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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Bedeutung von Glucocorticoiden und klinische Aspekte der Glucocorticoid-

Sensitivitit

Glucocorticoide (GC) sind in viele biologische Prozesse wie Metabolismus, Entwicklung,
Differenzierung, Immunitdt, Fortpflanzung und neuronale Aktivitit involviert. Ihre
verschiedenen Wirkungsweisen filhren dazu, das GC zur Behandlung vieler Krankheiten
eingesetzt werden. GC kdnnen immunsupressiv, anti-inflammatorisch und anti-proliferierend
wirken und sie werden u.a. in onkologischen Therapien eingesetzt. Lymphatische Zellen
reagieren nach Zusatz von GC mit Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase und Apoptose. Seit
mehr als 50 Jahren macht man sich den anti-leukdmischen Effekt (REITER et al., 1994) von
den GC wie Dexamethason und Prednison bei der Behandlung von kindlichen Akuten
Lymphatischen Leukdmien (ALL) zunutze. Ungefihr 10% der Kinder mit ALL sprechen
nicht auf die initiale Glucocorticoid-Therapie an; eine noch groBere Anzahl weist im weiteren
Verlauf eine erworbene Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika auf (KASPERS et al., 1994;
RIEHM et al., 1995). Als prognostischer Faktor kommt dem Ansprechen auf GC eine
entscheidende Bedeutung zu: 60% der Patienten, die nicht auf GC ansprechen, werden auch
nicht durch die weitere Chemotherapie geheilt (RIEHM et al., 1995). Die Ursache dieser
Resistenz ist bislang unbekannt. Ein schlechte Prognose besitzen Patienten mit Philadelphia-
Chromosom positiver (Ph+) ALL und T-ALL ( SCHRAPPE et al., 1998; ARICO et al., 1995)
und pro B-ALL (PIETERS et al., 1998).

1.2 Bedeutung des Glucocorticoidrezeptors

Glucocorticoide wirken iiber die Glucocorticoidrezeptoren (GR), diese wurden erstmalig
1968 in Thymuszellen von Ratten beschriecben (MUNCK & BRINCK-JOHNSEN;
SCHAUMBURG & BOJESEN, 1968). 1972 folgte die Erstbeschreibung des menschlichen
GR in Lymphoblastenzellen von Patienten mit ALL (LIPPMAN et al., 1973). Seitdem
wurden GR in nahezu allen Organen oder Geweben von Menschen und Sdugetieren
nachgewiesen, unter anderem im Gehirn (FUXE et al., 1985; MC EWEN et al., 1968), der
Haut (SMITH & SHUSTER, 1987) und in Leukozyten (LIPPMAN & BARR, 1977).
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Steroidhormonrezeptoren, zu denen der Glucocorticoid-, Ostrogen-, Progesteron-, Androgen-,
Mineralkortikoid-, Vitamin-D3- und Ecdysonrezeptor zdhlen, gehdren in die Multigen-
Familie der Kern-Rezeptoren (,,nuclear hormone receptors”), zu denen auch der
Thyroidhormon- und der Retinsdurerezeptor zihlt (EVANS, 1988). Die cDNAs der oben
genannten Rezeptoren wurden isoliert, was eine genaue Charakterisierung der
Rezeptorproteine ermoglichte (HOLLENBERG et al., 1985). Alle Rezeptoren haben als
gemeinsames Merkmal, dass sie aus mehreren Doménen aufgebaut sind: einem immunogenen
aminoterminalen Bereich, einer zwei Zinkfinger enthaltenden DNA-Bindedoméine, die es
ermoglicht, sequenzspezifisch DNA zu erkennen und zu binden, und einem
carboxyterminalen Bereich, der das entsprechende Hormon bindet (EVANS, 1988; GREEN
& CHAMBON, 1986). Durch Bindung des hormonbeladenen Rezeptors an seine
Erkennungssequenz werden Gene aktiviert. Der genaue Mechanismus dieser Genregulation

ist bis jetzt noch unbekannt.

1.3 Aufbau des humanen Glucocorticoidrezeptors

Zusammen mit den Rezeptoren fiir Ostrogen, Progesteron, Mineralcorticoide, Vitamin-D und
Schilddriisenhormone bildet der humane Glucocorticoidrezeptor (hGR) eine Familie von
regulatorischen Proteinen, die Ahnlichkeiten in Struktur und Funktion aufweisen und
gemeinsam die Entwicklung des Organismus steuern (GREEN & CHAMBON, 1986;
EVANS, 1989; BEATO et al., 1995; MANGELSDOREF et al., 1995).

