (*), bei n=3 (TS 1; DL 2).

3.2. Die Expression von ACnA sowie von CalcineurinB hemmt die AP-1-
abhangige Transkription nach Rag-Stimulation

LActivator protein 1 (AP-1) ist ein Transkriptionsfaktor, welcher sich als Homo- bzw. Heterodimer
aus den bZIP-Proteinen c-Fos, c-Jun und ATF bildet. Die Zusammensetzung ist je nach
Signaltransduktionsweg und dem zu aktivirenden Gen variabel (Chiu et al., 1988). In
vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Stimulation des Designerrezeptors
Rag mit CNO in HEK293-Zellen zu einer Aktivierung der AP-1- abhangigen Transkription fuhrt
(Kaufmann et al., 2013).

Zunachst wurde gezeigt, dass die Stimulation von Ragq mit CNO die AP-1-abhangige Transkription
initiilert. Es wurde ein Reportergen verwendet, bei dem Expression der Luziferase ausschlieRlich
von AP-1 abhéangt. Hierzu eignet sich der Promotor des Kollagenase-Gens. Dieser beinhaltet das
AP-1 sensitive ,TPA response element‘ (TRE), welchem eine hohe Affinitdt zu c-Jun/c-Fos
Heterodimeren zugeschrieben wird (Chiu et al., 1988; Curran & Franza, 1988; Angel et al., 1987).
Der Promotor des Kollagenase-Gens wurde mit dem offenen Leserahmen des Luziferase-Gens
kombiniert, woraus das AP-1-abhdngige Reportergen Coll.luc entstand (Rdssler et al., 2008)
(Abbildung 18A). Coll.luc wurde bereits in diversen Studien verwendet, um die AP-1-abhangige
Transkription zu untersuchen (Angel et al., 1987; Thiel & Rdssler 2014). Fur das Experiment
wurden HEK293-Zellen mit zwei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten den Reporter
Coll.luc sowie den Designerrezeptor Raq. Die Stimulation von Ragq mit CNO sorgte fir eine 10,2-
fach erhdhte AP-1-abhangige Transkription, im Vergleich zur umstimulierten Kontrolle (Abbildung
18B). Damit wurden frihere Daten bestéatigt (Kaufmann et al., 2013). Im nachsten Schritt wurde
Uberprift, ob eine Expression der Phosphatase ACnA einen Einfluss auf die AP-1-abhangige
Transkription nach Stimulation von Rayq, hat. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit drei verschiedenen
Lentiviren infiziert. Diese codierten Coll.luc, den Designerrezeptor Raq sowie ACnA. Zur Kontrolle
wurden die Zellen mit Viren infiziert, die mit dem Vektor pFUW produziert wurden. Die Expression
von ACnA sorgte flr eine signifikante Reduktion der AP-1-abhangigen Transkription auf 36 % des
Kontrollwertes (Abbildung 18C) nach Stimulation von Ragq mit CNO.

Damit wurde gezeigt, dass die Expression von ACnA einen hemmenden Einfluss auf die AP-1-
abhangige Transkription nach Stimulation von Rag mit CNO hat.

Der Signaltransduktionsweg nach Stimulation des Designerrezeptors Rag mit CNO wurde bereits
in 1.4.2. vorgestellt. Dabei spielt der Ca2*-Ausstrom aus dem ER eine entscheidende Rolle (Ciarcia
et al. 2012; Kaufmann et al., 2013). Es existiert eine Vielzahl von Ca2*-responsiven Proteinen, Gber
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die eine Signalweiterleitung erfolgen kann. Eines dieser Proteine ist CalcineurinB (CnB). CnB ist
einer der Aktivatoren von CnA (Abbildung 12C) und besitzt vier EF-Motive, wobei es sich um eine
spezifische Abfolge von Aminosauren mit hoher Affinitat zu Ca2+-lonen handelt (Abbildung 18D).
Nach der Ca2*-Bindung kommt es zu einer Konformationsanderung, wodurch die Aktivierung von
CnA erfolgen kann. Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob die Expression von CnB einen
Einfluss auf die AP1-abhangige Transkription nach Stimulation von Raq, hat. Ein solcher Einfluss
konnte bereits fir HEK293-Zellen nach Stimulation von TRPM3 (Transient receptor potential cation
channel subfamily M member 3) mit Pregnenolonsulfat gezeigt werden (Lesch et al., 2017). Um
das Experiment durchflihren zu kénnen, wurden HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren
infiziert. Diese codierten flr das Reportergen Coll.luc, den Designerrezeptor Raq sowie CnB. Als
Kontrolle wurden die Zellen mit Viren infiziert, die mit dem Vektor pFUW produziert wurden. Die
Expression von CnB sorgte fir eine signifikante Reduktion der AP-1-abhangigen Transkription auf
63 % des Kontrollwertes nach Stimulation von Ragq mit CNO (Abbildung 18E).