Der hGR ist ein phosphoryliertes monomeres Peptid mit einem Molekulargewicht von etwa
94 kDa, sein Gen ist auf Chromosom 5q31 lokalisiert (EVANS, 1988; GEHRING et al., 1985;
THERIAULT et al., 1989). Durch Klonierung der hGR ¢cDNA gelang die Aufkldarung der GR-
Genstruktur, wobei insgesamt 9 Exons (1-9,) dem funktionsfahigen humanen GR zuzuordnen
sind (HOLLENBERG et al., 1985). Der hGR existiert in zwei sich am Carboxylende
unterscheidende Proteinformen, der wesentlich hdufigeren, aus 777 Aminosiuren bestehenden
o-Form und der aus 742 Aminosduren aufgebauten B-Form. Beide Isoformen stammen von
einem Genort ab und sind das Ergebnis von alternativem Splicing (ENCIO & DETERA-
WADLEIGH, 1991). Allein die o-Form des hGR zeigt Ligandenbindungsaffinitit
(HOLLENBERG et al., 1985), die B-Form wird als dominant negativer Inhibitor diskutiert
(OAKLEY et al., 1996). Unterteilt wird der hGR in drei Funktionsuntereinheiten oder
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Dominen (s. Abb.1). Am N-terminalen Ende befindet sich die von Exon 2 codierte
immunogene Doméne, welche antigene Eigenschaften besitzt und von Antikérpern erkannt
wird. Desweiteren wird der amino-terminalen Region auch eine transaktivierende Funktion
(AF-1) bei der Aktivierung von Zielgenen zugeschrieben (HOLLENBERG & EVANS, 1988).
Im mittleren Drittel befindet sich die DNA-bindende Funktionsuntereinheit, welche von den
Exons 3 und 4 gebildet wird. Diese Doméne besitzt ein Kernlokalisationssignal (NLS1) und
besteht aus zwei hochkonservierten ,,Zinkfinger*“-Doménen, die entscheidend fiir die Bindung
an die ,,Glucocorticoid Response Elements“(GRE) sind. Der erste Zinkfinger (Exon 3) codiert
Dominen, die fiir die Bindung von NF-kB und AP1 nétig sind (TAO et al., 2001) und somit
den hGR transreprimieren konnen. Die zweite Zinkfinger-Doméne (Exon 4) ist fiir die
Dimerisierung und Transaktivierung des hGR verantwortlich (DAHLMAN-WRIGHT et al.,
1991; ZILLIACUS et al., 1995; PICARD & YAMAMOTO, 1987, HOLLENBERG et al.,
1987). Die von den Exons 5 bis einschlieBlich 9a codierte, carboxyterminale Doméne formt
den Ligandenbindungsbereich, an dem sich das Glucocorticoid bindet und den hGR aktiviert
(GIGUERE et al., 1986; GUSTAFSSON et al., 1987; THOMPSON, 1987). An dieser
Doméne binden auch Hitzeschock-Proteine und sie ist fiir die Dimerisierung des hGRs und
dessen Translokation in den Zellkern verantwortlich (NLS2). Weiterhin besitzt diese Region
mit AF-2 eine weitere Transaktivierungsdomédne, die zusammen mit AF-1 mit anderen
Kernproteinen wie CBP (CREB bindendes Protein) und P300 interagieren kann. Diese
Proteine sind fiir die Stabilisierung und Aktivierung des Transkriptionsinitiationskomplexes

der Promoterregionen von glucocorticoid-sensitiven Genen wichtig (BARNES, 1998).
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Exon
1 2 3 4 5 6 7 8 9-a 9-B
5 [ | o ||| | || || | | || | 3
IR 1 1 1 T 1 L 1
DNA-bindende Liganden-bindende Doméane
Doméne
HSP-Bindung
Dimerisierung
N 52 Kerntranslokation
J— —_ Transaktivierung
AF-1 GRE- AF-2

Transakti-
vierung

AP-1- Interaktion
NF - xB - Interaktion

Abb.1:  Schematische Darstellung des Genaufbaus, der
Proteinstruktur und der Funktionsuntereinheiten des humanen
Glucocorticoidrezeptors (modifiziert nach Tissing et al., 2003).

1.4 Varianten des Glucocorticoidrezeptors

Insgesamt wurden bis heute fiinf Varianten des hGR-Gens beschrieben, die durch den
Vorgang des ,,alternativen Splicing* entstehen konnen: a, 3, y, GR-P und GR-A Isoformen.
Untersuchungen des mRNA-Gehalts von den hGR-Isoformen a, B und GR-P zeigten bisher
keine Beziehung zwischen den jeweiligen mRNA-Leveln und der in vivo GC-Resistenz bei
Patienten mit kindlicher ALL (TISSING et al, 2001).

Die a-Isoform ist der funktionelle Rezeptor und wird von Exon 2 bis 9o codiert
(HOLLENBERG et al., 1985). In Abwesenheit von GC befindet er sich im Cytoplasma und
migriert nach Bindung von GC in den Nucleus (OAKLEY et al., 1999b). LONGUI et al.
postulierte im Jahr 2000 eine verminderte hGRo-Expression in Lymphoblasten von 13 ALL-
Patienten im Vergleich zu EBV-transformierten Lymphozyten von neun gesunden
Kontrollpersonen. In Proben von T-ALL-Patienten wurde die geringste hGRa-Expression
gemessen, eine Verminderung der hGRf-Isoform wurde in den leukdmischen Zellen nicht
beobachtet. Trotz des kleinen Patientenkollektivs sieht LONGUI et al. (2000) die verminderte
Expression der hGRa-Isoform als eine Ursache fiir ein schlechtes Ansprechen auf GC von T-

ALL-Patienten an.
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Die B-Isoform des hGR ist das Resultat des ,,alternativen Splicing* von Exon 9f anstelle von
Exon 9a. Das C-terminale Ende ist im Vergleich mit hGRo um 35 AS verkiirzt, so dass
hGRp keine Fihigkeit zur GC-Bindung besitzt (HOLLENBERG et al., 1985). Auf Ebene der
RNA hat die hGRf-Isoform nur einen Anteil von 0,2-1% an der gesamten hGR-Expression
(OAKLEY et al.,, 1996; TISSING et al.,, 2001). Auf Proteinebene variieren die Daten
aufgrund der fehlenden Spezifitit der verwendeten Antikorper stirker und erreichen bis zu
fiinfmal hohere Werte im Vergleich zum hGRa (DE CASTRO et al., 1996; HECHT et al.,
1997). Uber die Funktion der B—Isoform des hGR wird gestritten, eine Hypothese ist, das sie
die a-Isoform {iiber die Bildung eines Heterodimers inhibiert und ihr somit einen dominant
negativen Effekt zugeprochen wird (OAKLEY et al., 1999a). In mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (MNZ) von GC-resistenten Asthma-Patienten beschreibt LEUNG et al.
(1997) eine erhohte Expression der hGRB-Isoform als in MNZ von GC-sensitiven
Asthmatikern. GAGLIARDO et al. konnte diese Ergebnisse in einer weiteren Studie mit
Asthma-Patienten im Jahr 2000 nicht bestdtigen. Auch Transfektionsexperimente kommen zu
unterschiedlichen Ergebnissen: Einige Studien beschreiben einen negativen Effekt von GRf3
iiber GRaa (BAMBERGER et al., 1995; OAKLEY et al.,1999a), andere wiederum nicht
(HECHT et al., 1997; DE LANGE et al., 1999; BROGAN et al., 1999).

Die y-Isoform des hGR wurde 1999 von RIVERS et al. beschrieben. Diese Splicevariante
besitzt zusétzlich drei Basenpaare in der DNA-bindenen Doméne zwischen Exon 3 und 4, die
fiir die Aminosdure Arginin codieren. Diese Isoform hat einen Anteil von 3,8-8,7% an der
gesamten GR-mRNA-Population und es ist unklar, ob es sich bei dieser Variante um eine
eigene Form oder um eine Unterform der o—, f— und GR-P- Isoform handelt.
Untersuchungen mit GC-resistenten Lungenkarzinomzellen zeigen, dass die y-Isoform eine
um 50% verminderte biologische Aktivitit gegeniiber dem Wildtyprezeptor besitzt (RAY et
al., 1996). GERDES et al. (2001) untersuchte bei kindlicher ALL die mRNA der y-Isoform
mittels ,,real-time“-PCR und postulierte eine Verbindung zwischen dieser Form des hGR und
dem schlechten Ansprechen auf GC bei kindlichen ALL-Patienten.

Die GR-P Isoform wird von Exon 2-7 codiert und ist aufgrund der fehlenden
Ligandenbindungsdoméne nicht imstande GC zu binden (MOALLI et al., 1993). Die GR-P-
Transkripte bilden einen Anteil von 10-20% an der gesamten GR mRNA, in einigen kleinen
Patientenkollektiven (ALL, Non-Hodgkin-Lymphom, multiples Myelom) wurde sogar ein
Anteil von bis zu 54% an der gesamten GR mRNA gemessen (KRETT et al., 1995;
SEGEREN et al., 1999; TISSING et al., 2001). Transfektionsexperimente mit GR-P in
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malignen, hdmatopoetischen Zellen fiihrten zu einer verstirkten Aktivitit der GRo-Isoform
(DE LANGE et al., 2001). Weiterhin konnte keine Verbindung zwischen dem Ansprechen auf
GC bei Patienten mit multiplem Myelom und dem Gehalt von GRa, GRf und GR-P
Isoformen hergestellt werden.

Der fiinfen Variante, der hGR-A, fehlen Exon 5-7, so dass Exon 4 direkt an Exon 8 grenzt. Es
liegen keine Informationen iiber das Expressionsverhalten oder iiber die Funktion dieser

Variante vor (MOALLI et al., 1993).

1.5 Wirkungsweise des humanen Glucocorticoidrezeptors

Im ligandenfreien Zustand liegt der hGR im Cytoplasma der Zelle als heteromerer Komplex
mit einem Molekulargewicht von etwa 310 kDa vor (GUSTAFSSON et al., 1989). Hierbei
sind an dem hGR mehrere unterschiedliche Proteine gebunden, zwei sogenannte Hitze-
Schock-Proteine (HSP90) mit einem Molekulargewicht von 90 kD bzw. 70 kD (HSP70) und
Immunophyline (DALMAN et al., 1991; REXIN et al., 1992). In dieser inaktiven Form kann
der hGR nicht an die DNA binden (DENIS et al., 1989).

Cortisol, das natiirliche menschliche Hormon und die verschiedensten synthetischen
Glucocorticoide, z.B. Dexamethason, diffundieren passiv durch die Lipiddoppelmembran der
Zellwand in die Zelle. Daneben wurde auch ein aktiver Transport fiir Cortisol beschrieben
(GIORGI & STEIN, 1981; RAO, 1981). Die Glucocorticoide binden sich mit hoher Affinitat
und Spezifitidt nicht-kovalent an die spezifische Bindungsstelle des GR (DISTELHORST,
1989). Sie bewirken einen Mechanismus, der den hGR in mehreren Schritten von der nicht
DNA-bindenden in die DNA-bindende Form umwandelt. Es werden zwei
Modellvorstellungen fiir diesen Transformations-Prozess zur Zeit diskutiert: zum einen das
Heteromer-Dissoziationsmodell, bei dem HSP90, das HSP70 und die Immunophyline vom
hGR abdissoziieren und somit die DNA-Bindungsstelle freigeben (DENIS et al., 1988S;
GROYER et al., 1987; PICARD et al., 1988), zum anderen das Konformationsmodell, das
von einer intramolekularen Konformationsdnderung des hGR mit Freilegung der DNA-
Bindungsstelle ausgeht (GUSTAFSSON et al., 1987, HOLLENBERG et al., 1989). Die
Kernlokalisationssignal-Domédnen (NLS) werden aktiviert und der Glucocorticoid-hGR-
Komplex gelangt als Homodimer vom Cytosol in den Zellkern (DISTELHORST, 1989;
PICARD & YAMAMOTO, 1987).
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Im Nucleus bindet sich der aktivierte hGR mit den DNA-bindenden Doménen an spezifische
Sequenzen der DNA, die sogenannten Glucocorticoid-Response-Elements (GRE), die in
Folge eine Aktivierung oder Repression der Transkription des Zielgens erlauben (TSAI et al.,
1988). Die GRE befinden sich meist 5’ oberhalb des Promotors des entsprechenden Gens,
gelegentlich auch  3’seitig. Sie enthalten iibereinstimmend die Basensequenz
GGTT/ACANNNTGTT/CCT (BEATO et al.,, 1987; SCHEIDEREIT et al., 1989). Da
verschiedene Gene durch den hGR unterschiedlich reguliert werden, kann der hGR bei
identischem  Funktionsmechanismus in jedem Gewebe ein anderes spezifisches
Aktivitaitsmuster erzielen (HARRIGAN et al., 1989). Es treten Unterschiede in der Gewebe-
und Zelltypspezifitdt, in der Reaktion auf verschiedene Stimuli und in Verbindung mit

anderen Transkriptionsfaktoren auf.