Es wurde gezeigt, dass sowohl die Expression der Phosphatase ACnhA als auch die Expression
des Ca?*-bindenden Proteins CnB einen hemmenden Einfluss auf die AP1-Aktivitdt nach
Stimulation von Raq mit CNO haben.
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Abbildung 18: Die Expression von ACnA sowie von CnB hemmen die AP1-Aktivitiat nach Stimulation
des Designerrezeptors Roag mit CNO

A: Provirus, welcher fiir das Kollagenase/Luziferase Reportergen codiert. Die Expression der Luziferase
steht unter Kontrolle eines AP-1-responsiven Promotors. B: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert,
welche flr Coll.luc und Raqg codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion
gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Gezeigt ist die Induktion der
AP1-Aktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung, bei n= 4. C: HEK293-Zellen wurden mit
Lentiviren infiziert, welche fur Coll.luc, Raq sowie ACnA codierten. Zur Kontrolle wurden Viren verwendet, die
mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter
Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Dargestellt
ist die, durch ACnA bewirkte relative Reduktion der AP-1-Aktivitat nach Rag-Stimulation mit
Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische Relevanz mit p<0,001 (***), bein=4 (TS 1; DL 1; GT
2). D: CalcineurinB (CnB): Hierbei handelt es sich um ein Ca2*-bindendes Protein mit vier Ca2*-sensitiven
EF-Doménen. CnB kann CnA spezifisch aktiviren. E: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche
fur Coll.luc, Raq sowie CnB codierten. Zur Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem Vektor pFUW
produziert worden waren. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und
danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die durch CnB-Expression

42



bewirkte relative Reduktion der AP-1-Aktivitat nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test
ergab eine statistische Relevanz mit p<0,001 (***), bei n=3 (TS 1; DL 2).

3.2.1. ACnA vermindert die c-Jun-Promotoraktivitat und das
transkriptionelle Aktivierungspotential von c-Jun nach Rag-Stimulation

Im vorangegangenen Experiment wurde gezeigt, dass die Expression der Phosphatase ACnA
einen hemmenden Effekt auf die AP1-abhangige Transkription nach Stimulation von Rag mit CNO
hat. Der AP-1-Sensor Coll.luc ist spezifisch fur c-Jun/c-Fos-Heterodimere (Chiu et al., 1988;
Curran & Franza, 1988). Beide Faktoren missen phosphoryliert werden, um biologisch aktiv zu
sein. Eine mdgliche Erklarung fur die reduzierte AP-1-abhangie Transkription ist eine verminderte
Phosphorylierung und somit ein vermindertes transkriptionelles Aktivierungspotential von c-Jun
oder c-Fos. In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die Expression der Phosphatase
ACnA die biologische Aktivitat von c-Jun und c-Fos beeintrachtigt.

Zunachst wurde die Aktivitat von c-Jun nach Stimulation von Rag mit CNO untersucht. Hierzu
wurde ein GAL4-c-Jun-Fusionsprotein exprimiert, bei dem GAL4 mit einer verkirzten Form von c-
Jun fusioniert war. Bei dieser verkurzten Form von c-Jun war die am C-Terminus lokalisierte bZiP-
DNA-Binde- und Dimerisierungsdomane deletiert. Die phosphorylierbare Aktivierungsdomane war
jedoch enthalten (Abbildung 19A). Es wurde das Reportergen UASSSp12.luc verwendet, bei dem
GAL4 spezifisch an das UAS-Motiv bindet. Die Expression der Luziferase war neben der Bindung
von GAL4 an UAS von der Phosphorylierung der c-Jun Aktivierungsdomane im GAL4-c-Jun-
Fusionsprotein abhangig (Rdssler et al., 2008). Zur Durchfihrung des Experimentes wurden
HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten UAS5Sp12.luc, GAL4-c-
Jun und den Designerrezeptor Raq. Die Stimulation des Designerrezeptors Raq mit CNO resultierte
in einer 2-fach erhdhten biologischen Aktivitat von c-Jun, verglichen mit der umstimulierten
Kontrolle (Abbildung 19B).

Nun wurde untersucht, welchen Einfluss die Expression der Phosphatase ACnA auf die c-Jun-
Aktivitdt nach Stimulation von Raq durch CNO hat. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit vier
verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten fur UAS5Sp12.luc, GAL4-c-Jun, Raq sowie
ACnA. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit Viren infiziert, die mit dem Vektor pFUW produziert
wurden. Die Expression von ACnA sorgte fir eine signifikante Reduktion der biologischen Aktivitat
von c-Jun auf 65 % des Kontrollwertes (Abbildung 19C) nach Stimulation des Designerrezeptors
Rag mit CNO.

Damit wurde gezeigt, dass die Expression von ACnA einen hemmenden Einfluss auf die Aktivitat
von ¢-Jun nach Stimulation von Raq mit CNO, hat.
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Abbildung 19: Die Expression von ACnA vermindert das transkriptionelle Aktivierungspotential von
c-Jun nach Stimulation des Designerrezeptors Raq mit CNO

A: Modulare Struktur von c-Jun und dem GAL4-c-Jun-Fusionsprotein. c-Jun: Die DNA-Binde- und
Dimerisierungsdoméne befindet sich als bZIP-Domane am C-Terminus. Nahe des N-Terminus liegen die
Phosphorylierungsstellen. GAL4-c-Jun: Die C-terminale DNA-Bindedomane von c-Jun wurde deletiert. Der
Rest von c-Jun wurde mit der DNA-Bindedomane von GAL4 fusioniert. B: HEK293-Zellen wurden mit
Lentiviren infiziert, welche fir UAS5Sp12.luc, GAL4-c-Jun und Raq codierten. Die infizierten Zellen wurden 24
h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben
unstimuliert. Gezeigt ist die errechnete relative Induktion der transkriptionellen c-Jun-Aktivitdt nach Rag-
Stimulation mit Standardabweichung bei n= 4. C: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fur
UASSSp12.luc, GAL4-c-Jun, Raq sowie ACnA codierten. Zur Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem
Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion
gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die, durch
ACnA bewirkte, relative Reduktion der transkriptionellen c-Jun-Aktivitdt mit Standardabweichung. Ein T-Test
ergab eine statistische Relevanz mit p<0,001 (***), bei n=4 (TS 1; DL 2).