Der Glucocorticoid-hGR-Komplex kann auch direkt mit Transkriptionsfaktoren wie
»activating-protein-1“(AP-1) oder dem Kernfaktor NF-kB interagieren und iiber die Bildung
eines Transrepressionkomplexes die transkriptionelle Aktivitit vom hGR, AP-1 und NF-xB
reprimieren (CIDLOWSKI et al, 1990). Hier haben die oben genannten
Transkriptionsfaktoren liber die Wechselwirkung mit dem hGR eine wichtige Funktion.
Weiterhin sind posttranskriptionelle Effekte des humanen GR beschrieben, wie z.B.
Veridnderung der mRNA-Stabilitit (CHOMCZYNSKI et al., 1986) oder Stimulation des
RNA-Transportes (GIGUERE et al., 1986).
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Abb.2: Reaktionskaskade des Glucocorticoidrezeptors.
A=Diffusion des Glucocorticoids in die Zelle. B=Bindung
des Steroids an den Glucocorticoidrezeptor, der als Komplex
an mehrere Proteine gebunden (HSP90;HSP70 und
Immunophyline,IP) im Cytosol vorliegt. C=Aktivierung des
Glucocorticoidrezeptors durch Losung aus dem Komplex
und Konformationsidnderung des Glucocorticoidrezeptors.
D=Translokation des Rezeptors in den Zellkern. E=Bindung
des Glucocorticoidrezeptors als Dimer an spezifische DNA-
Sequenzen, sogenannte Glucocorticoid-Response-Elements
(GRE), und Aktivierung der Transkription eines
glucocorticoid-sensitiven Genes durch Stabilisierung des
Transkriptionskomplexes (RNA-Polymerase).

(modifiziert nach Karl & Schulte, 1994)

1.6 Regulation des humanen Glucocorticoidrezeptors

Die Regulation der Menge an funktionsbereitem GR erfolgt wahrscheinlich auf mehreren

Ebenen, zum einen transkriptionell (OKRET et al., 1986; KALINYAK et al., 1987;

ROSEWICZ

et

al., 1988), zum anderen posttranskriptionell,

wobei

der

nucleocytoplasmatische Transport, Verdnderungen der mRNA-Stabilitdt (VEDECKIS et al.,

1989), variable Effizienz der Translation, die Abbaurate und die Umwandlung einer aktiven
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und inaktiven Form des Rezeptors eine Rolle spielen (HOCK et al., 1989; SVEC, 1990;
GUSTAFSSON et al., 1990).

Die Autoregulation durch den Glucocorticoidgehalt in der Zelle konnte mehrfach
nachgewiesen werden (SVEC & RUDIS, 1981; VEDECKIS et al., 1989). Nach
Verabreichung von Dexamethason an humane und murine Lymphozyten wurde eine
Abnahme an hGR-mRNA um 50% verzeichnet (ROSEWICZ et al., 1988; BODWELL et al.,
1998). Der aktivierte hGR-Komplex besitzt die Fahigkeit, an die eigene kodierende DNA und
mRNA zu binden und somit die hGR-mRNA herunterzuregulieren. Dies geschieht entweder
durch Hemmung der Transkription oder durch Herabsetzen der Stabilitit und der Translation

der hGR-mRNA (BURNSTEIN et al., 1990).

1.7 Ziel und Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zur Aufklarung der molekularen Mechanismen zu
leisten, die zu einer Glucocorticoid-Resistenz bei Akuter Lymphatischer Leukdmie (ALL)
fithren. Mdgliche Ursachen wie Storungen in der Expression und / oder in der Funktion des
Glucocorticoidrezeptor ( u.a. Signaltransduktion), die zu einer fehlenden Glucocorticoid- und
Zytostatika-induzierten Apoptose fiihren, sollten mit Hilfe von GC-resistenten und sensiblen

Zelllinien und Priméarzellkulturen von ALL-Patienten untersucht werden.
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2. Material

2.1 Antikorper

2.1.1 Priméare Antikorper

Anti-Glucocorticoidrezeptor Kaninchenantikorper (E-20), cat #sc-1003, polyklonal IgG,
Anti-Glucocorticoidrezeptor Kaninchenantikorper (P-20), cat #sc-1002, polyklonal IgG,
Anti-FKBP-52 Ziegenantikorper (C-19), cat #sc-1802, polyklonal IgG

Anti-FKBP-51 Ziegenantikorper (F-13), cat #sc-11514, polyklonal IgG

Anti-HSP90 Mausantikorper, cat #sc-13119, monoklonal I1gG,,

Santa Cruz Biotechnology,

USA
Anti-Phosphoserin Mausantikorper, monoklonal Sigma, Steinheim
Anti-Glucocorticoidrezeptorf Kaninchenantikorper ABR, INC
Anti-HSP 90 Rattenantikorper, monoklonal StressGen, Victoria, Kanada
2.1.2 Sekundire Antikorper
Anti-Kaninchen IgG-Meerrettichperoxidase Antikorper
Anti-Ziege IgG-Meerrettichperoxidase Antikorper
Anti-Maus [gG-Meerrettichperoxidase Antikorper Santa Cruz Biotechnology,
USA
Anti-Ratte I[gG-Meerrettichperoxidase Antikdrper Prof. v. Figura, Abt.

Biochemiell, Universitét

Gottingen

2.2 Zellen

Humane periphere Blutlymphozyten von Kontrollpersonen wurden aus Vollblut der

Blutbank der Universitdtsklinik Gottingen gewonnen.
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Frische Knochenmarkproben stammen aus der Abt. Himatologie, Innere Medizin, der

Universitétsklinik Géttingen.

Mononukledre Zellen aus Knochenmark und Blut von ALL-Patienten, die ,,good-
responder-Zelllinie MHH-ALL-6 (T-ALL) und die ,,poor-responder“-Zelllinie MHH-
ALL-2 (c-ALL) wurden kryokonserviert von Prof. K. Welte, Abt. Kinderheilkunde der
Medizinischen Hochschule Hannover freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

2.3 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Pharmacia, Freiburg, hergestellt.

2.4 Enzyme

DNase 1 Boehringer Mannheim
Restriktionsenzyme

Taq DNA Polymerase Boehringer Mannheim
RNase H

Superscript ™ II Reverse Transcriptase GIBCO BRL, Eggenstein

2.5 Chemikalien und andere Materialien

Losungsmittel waren vom Reinheitsgrad ,,zur Analyse* (p.a.) und wurden von der Firma

Merck, Darmstadt, bezogen.

MEGAscript™ T7 Kit Ambion, Austin, USA
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Rontgenfilm Hyperfilm-MP, Hybond ECL,
Nylonmembran ,,Hybond-N*, Radiochemikalien

RNAzol B

Ammoniumpersulfat, Proteinassay,

TEMED

Ampicillin, DTT, p-Gal-Staining Set,

“Immunoprecipitation Kit (ProteinG)”

“Great EscAPe™ SEAP Reportersystem”,

“Luminescent 3-galacosidase Detection Kit”
Agarose ,,SeaKem*,“LMP*

Trypanblauldsung, Oligo(dT);2-13 Primer,
Flissigmedien: IMDM, AMV, OPTINEM I,
Transfektionsreagenz: DMRIE-C, FCS
“Mycoplasma Removal Agent”

Aprotinin, Bromphenolblau, Dodecylsulfat,
KCl, Leupeptin, PMSF; NaCl, Na,CO3;, NaOH
Zellkulturflaschen, Well-Platten, Kryordhrchen

BSA, EDTA, Tris

DNA-Bp-Leiter (50/100bp), NAP-5-Séulen

Amersham, Braunschweig

AGS, Heidelberg

BioRad, Richmond,USA

Boehringer Mannheim

Clontech, Palo Alto, CA, USA

FMC BioProducts,
Rockland, USA

GIBCO BRL, Eggenstein

ICN, Meckenheim

Merck, Darmstadt

Nunc, Wiesbaden

Paesel u. Lorei, Hanau

Pharmacia, Freiburg
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,,CHAPS, Seize™ X Protein G Immunprecipitation Kit®,
,»BCA Protein Assay Kit*

Qiaex-DNA-Bandenisolierungskit,
RNeasy-Minikit, RNeasy-Midikit,
SuperFect Transfektionsreagenz
Protease-Inhibitoren, Protein G-Agarose
Phenol-Chloroform-L&sung,
»rotiphorese Gel 30, ,, rotiphenol*

Ethidiumbromid

Ficoll-L3sung, PBS-Dulbecco ohne Ca*" Mg**
RPMI 1640

Gel-Slick™

Acrylamid, Bromphenolblau-Xylenxyanol,

DEPC, DMSO, Chloroquine, DEAE-Dextran,
Dexamethason, Geneticin, Guanidinthiocyanat,
HEPES, Na,HPO4, Mineral6l, Tetracyclin

2.6 Geriite

UV-Transilluminator 302nm, Vakuum Konzentrator

GPR Zentrifuge,UltrazentrifugeTL-100

Gelkammer ,,Agagel Maxi“,Geltrockner,

Thermocycler ,,Trio-Thermoblock*

Pierce, Rockford, USA

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Seromed, Berlin

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Bachhofer, Reutlingen

Beckmann, Miinchen

Biometra, Gottingen
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Semi-dry-Elekroblot-Kammer, Minigel-Kammer

Zentrifuge 5436

Minifuge GL, Brutschrank Typ 6060

Zentrifuge ,,Universal 16R*

Magnetriihrer mit Heizplatte

UV-Tisch 312nm mit Videodokumentation

Wasserbad RM20

Sterilbank ,,Flow Gelaire*

Netzgerit, Spectrophotometer

Tischzentrifuge

pH-Meter CG820

Gelkammer ,,Blue Vertical 160C*,

Hybridisierungsofen HB 400 C

Inverses Mikroskop

Luminometer LB953

BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Heraeus GmbH, Osterode

Hettrich, Tuttlingen

IKA-Werk, Staufen i. Br.

INTAS, Gottingen

mgw Lauda,Lauda-Konigshofen

Opera, Italien

Pharmacia, Freiburg

Qualitron, Korea

Schott, Hofheim a. Ts.

Serva, Heidelberg

Zeiss, Jena

Berthold, Pforzheim
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3. Methoden

3.1 Priaparation und Analyse von DNA

3.1.1.Reinigung und Konzentrierung von DNA

3.1.1.1 Reinigung durch Phenolisierung und Alkohol-Prizipitation

Zur Abtrennung von Proteinen aus DNA-Losungen wurde eine Extraktion mit Phenol-
Chloroform durchgefiihrt (SAMBROOCK et al., 1989; WALLACE, 1987), gefolgt von einer
Ethanolfdllung. Zu der DNA-L6sung wurde ein Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1,v/v/v) gegeben, durch Schwenken der GefdBle gut durchmischt und anschlieBend
durch Zentrifugation (7000x g, Smin, RT) eine erneute Phasentrennung erreicht. Die wissrige
Phase wurde abgenommen und zur Entfernung von Phenolresten mit einem Vol.
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v) extrahiert.

Zur Alkoholfdllung wurde die DNA-L6sung mit 1/10 Vol. 3 M Na-Acetatlosung (pH 5,2) und
2,5fachem Volumen Ethanol (96%, v/v, -20°C) versetzt. Die DNA wurde 30 min bei -80°C
oder mindestens 2 Stunden bei -20°C gefillt und anschlieBend durch Zentrifugation (16000x
g, 4°C, 25min) sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde mit 1 ml 70% Ethanol (-20°C)
gewaschen, getrocknet und in einem gewliinschten Vol. Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.
In einigen Fillen wurde eine Fillung mit 0,7 Vol. Isopropanol duchgefiihrt, die DNA aber

anschlieend wie nach Ethanolfallungen behandelt.

3.2 Isolierung von DNA

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Eine einfache und schnelle Methode hochreine Plasmid-DNA zu isolieren, ist mit der

Anwendung der Qiagen Plasmid Kits (Qiagen, Hilden) gegeben. In ,,Mini*,-,,Midi“- oder

,Maxi“-Praparationen konnen Plasmide aus Bakterienkulturen von 1-500 ml isoliert werden.
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Das AufschluBverfahren basiert auf einem modifizierten alkalischen Aufschlu3 (BIRMBOIM
et al., 1979). Die Reinigung der Plasmid- DNA erfolgt nach Proteinféllung durch SDS/NaOH
und Kaliumacetat iiber die ,,Qiagen-Saule*.