Kaufmann und Kollegen (2013) zeigten, dass die Aktivierung des Designerrezeptors Raq mit CNO
neben einer erhdhten c-Jun-Aktivitat auch eine erhdhte c-Jun-Expression zur Folge hat. Daher
wurde untersucht, welchen Einfluss die Expression der Phosphatase ACnA auf die c-Jun-
Promotoraktivitdt hat. Hierzu wurde ein Reportergen verwendet, bei dem die Expression der
Luziferase unter Kontrolle des c-Jun-Promotors stand. Dieser beinhaltet zwei AP-1-responsive
TREs (Abbildung 20A) (Thiel & Rossler, 2011). HEK293-Zellen wurden zunachst mit zwei
verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten fir den Reporter c-Jun.luc sowie flir Raq. Die
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Stimulation von Rag mit CNO resultierte in einer 2-fach erhéhten c-Jun-Promotoraktivitat,
verglichen mit der umstimulierten Kontrolle (Abbildung 20B).

Um den Einfluss von ACnA auf die c-Jun-Promotoraktivitdt nach Stimulation von Raq durch CNO
zu untersuchen, wurden HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten
fur c-Jun.luc, Raq sowie ACnA- bzw. zur Kontrolle pFUW. Die Expression von ACnA sorgte fur eine
signifikante Reduktion der c-Jun-Promotoraktivitat auf 61 % des Kontrollwertes nach Stimulation
des Designerrezeptors Raq mit CNO (Abbildung 20C).

Damit wurde gezeigt, dass die Expression der Phosphatase ACnA den c-Jun-Promotor nach
Stimulation von Ragq mit CNO hemmt.
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Abbildung 20: Die Expression von ACnA reduziert die c-Jun-Promotoraktivitit nach Stimulation des
Designerrezeptors Rag mit CNO

A: Provirus, welcher fiir das c-Jun/Luziferase Reportergen codiert. B: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren
infiziert, welche c-Jun.luc und Rag codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter
Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Gezeigt ist
die errechnete Induktion der c-Jun-Promotoraktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung, bei n=
4. C: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fir c-Jun.luc, Rag sowie ACnA codierten. Zur
Kontrolle wurden Viren verwendet, die mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten Zellen
wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder
blieben unstimuliert. Dargestellt ist die durch ACnA bewirkte relative Reduktion der c-Jun-Promotoraktivitat
nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische Relevanz mit p<0,001
(***), bei n=4 (TS 2; DL 2).
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3.2.2. ACnA vermindert die c-Fos-Promotoraktivitat sowie das
transkriptionelle Aktivierungspotential von c-Fos nach Stimulation von
Ragq

Es wurde gezeigt, dass die AP-1-abhangige Transkription durch die Expression der Phosphatase
ACnA nach Stimulation von Raq gehemmt wird. Der nachste Schritt bestand darin, zu
untersuchen, wie die verminderte AP1-abhangige Transkription zustande kommt. Es wurde bereits
gezeigt, dass die biologische c-Jun-Aktivitat sowie die c-Jun-Promotoraktivitdt nach Stimulation
von Raq durch die Expression von ACnA gehemmt werden. Nun galt es herauszufinden, ob die
Expression von ACnhA einen ahnlichen Effekt auf c-Fos hat. Wie auch bei c-Jun erfolgt die c-Fos-
Aktivierung durch Phosphorylierung. Um die biologische Aktivitat von c-Fos zu untersuchen, wurde
ein GAL4-c-Fos-Fusionsprotein exprimiert. Hierbei war GAL4 mit einer verkirzten Form von c-Fos
fusioniert. Bei der verklrzten Variante von c-Fos war die zwischen N- und C-Terminus lokalisierte
bZIP-DNA-Binde- und Dimerisierungsdomane sowie die proximale Aktivierungsdomane deletiert.
Eine zweite, distale Aktivierungsdomane war jedoch enthalten (Abbildung 21A). Durch die
Verwendung des Reporters UAS5Sp12.luc war die Expression der Luziferase neben der Bindung
von GAL4 an UAS von der Phosphorylierung der im GAL4-c-Fos-Fusionsprotein enthaltenen
Aktivierungsdomane abhangig (Thiel & Rdssler, 2011). HEK293-Zellen wurden mit drei
verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten UAS3Sp12.luc, GAL4-c-Fos sowie Raq. Die
Stimulation des Designerrezeptors Raq mit CNO resultierte in einer 2-fach erhohten c-Fos-
Aktivitat, verglichen mit der umstimulierten Kontrolle (Abbildung 21B).

Als nachstes wurde untersucht, welchen Einfluss die Expression von ACnA auf die Aktivitat von c-
Fos nach Rag-Stimulation hat. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit vier verschiedenen Lentiviren
infiziert. Diese codierten UAS3Sp12.luc, GAL4-c-Fos, Raq sowie ACnA. Zur Kontrolle wurden die
Zellen mit Viren infiziert, die mit dem Vektor pFUW produziert wurden. Die Expression von ACnA
sorgte fur eine signifikante Reduktion der c-Fos-Aktivitat auf 50 % des Kontrollwertes (Abbildung
21C) nach Stimulation des Designerrezeptors Raqg mit CNO.

Es wurde gezeigt, dass die Expression von AChA hemmend auf die c-Fos-Aktivitdt nach
Stimulation von Rag mit CNO wirkt.
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Abbildung 21: Die Expression von ACnA vermindert die transkriptionelle Aktivitdt von c-Fos nach
Stimulation des Designerrezeptors Ragq mit CNO

A: Modulare Struktur von c-Fos und dem GAL4-c-Fos-Fusionsprotein. c-Fos: DNA-Binde- sowie
Dimerisierungsdomane befindet sich als bZIP-Domane zwischen N- und C-Terminus. Die
Aktivierungsdomane mit den Phosphorylierungsstellen befindet sich nahe des C-Terminus. GAL4-c-Jun: Die
DNA-Bindedomane sowie der proximal davon gelegene Abschnitt von c-Jun wurden deletiert. Der Rest,
einschlieRlich der Aktivierungsdoméane, wurde mit der DNA-Bindedomane von GAL4 fusioniert. B: HEK293-
Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fir UAS5Sp12.luc, GAL4-c-Fos und Raqg codierten. Die
infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fiir 24 h mit 1 yM CNO
stimuliert oder blieben unstimuliert. Gezeigt ist die errechnete relative Induktion der transkriptionellen c-Fos-
Aktivitat nach Rag-Stimulation mit Standradabweichung bei n= 4. C: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren
infiziert, welche fir UAS5Sp12.luc, GAL4-c-Fos, Raq sowie ACnA codierten. Zur Kontrolle wurden Viren
verwendet, die mit dem Vektor pFUW produziert worden waren. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C
unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 uM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert.
Dargestellt ist die, durch ACnA bewirkte, relative Reduktion der transkriptionellen c-Fos-Aktivitdt nach Rag-
Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische Relevanz mit p<0,01 (**), bei n= 4
(TS 2; DL 2).

Es wurde bereits, wie auch fiir c-Jun, gezeigt dass die Stimulation von Raq neben einer erhdhten
c-Fos-Aktivitat auch eine gesteigerte c-Fos-Expression zur Folge hat (Kaufmann et al., 2013).
Daher wurde der Einfluss der Phosphatase ACnA auf die c-Fos-Promotoraktivitat nach Stimulation
von Raq untersucht.

Hierzu wurde ein Reportergen verwendet, bei dem die Expression der Luziferase unter Kontrolle
des c-Fos-Promotors stand. Dieser beinhaltet ein SRE sowie ein CRE (Thiel & Rdssler, 2011).

HEK293-Zellen wurden mit zwei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten c-Fos.luc sowie
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den Designerrezeptor Raqg. Die Stimulation von Rag mit CNO resultierte in einer 2,1-fach erhdhten
c-Fos-Promotoraktivitat, verglichen mit der umstimulierten Kontrolle (Abbildung 22B).

Um den Einfluss von ACnA auf die c-Fos-Promotoraktivitdt nach Stimulation von Raq durch CNO
zu untersuchen wurden HEK293-Zellen mit drei verschiedenen Lentiviren infiziert. Diese codierten
c-Fos.luc, Raqg sowie ACnA. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit Viren infiziert, die mit dem Vektor
pFUW produziert wurden. Die Expression von ACnA sorgte flir eine signifikante Reduktion der c-
Fos-Promotoraktivitat auf 64 % des Kontrollwertes (Abbildung 22C) nach Stimulation des
Designerrezeptors Raqg mit CNO.

Damit wurde gezeigt, dass die Expression von ACnA den c-Fos-Promotor nach Stimulation von
Rag mit CNO hemmt.
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Abbildung 22: Die Expression von ACnA reduziert die c-Fos-Promotoraktivitdt nach Stimulation des
Designerrezeptors Raq mit CNO

A: Provirus, welcher fir das c-Fos/Luziferase Reportergen codiert. B: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren
infiziert, welche c-Fos.luc und Raq codierten. Die infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter
Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO stimuliert oder blieben unstimuliert. Gezeigt ist
die errechnete Induktion der c-Fos-Promotoraktivitat nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung bei n=
3. C: HEK293-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche fiir c-Fos.luc, Rag sowie ACnA codierten. Die
infizierten Zellen wurden 24 h bei 37 °C unter Serumreduktion gehalten und danach fir 24 h mit 1 yM CNO
stimuliert oder blieben unstimuliert. Dargestellt ist die, durch ACnA bewirkte, relative Reduktion der c-Fos-
Promotoraktivitdt nach Rag-Stimulation mit Standardabweichung. Ein T-Test ergab eine statistische
Relevanz mit p<0,001 (***), bei n=3 (TS 1; DL 2).
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4. Diskussion

4.1. Calcineurin - Struktur

Calcineurin ist eine Ca2*/Calmodulin (CM) abhangige Serin/Threonin-Phosphatase. Das
Holoenzym setzt sich aus zwei Untereinheiten (Calcineurin A (CnA) und Calcineurin B (CnB))
zusammen. CnA (MW 61 kDa) ist die katalytische Untereinheit und dephosphoryliert Proteine an
Serin- und Threoninresten, wobei CnB als Ca2*-bindende, regulatorische Untereinheit fungiert.
CnB- und CM-Bindestellen sowie eine autoinhibitorische-Domane (Al) befinden sich nahe am C-
Terminus von CnA (Rusnak & Mertz, 2000). Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Calcineurin-Mutante (ACnA) ist die CnB- und CM-Bindestelle sowie die Al-Domane deletiert. Somit
ist ACnA konstitutiv aktiv und bedarf keiner Regulation durch CnB oder CM (Réssler et al., 2008;
Lesch et al., 2017, Langfermann et al., 2018, Lam et al., 2009; Tian et al., 1999). Die Expression
eines ACnA-GFP-Fusionsproteins in HEK293-Zellen zeigte die Lokalisation im Zytosol (Lesch et
al., 2017).