Die Plasmidreinigung erfolgte nach dem vom Hersteller angegebenen Protokollen. Je nach
verwendeter Qiagen-Sdule wurde ein entsprechendes Volumen Bakterienkultur bis zur
Séttigung bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation gesammelt und in
entsprechendem Volumen Puffer P1 aufgenommen. Der Bakterienaufschluf3 erfolgte durch
Zugabe von Puffer P2. Nach Sminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde Puffer P3 kalt
zugegeben und der Ansatz auf Eis fliir 20 Minuten inkubiert. In der sich anschlieenden
30miniitigen Zentrifugation (30000 x g, 4°C) prézipitierten die Proteine, so dafl der Plasmid-
iiberstand auf die Sédule geladen werden konnte. Zuvor wurde die Qiagen-Sdule mit Puffer
QBT voréquilibriert. Es wurde 2x mit Puffer QC gewaschen, danach die DNA mit Puffer QF
eluiert, mit 0,7 Vol Isopropanol bei -20°C gefdllt und 30 Minuten bei 15000 x g und 4°C
zentrifugiert. Anschliefend wurde die DNA mit 70% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und

in TE aufgenommen

Puffer P1 50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA
400 pg/ml RNase A

Puffer P2 200 mM NaOH
1% SDS

Puffer P3 2,55 M Kaliumacetat pH 4,8

Puffer QBT 750 mM NacCl
50 mM MOPS pH 7,0 oder Tris/HCI1 pH 7,0
15% Ethanol

Puffer QC 1000 mM NaCl
50 mM MOPS pH 7,0 oder Tris/HCI pH 7,0
15% Ethanol

Puffer QF 1200 mM NaCl

50 mM MOPS pH 8,0 oder Tris/HCI pH 7,0
15 % Ethanol
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3.2.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Das Protokoll (Qiagen-Gel-Extraction-Kit) war geeignet flir die Isolierung von 50 bp bis
50 kb DNA-Fragmenten aus 0,3 bis 2%igen Agarosegelen. Unter UV-Licht wurde die DNA-
Bande mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein
Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Das Gelstiick wurde mit 300 upl Solubilisierungslosung
QX1/100 mg Gel versetzt. Bei DNA-Mengen bis 10 pg wurden 30 upl der
Glasperlensuspension QIAEX II zugefiigt. Die Gelsolubilisierung und DNA-Adhésion fand
unter leichtem Schiitteln bei 50°C fiir 10 Minuten statt. AnschlieBend wurde fiir 30 Sekunden
bei 12000 rpm zentrifugiert und das Pellet je 1x mit 500 pl QX-I-Puffer und 2x mit 500 pl
PE-Puffer gewaschen. Das Pellet wurde dabei jedesmal zwischen den Waschschritten mit der
Pipette vorsichtig resuspendiert und danach 5 Sekunden abzentrifugiert. Nach dem letzten
Waschschritt wurde das Pellet 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet, anschlieBend
erfolgte die Elution der DNA durch Zugabe von 20 pl TE-Puffer bei Raumtemperatur. Die
QIAEX-Glasperlen wurden durch Zentrifugation (30 Sekunden 12000 rpm) entfernt und der
Uberstand vorsichtig abgenommen. Erfahrungsgemif lag die Ausbeute mit diesem Kit bei

20-40%.

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Je nach Molekulargewicht der zu trennenden DNA-Fragmente wurden 1%ige Agarosegele fiir
DNA Restriktionsfragmente und 2,5%ige Agarosegele fiir die Auftrennung von PCR-
Produkten verwendet. Nach Einwiegen der entsprechenden Agarosemenge in 1x TBE-
Laufpuffer wurde die Suspension im Mikrowellenherd kurz aufgekocht und nach Abkiihlen
auf 55°C mit Ethidiumbromid-Losung (20 mg/ml in H,Oy4) zu einer Endkonzentration von
0,5 pg/ml versetzt. Die DNA in wissriger Losung wurde mit einem 1/10 Volumen
Auftragslosung versetzt und auf das Gel geladen. Fiir die Elektrophorese, ebenfalls in 1x
TBE-Puffer, wurden Spannungen von 5-10 V/cm verwendet. Die DNA wurde durch UV-
Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids bei 366 nm sichtbar gemacht und
fotografiert. Zur Auftrennung sehr geringer DNA-Fragmentdifferenzen (60 Basenpaare)

wurden Gele mit 2,5% Sea Kem"/Agarose verwendet.
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10x TBE-Puffer 110 g Tris
55 g Borat
40 ml 0,5M EDTA; 8,0
ad 1000 ml H,O

10x Auftragslosung 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
60% Glycerin in H,O

3.3 Enzymatische Behandlung von DNA: Restriktionsanalyse

Mit Restriktionsendonukleasen werden Plasmide und chromosomale DNA sequenzspezifisch
geschnitten. Die Reaktion erfolgte in einem vom Hersteller empfohlenen Puffersystem, das in
der Regel als 10fach konzentrierte Stammlosung mitgeliefert wurde und bei einer fiir das
jeweilige Enzym idealen Temperatur von 1-3 h in einem Wasserbad bzw. Thermoblock. Die
Enzyme wurden bei -20°C bis zur Verwendung aufbewahrt. Je nach Enzym wurden 3-5
U/ug DNA eingesetzt (1U ist als die Aktivitdt definiert, die 1ug A—DNA in einer Stunde
vollstindig schneidet). Da der Lagerungspuffer der Enzyme zum Teil 50% Glycerin enthielt,
war beim enzymatischen Verdau von DNA darauf zu achten, dafl die Enzymlosung 0,1 Vol.
des Ansatzes nicht iiberschritt. Eine Glycerinkonzentration oberhalb von 5% kann zu
unspezifischem Schneiden oder zu Hemmung der Enzymaktivitit fiihren (FUCHS &
BLAKESLEY, 1983). Fiir ,,Doppelverdaus® wurden entweder Enzyme verwendet, die den
gleichen Puffer benétigen, oder es wurde zunichst die Verdauung im Puffer mit geringerer
Salzkonzentration durchgefiihrt, fiir das zweite Enzym wurde anschliefend die

Salzkonzentration erh6ht. Die Ansédtze wurden mithilfe von Agarosegelen tiberpriift.
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3.4 Amplifikation von cDNA-Fragmenten durch PCR

Die Methode der enzymatischen Amplifikation von DNA-Regionen unter Verwendung
spezifischer Polymerisationsstarter (,,Primer®) wurde von SAIKI et al. (1985) entwickelt.
Durch die Verwendung der thermostabilen Taqg-Polymerase (SAIKI et al., 1988) konnte die
Methode vereinfacht und automatisiert werden. Die PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)
erlaubt die selektive Anreicherung einer gewéhlten DNA-Region in einem einzigen
Reaktionsablauf und schafft ein spezifisches DNA-Fragment, das fiir ein weites Spektrum
nachfolgender Analysen verwendet werden kann. Die PCR verwendet zwei synthetische
Oligonukleotide, die spezifisch an je einem Ende der zu untersuchenden DNA-Region
hybridisieren (,,Annealing*) und als Primer fiir die DNA-Synthese durch die thermostabile
Polymerase dienen. Die PCR besteht aus drei Schritten:

1) Hitzedenaturierung der DNA

2) ,,Annealing® der Primer

3) Polymerisationsreaktion

Wiederholte Zyklen dieser drei Schritte resultieren in einer exponentiellen Amplifikation, da
die Polymerisationsprodukte des vorherigen Zyklus als zusétzliche DNA-Templates im
ndchsten Zyklus dienen.

Im folgenden ist ein typischer Reaktionsansatz fiir die Amplifizierung eines cDNA-Fragments

aufgefiihrt:

250-500 ng cDNA

0,8 uM je Primer

0,1 mM je dNTP

1/10 Volumen 10 x Tag-Puffer (100mM Tris-HCI, 500mM KClI,
15mM MgCl,; pH 8,3)

1 Unit Tag-Polymerase

H;Opig, ad Endvolumen von 25ul

Die Reaktionen wurden in einem Thermocycler (TRIO-Thermoblock, Biometra)

durchgefiihrt, deren Reaktionsbedingungen wurden wie folgt gewéhlt wurden:
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1) Denaturierung: 94°C, 3Minuten
,hot-start“: Zugabe der Taq-Polymerase

Denaturierung: 94°C, 1Minute

2) ,,Annealing”“:  Die ,Annealing“-Temperatur = wurde durch  Abschdtzen der
Schmelztemperatur der Oligonukleotide eingestellt. Als Faustregel wurde fiir jede A/T-
Paarung 2°C, fiir jede G/C-Paarung 4°C berechnet (THEIN & WALLACE, 1986).

Von SUGGS et al. (1981) wurde folgend beschriebene Formel zugrundegelegt:

Tm = 4x (G+C) + 2x (A+T)

Die Schmelztemperatur der Primer hdngt nicht nur von der Basenzusammensetzung, sondern
auch von vielen anderen Parametern, wie der Verteilung der G- und C-Nukleotide innerhalb
des Oligonukleotids, der Ionenstirke der Losung ab. Die optimale Annealingtemperatur mufl
deshalb experimentell ermittelt werden. Prinzipiell sollte das Annealing bei hochst moglicher
Temperatur ( hier zwischen 60 und 65°C ) und moglichst kurzer Zeitspanne (gewohnlich 30

Sekunden) vorgenommen werden.

3) Polymerisationsreaktion: 72°C, je nach Lénge des zu synthetisierenden Fragments (1min).

Die Anzahl der Reaktionszyklen hingt von der Menge der eingesetzten DNA, der Spezifitat
der Primer und der gewiinschten Menge an amplifizierter DNA ab. Gewdhnlich wurde die
PCR in 30 Zyklen durchgefiihrt.

Die PCR-Produkte wurden nach Ende der Reaktion durch Agarose-Gelelekrophorese

analysiert.

3.5 Préiparation und Analyse von RNA

Ein groBes Problem beim Umgang mit RNA sind Kontaminationen mit Ribonukleasen.
RNasen sind sehr stabile Enzyme, die im allgemeinen keine Kofaktoren bendtigen. Die
meisten RNasen werden durch alleiniges Autoklavieren nicht inaktiviert. Um

Kontaminationen zu vermeiden wurde folgendes beachtet:
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Das H,Opjq fiir die zur RNA-Priparation bendtigten Losungen wurde mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC) behandelt. DEPC inaktiviert RNasen durch kovalente Modifikationen. Das H,Op;q.
wurde mit 0,2% (v/v) DEPC unter starkem Schiitteln behandelt. Das H,O wurde anschlieBend
autoklaviert um das restliche DEPC zu entfernen. Samtliche Puffer und Lésungen wurden,
soweit moglich, autoklaviert bzw. steril filtriert. Beim Umgang mit RNA wurden prinzipiell

Handschuhe getragen und sterile Einwegpipetten benutzt.

3.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA

3.5.1.1 Guanidinium/Phenol-Chloroform-Methode

Ein modifiziertes Protokoll von CHOMZYNSKI & SACCHI (1987) wurde zur Isolierung von
Gesamt-RNA aus mononukledren Zellen von peripheren Blut und Knochenmark verwendet.
Die Methode kombiniert Guanidinium- und Phenol/Chloroform-Extraktion in einer Prozedur
unter Umgehung der CsCl-Gradienten-Ultrazentrifugation. Auf diese Weise kann innerhalb
weniger Stunden die Gesamt-RNA aus einer groBen Anzahl Proben isoliert werden. Die
mononukledren Zellen wurden, wie in Methode 3.8.4. beschrieben, isoliert, pelletiert und in 5
Vol. RNAzol (Biotecx lab., USA) lysiert, gemischt, mit 1/10 Vol. Chloroform versetzt und 5
Minuten auf Eis inkubiert. Die Proben wurden zur Phasentrennung in einer geeigneten
Zentrifuge fiir 15 Minuten bei maximaler Drehzahl und 4°C zentrifugiert. Die wéssrige Phase
wurde vorsichtig in ein Reaktionsgefdl tiberfiihrt und mit 1Vol. Isopropanol versetzt. Die
Inkubation erfolgte fiir 2 h bei -20°C, an die sich eine 15 miniitige Zentrifugation bei 4°C und
15.000 rpm anschloss. Zum Entsalzen wurde das Pellet mit 80% Ethanol gewaschen,

getrocknet und in 50 pl H,Opgpe gelost.