4.2. Methode

Um die Funktion von Proteinen zu untersuchen existieren grundsatzlich zwei Ansatze. Es gibt die
Médglichkeit, die Expression oder Aktivitdt des zu untersuchenden Proteins zu hemmen (,,/oss-of-
function®). Dies kann durch genetische Manipulation oder pharmakologische Hemmung erfolgen.
Aus dem resultierenden Phanotyp des untersuchten Organismus kdénnen Rulckschlisse zur
physiologischen Funktion des Proteins geschlossen werden. Eine weitere Mdglichkeit ist es, das
zu untersuchende Protein in hohem Male der Zelle zur Verfigung zu stellen (,,gain-of-function®).
Dies geschieht durch eine erhdhte Expression nach Einbringen von DNA in Zellen. Die DNA
codiert fur zu untersuchende Proteine. Hierbei kann das Holoenzym, aber auch nur eine bestimmte
Untereinheit oder konstitutiv aktive Variante des Proteins exprimiert werden. Aus dem daraus
entstehenden Phanotyp kénnen Schlisse zur physiologischen Funktion des Proteins gezogen
werden.

Eine Problem der ,loss-of-function“-Ansatze ist, dass pharmakologische Calcineurin-Inhibitoren,
wie CsA oder F506 oft an mehr als ein Substrat (Optimalfall nur Calcineurin) binden und somit
mehrere Proteine beeinflusst werden. Es ist beschrieben, dass CsA und F506 inhibitorische
Auswirkungen auf den ABC-Transporter p-Glykoprotein haben. Dies kann zur Akkommodierung
potentiell toxischer Substanzen in der Zelle fiihren, was eine Verfalschung von Ergebnissen zur
Folge haben kann (Anglicheau et al., 2006; Quezada et al., 2008). Des Weiteren werden CsA und
F506 Uber das Cytochrom-P-450-System abgebaut (Mihatsch et al., 1989; Preissner et al., 2010).
Eine starke Beanspruchung des Cytochrom-P-450-Systems kann zu dessen Inihibtion und somit
zur Akkommodierung toxischer Substanzen in der Zelle fihren. Klinischen Studien zeigen, dass

hohe Dosen an CsA Nebenwirkungen wie Nierenschaden, Leberschaden und arterielle Hypertonie
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zur Folge haben (Mithasch et al., 1989). Obwohl molekulare Mechanismen hierflr nicht bekannt
sind, ist von einer toxischen Wirkung auf verschiedene Zelltypen auszugehen.

Um die Problematik zu umgehen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein ,gain of funktion“-Ansatz
gewahlt, indem eine konstitutiv aktive Form von CnA (ACnA) exprimiert wurde. Ein solcher Ansatz
wurde in anderen Studien bereits verwendet, hier aber in unterschiedlichen Modellsystemen
(Lesch et al., 2017; Langfermann et al., 2018; Rossler et al., 2008).

4.3. Designerrezeptor

In vorangegangen Studien wurden aktivitadtsabhangige Wirkungen von CnA auf verschiedene
Transkriptionsfaktoren untersucht. Als Stimuli wurden elektronische oder chemische
Membrandepolarisation genutzt (Bito et al., 1996; Lam et al., 2009) oder pankreatische [-Zellen
mit Glukose stimuliert (Duan & Cobb, 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der Stimulation eines G-Protein-gekoppelten
Rezeptors (GPCR) vom Typ Gaq untersucht. Es existiert eine Vielzahl von GPCRs, bei denen
unterschiedliche Liganden mehrere Rezeptoren aktiviren kdnnen, was es schwierig macht, einen
Signaltransduktionsweg isoliert zu betrachten. Um dieses Problem zu umgehen, wurde ein Gag-
gekoppelter Designerrezeptor verwendet (Raq), welcher sich vom muscarinergen
Acetylcholinrezeptor M3 der Ratte ableitet. Durch zwei Punktmutationen in der dritten und funften
Transmembrandomane verlor der Rezeptor die Sensitivitdt gegeniber Acetylcholin, kann jedoch
spezifisch durch die synthetische Substanz CNO aktiviert werden (Guettier et al., 2009). Da CNO
inert gegenuber endogener Rezeptoren ist, kann eine unspezifische Aktivierung anderer
Signalwege ausgeschlossen werden (Thiel et al., 2013; Wess et al., 2013).

Nach Stimulation von Gaqg-gekoppelten Rezeptoren kommt es zur Aktivierung der Phospholipase
C (PLC), die den second messenger IP3 aus PIP2 abspaltet. Dieser sorgt im Verlauf fir eine
Erhéhung der intrazellularen Ca2*-Konzentration. Bei dem verwendeten Rezeptor wurde gezeigt,
dass die Stimulation zu einer Aktivierung der MAP-Kinasen fihrt (Kaufmann et al., 2013). Denkbar
ist auch, dass die erhohte Ca2+-Konzentration nach Rag-Stimulation zur Aktivierung von
Calcineurin fuhren kann.

4.4. Modellgen: c-Fos

Das c-Fos-Gen ist ein gut charakterisiertes Modellsystem zur Untersuchung verschiedener
Transkriptionsfaktoren. Das SRE, welches durch einen Komplex aus SRF und TCF (wie Elk-1)
aktiviert wird, wurde im c-Fos-Promotor entdeckt und erstmals beschrieben (Treisman, 1985, 1986,
1987; Cahill et al., 1995). Verschiedene Stimulationswege, wie die Aktivierung
spannungsabhangiger Ca2*-Kanale, GPCRs oder Rezeptor-Tyrosinkinasen nehmen
unterschiedlichen Einfluss auf die SRE-vermittelte Transkription im c-Fos-Promotor (Gallin &
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Greenberg, 1995; Treisman, 1992). Des Weiteren wurden viele Untersuchungen des CREB-
responsiven CRE am c-Fos-Promotor durchgefiihrt (Cahill et al., 1995; Whitmarsch et al., 1995;
Treisman et al., 1995; Price et al., 1996). Es existiert eine Vielzahl von Studien zur Regulation
SRE- und CRE-vermittelter Transkription, die den c-Fos-Promotor betrachten (Cahill et al., 1995,
Thiel & Roéssler, 2014; Rubil et al., 2016; Langfermann et al., 2018), wobei in einer davon die
Stimulation des Designerrezeptors Raq verwendet wurde (Kaufmann et al., 2013).

4.4.1. Auswirkung von ACnA auf SRE

Wie bereits beschrieben, wurde das serum response element (SRE) durch Untersuchungen am c-
Fos-Promotor entdeckt (Treisman 1985, 1986, 1987; Cahill et al., 1995). Es existieren viele SRE-
enthaltende Promotoren (Cahill et al., 1995), welche durch einen Komplex aus SRF und TCF
aktiviert werden (Hardingham et al., 1997). Der TCF Elk-1 spielt dabei eine wichtige Rolle und
kann mitunter durch die MAP-Kinasen aktivert werden (Marais et al., 1993; Whitmarsh et al., 1995;
Xia et al., 1996). Die Kinase Erk phosphoryliert EIk-1 dabei an Serin-383, welches somit aktiv ist
(Marais et al.,, 1993; Whitmarsh et al., 1995). Vorangegangene Studien zeigten, dass die
Stimulation von Raq eine Steigerung der SRE-vermittelten Transkription zur Folge hat (Kaufmann
et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde nun die Auswirkung der konstitutiv aktiven
Phosphatase ACnA auf die SRE-vermittelte Transkription nach Raqg-Stimulation untersucht. Hierzu
wurden verschiedene Reportergene mit SRE-enthaltenden Promotoren exprimiert.

Es wurde gezeigt, dass die ACnA-Expression einen hemmenden Einfluss auf die SRE-vermittelte
Transkription nach Rag-Stimulation hat. Diese Hemmung ist abhangig vom TCF Elk-1, dessen
Aktivitat durch ACnA vermindert ist.

Die Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen von Lam et al. (2009) Uberein. Lam et al. (2009)
untersuchten hippocampale Neurone, wobei nach Stimulation durch KCI-Gabe die SRE-vermittelte
Transkription quantifiziert wurde. Eine Kontrollgruppe wurde dabei mit Calcineurin-Inhibitor (CsA
und F506)-behandelten Zellen verglichen. Lam et al. (2009) zeigten eine gesteigerte SRE-
vermittelte Transkription bei der pharmakologischen Hemmung von Calcineurin. Passend dazu
wurde eine erhéhte Egr-1-Promotoraktivitat, welche SRE-abhangig ist, bei der pharmakologischen
Hemmung von Calcineurin gezeigt (Lam et al., 2009). Somit wurde die gleiche Wirkung von
Calcineurin auf die SRE-vermittelte Transkription in einem gain-of-function- und einem /oss-of-
function-Experiment gezeigt. Passend dazu wurde in einer Studie mit Neuroblastomzellen gezeigt,
dass ACnA nach Aktivierung muscarinerger Acetylcholinrezeptoren einen hemmenden Einfluss auf
die Egr-1-Expression hat (Rdéssler et al., 2008).

Zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigt dies, dass die Calcineurin-Aktivitat
einen hemmenden Einfluss auf die SRE-vermittelte Transkription hat.

Da das SRE von einem Komplex aus SRF und TCF, wie Elk-1, aktiviert wird und die Elk-1-Aktivitat
nachweislich durch die ACnA-Expression vermindert ist, ist es naheliegend, dass eine verminderte
Elk-1-Aktivitdt unter ACnA-Expression zur verminderten SRE-vermittelten Transkription fuhrt.
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Vorangegangene Studien zeigten, dass Elk-1 ein direktes Substrat von Calcineurin ist, indem die
Elk-1-Aktivierungsstelle Serin-383 dephoyphoryliert wird (Sugimoto et al., 1997; Tian et al., 1999).
Als charakteristische Substratbindemotive flir Calcineurin wurden ,LxVP* und ,PxIxIT* (,x* steht fur
eine beliebige Aminosaure) identifiziert (Park et al., 2000; Aramburu et al., 1998). Unter ,x*
existieren Aminosauren mit héherer Affinitat als andere. Die hochste Bindeaffinitat hat das Motiv
LPVIVITY, welches in NFAT konserviert vorliegt (Aramburu et al., 1998; Li et al., 2011). Manche
beschriebene Calcineurin-Substrate, wie Elk-1, DARPP-32 und AKAP79, weisen keines der Motive
auf, wofilr es verschiedene Erklarungsansatze gibt (Sugimoto et al., 1997; Tian et al., 1999; Li et
al.,, 2011). Zum einen gibt es die Mdglichkeit der Existenz noch nicht beschriebener Bindemotive.
Eine weitere Moglichkeit sind Adapterproteine, welche Calcineurin-Bindemotive enthalten, an
Substrate binden und somit eine Bricke zwischen Substrat und Calcineurin bilden. Dies ist fur
AKAP79 beschrieben, wo ein Brickenprotein, welches das Calcineurin-Bindemotiv enthalt als
Adapter fungiert (Li et al., 2011).

Durch das Ausbleibenden der Elk-1-Phosphorylierung kann es nicht zur Komplexbildung mit dem
SRF kommen und die SRE-Aktivierung bleibt somit aus.

4.4.2. Auswirkungen von ACnA auf CRE

CREB response element (CRE) ist ein regulatorisches Element vieler Promotoren, welches auch
im c-Fos-Promotor beschrieben ist (Cahill et al., 1995). Der Transkriptionsfaktor CREB wird von
der cAMP abhangigen Proteinkinase A (PKA) aktiviert (Kida & Serita, 2014), kann jedoch auch
Uber die Caz*-abhangige PKC (Xie et al., 1995) oder die MSK aktiviert werden (Wiggin et al.,
2002). Dabei ist die Phosporylierung an Serin-133 von besonderer Bedeutung (Gustavo et al.,
1989; Kida & Serita, 2014). Ein dadurch entstehendes phospho-CREB-Dimer ist in der Lage, CRE
zu binden und die Transkription zu initiieren (Chriviva et al., 1993). Es ist eine Vielzahl an
Rezeptoren beschrieben, die CRE-vermittelte Transkription durch unterschiedliche Wege initiieren
kénnen (Rubil et al., 2015, Kaufmann et al., 2013, Gustavo et al., 1989). In der Literatur existieren
zum Zusammenhang von Calcineurin-Aktivitdt und CRE-vermittelter Transkription sowie CREB-
Aktivitat widersprichliche Daten (Duan et al., 2010; Bito et al., 1996; Kingsbury et al., 2007;
Schwaninger et al., 1993). Eine vorangegangene Studie zeigte, dass die Stimulation von Raq in
HEK293-Zellen zu einer Erhdhung der CRE-vermittelten Transkription fuhrt (Kaufmann et al.,
2013). In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der konstitutiv aktiven Phosphatase ACnA
auf die CRE-vermittelte Transkription nach Rag-Stimulation untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die CRE-vermittelte Transkription sowie die CREB-Aktivitat nach
Rag-Stimulation bei der Expression von ACnA vermindert sind. Dies passt zu den Daten von Bito
et al. (1996), wo nach aktivitatsabhangiger Hemmung von Calcineurin in hippocampalen Neuronen
eine erhdhte CREB-Phosphorylierung nachgewiesen wurde (Bito et al., 1996). Diskutiert wurde
hierzu, dass Calcineurin Ca2*-abhangig aktiviert wird und eine inhibitorische Domane der Protein-
Phosphatase 1 (PP1) dephosphoryliert. In diesem Zustand ist PP1 aktiv und in der Lage Phospho-
CREB zu dephosphorylieren (Bito et al., 1996). Demgegenuber existieren Studien, die einen
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entgegengesetzten Effekt beschreiben. Lam et al. (2009) zeigten eine verminderte CRE-vermittelte
Transkription bei pharmakologischer Blockade von Calcineurin in hippocampalen Neuronen (Lam
et al., 2009). Andere Arbeiten zeigten nach pharmakologischer Hemmung von Calcineurin
ebenfalls eine verminderte CRE-vermittelte Transkription sowohl in Nervenzellen als auch in
pankreatischen Inselzellen (Kingsbury et al., 2007, Schwaninger et al., 1993).

Die Diskrepanz zur vorliegenden Arbeit kann unterschiedliche Grinde haben. In den Arbeiten
wurden unterschiedliche Zellsysteme verwendet (HEK293-Zellen, Neuronen, pankreatische
Inselzellen), wobei Signalwege unterschiedlicher Regulation unterliegen kénnen. Die Blockade von
Calcineurin kann aufierdem pharmakologische Nebenwirkungen zur Folge haben, was Ergebnisse
verfalschen kann. Um dies zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit ein gain-of-function-
Experiment gewahlt. In den Arbeiten von Lam, Kingsbury und Schwaninger wurden Reportergene
als Plasmid-DNA durch Transfektion in die Zellen eingebracht (Lam et al., 2009; Schwaninger et
al,, 1993; Kingsbury et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurden Reportergene mittels
lentiviralem Gentransfer in das Chromatin der Zellen integriert, wodurch eine hdhere Effizienz,
niedrigere Zelltoxizitat und physiologischere Bedingungen geschaffen wurden (Keim et al., 2012).
Der Vergleich mit der Literatur legt den Schluss nahe, dass die Calcineurin-Wirkung auf die CRE-
vermittelte Transkription und CREB-Aktivitat in verschiedenen Zellsystemen und unterschiedlichen
Stimulationswegen individuell reguliert ist. Dies macht es schwierig, eine generelle Aussage zur
Wirkung von Calcineurin auf die CRE-vermittelte Transkription zu treffen.

Eine Hypothese, die die in der vorliegenden Arbeit erzielten Resultate erklaren kann, ist die
Aktivierung von PP1 durch Calcineurin. CREB ist ein beschriebenes PP1-Substrat, wodurch es
direkt dephosphoryliert werden kann (Bito et al., 1996). Denkbar ist auch die direkte
Dephosphorylierung von CREB durch Calcineurin, was in der Literatur jedoch bisher nicht
beschrieben ist. Kingsbury et al. (2007) untersuchten den Gehalt an phospho-CREB mit
Phosphorylierung an Serin-133 mittels Wetsern-Blot. Dabei konnte keine Auswirkung auf die
Serin-133-Phosphorylierung nach pharmakologischer Blockade von Calcineurin festgestellt werden
(Kingsbury et al., 2007). CREB enthalt, wie auch Elk-1, kein Calcineurin-Bindemotiv. Jedoch ist
auch hier das Vorhandensein noch nicht identifizierter Motive oder auch die Vermittlung Uber
Adapterproteine denkbar.

4.5. Auswirkungen von ACnA auf AP-1

Bei AP-1 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der sich als Homo- bzw. Heterodimer aus
den bZip-Proteinen c-Jun, c-Fos und ATF zusammensetzt. Der in der vorliegenden Arbeit
verwendete AP-1-Sensor Coll.luc weist eine hohe Spezifitat flr c-Jun/c-Fos Heterodimere auf und
wurde bereits in diversen Studien zur Quantifizierung der AP-1-Aktivitat verwendet (Chiu et al.,
1988; Curran & Franza, 1988; Angel et al., 1987; Thiel & Rossler, 2014). Kaufmann und Mitarbeiter
(2013) zeigten, dass die Stimulation von Raq eine gesteigerte AP-1-Aktivitat zur Folge hat. Nun
wurde der Einfluss von ACnA auf die AP-1-Aktivitat nach Rag-Stimulation untersucht.
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In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die AP-1-Aktivitat nach Rag-Stimulation bei der
Expression von ACnA gehemmt wird. Passend dazu konnte gezeigt werden, dass sowohl die
Promotoraktivitat als auch das transkriptionelle Aktivierungspotential der AP-1-bildenden Faktoren
c-Jun und c-Fos bei der Expression von ACnA gehemmt wurden.

Die erzielten Ergebnisse stimmen mit mehreren publizierten Studien Uberein. Réssler et al. (2008)
untersuchten die AP-1-Aktivitat in Neuroblastomzellen. Dabei wurden muscarinerge Acetylcholin-
Rezeptoren durch Carbachol aktiviert, wodurch die AP-1-Aktivitat anstieg. Es wurde gezeigt, dass
die Expression von ACnA einen hemmenden Effekt auf die AP-1-Aktivitdt nach Carbachol-
Stimulation hatte (Rdssler et al., 2008). In einer weiteren Studie wurden TRPM3-Kanale in
HEK293-Zellen mit Pregnenolonsulfat stimuliert, wodurch die AP-1-Aktivitdt anstieg. Auch hier
wurde gezeigt, dass die Expression von ACnhA einen hemmenden Einfluss auf die AP-1-Aktivitat
hatte (Lesch et al., 2017). Erganzend dazu zeigten Worton et al. (2014) eine gesteigerte
Expression AP-1-bildender Faktoren nach mechanischer Stimulation von Osteozyten und
pharmakologischer Blockade von Calcineurin (Worton et al., 2014).

Ubereinstimmend mit der Literatur wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Calcineurin-
Aktivitdt einen hemmenden Effekt auf die AP-1-Aktivitat hat. Grund dafir kénnte die verminderte c-
Jun und c-Fos-Promotoraktivitdt bei der Expression von AChA sein. Die verminderte c-Fos-
Promotoraktivitdt konnte auf einer Hemmung der SRE- und CRE-vermittelten Transkription
beruhen. Es ist denkbar, dass c-Jun und c-Fos ein direktes Calcineurin-Substrat sind oder auch die
Kaskade der MAP-Kinasen durch die Expression von ACnA gehemmt wird. Der letzte Punkt wird
im Folgenden weiter erldutert. Wie auch bei Elk-1 und CREB liegt sowohl bei c-Jun als auch bei c-
Fos kein Calcineurin-Bindemotiv vor.

4.6. Direkte Auswirkung von Calcineurin auf die MAP-Kinasen

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente zeigen, dass Calcineurin-Aktivitat die
CRE- und SRE-abhangige Transkription hemmt. Der verwendete Stimulationsweg Uber den
Designerrezeptor Raq flhrt durch die Erhéhung der intrazellularen Ca2*-Konzentration zur
Aktivierung der MAP-Kinasen. An deren Ende wird die Kinase Erk phosphoryliert. Phosphoryliertes
Erk gelangt in den Zellkern und wirkt dort durch die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren
wie Elk-1, CREB, c-Jun oder c-Fos (Kaufmann et al., 2013, Alvarez-Curto et al., 2011). Ein
denkbarer Mechanismus, der die gezeigten Ergebnisse erklaren kann, ist die Beeinflussung des
MAP-Kinase-Weges durch ACnA. Eine Studie an Astrozyten zeigte bereits, dass die
pharmakologische Blockade von Calcineurin eine Erhéhung von phosphoryliertem-Erk zur Folge
hat (Gabryel et al., 2006).
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