3.5.1.2 Gesamt-RNA-Isolierung iiber Silikagel-Membran

Mithilfe eines kommerziell erhiltlichen Kits (RNeasy'", Qiagen, Hilden) konnte aus
kleineren Zellmengen innerhalb von einer Stunde iiber hydrophobe Wechselwirkungen
Gesamt-RNA isoliert werden. Bis zu 1x10” mit PBS gewaschener Zellen wurden mit 350 ul

Lysispuffer (RLT) versetzt und mehrmals mit einer 10 ml-Spritze durch eine Kaniile mit
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0,6 mm Durchmesser gezogen, um die chromosomale DNA mechanisch zu scheren. Das
Homogenat wurde auf eine ,,RNeasy-Sdule” geladen und fiir 30 Sekunden bei 8.000 x g
zentrifugiert. Die Nukleinsduren hefteten sich durch hydrophobe Wechselwirkungen an die
Silika-Gel-Membran der Séule, das Eluat wurde verworfen. Mit 700 pl Puffer RW1 wurde die
Sdule gewaschen und erneut zentrifugiert, so dass Lysispufferreste entfernt wurden.
Darauthin wurde die Sdule 2x mit je 500 ul RPE-Puffer gewaschen, beim 2. Waschschritt
wurde die Sdule durch schnelles Zentrifugieren getrocknet (14000 rpm, 2 min). AbschlieBend
eluierte man die RNA mit 40ul H,Opgpc und bestimmte die Konzentration mittels
Spektralphotometer nach folgender Formel:

10D260 = 40},Lg RNA/ml

Um fiir weitere Analysen DNA-Kontaminationen auszuschlieen, behandelte man das Eluat

fiir 1h bei 37°C mit einer RNase freien DNase.

Reaktionsansatz:

DNase 1-Verdau: Gesamt-RNA-Lsg. 40ul
10 x Tag-Puffer 8,0ul
DTT 4,0ul (0,1 M)
DNase 1 3,0ul
RNAguard 1,0ul
H20DEPC 21,0].1_1

Nach der enzymatischen Behandlung erfolgte eine Phenol-Chloroformextraktion, die
wissrige Phase wurde mit 1/10 Vol Natriumacetat (3 M, pH 4,8) und 2,5 Vol Ethanol (96%)
bei -20°C fiir mindestens 2 h gefillt. Zum Entsalzen wurde das durch Zentrifugation erhaltene
Pellet mit 80% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50l H,Opgpe gelost. Die RNA-Ldsung

wurde bis zur weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt.
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3.5.2 Herstellung von cDNA aus Gesamt-RNA und aus in-vitro-transkribierter RNA

Die Synthese von komplementirer DNA (cDNA) aus Gesamt-RNA wurde mit M-MLV
reverser Transkriptase (Superscript II, Gibco BRL) durchgefiihrt. Die isolierte, mit Ethanol
oder Isopropanol gefillte RNA wurde dazu in HyOpgpc gelost und mit einem genspezifischen
Primer fiir 10 min bei 70°C denaturiert. Nach 2miniitigem Abkiihlen auf Eis wurde folgender

Ansatz zusammengegeben:

Primer(10pmol/ul) 2,0 pl
denat.RNA (200-500ng) 9,0 ul
5x RT-Puffer 4,0 ul
0,l M DTT 2,0 ul
10 mM dNTPs 1,0 pl
RNase Inhibitor (40U/ul) 1,0 pl
Reverse Transkriptase (RT) 1,0 pl

Dieser Ansatz wurde 1,5 h bei 42°C inkubiert und anschlieBend 15 min bei 70°C inaktiviert.
Wurde das Template flir eine Amplifikation mittels PCR verwendet, behandelte man den
Ansatz mit 1 Unit RNase H fiir 1 h bei 37°C, um RNAs, die eventuell die PCR behindern

konnten, zu eliminieren.

3.6 RNA-Synthese: In-vitro-Transkription

Mithilfe eines kommerziell erhidltlichen Kits (Megascript™, Ambion) konnte innerhalb
weniger Stunden aus 1pg DNA-Template 120 pg RNA  synthetisiert werden.
Ausgangsmaterial war ein 314 bp grof3es, iiber PCR amplifiziertes cDNA-Fragment des hGR
mit T7-Polymerase-Bindungsstelle. Die synthetisierte RNA wurde spéter als interner

Standard fiir die quantitative, kompetitive RT-PCR benétigt.

Folgender Reaktionsansatz wurde 4 h bei 37°C inkubiert:

DNA-Template (1pg) 8 ul
10 x Transkriptionspuffer 2 ul
ATP-Lsg 2 ul
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CTP-Lsg 2 ul
GTP-Lsg 2 ul
UTP-Lsg 2 ul

Enzym-Mix (T7-RNA-Polymerase)

RNase-Inhibitor, 50% Glycerol) 2 ul
Nach Ende der Transkriptionsreaktion wurde das DNA-Template mit 2 U DNase 1 (RNase-
frei) in 45 Minuten bei 37°C degradiert. Um die enzymatische Reaktion abzustoppen, wurde
das Reaktionsvolumen auf 135 pl H,Opgpc erhoht, der Ansatz mit 15 pl Ammoniumacetat-
Stoplosung versetzt und gemischt. Es folgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit
anschlieBender Isopropanolfillung der wéssrigen Phase fiir mindestens 2 h bei -20°C. Nach
Zentrifugation wurde das RNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert,

getrocknet und in HyOpgpc gelost.

3.7 Biochemische Methoden

3.7.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Der Proteingehalt einer Losung kann nach einer von BRADFORD (1976) entwickelten
Methode mit dem sog. Bio-Rad-Proteinassay gemessen werden. Der Nachweis beruht darauf,
dal das Absorptionsmaximum einer sauren LoOsung Coomassie Brilliant Blue nach
Ausbildung von Proteinkomplexen von 465 nm zu 595 nm verschoben wird. Die Analysen
konnen im Bereich von 0,2 bis 1,4 mg Protein/ml (Standardmethode) bzw. 1-25 pg/ml
(Mikromethode) durchgefiihrt werden.

Zundchst wurde eine Eichkurve mit einem Protein bekannter Konzentration (BSA) erstellt. 2-
20 ug BSA wurden in 1 Vol. von 0,8 ml 250 mM TRIS-HCI mit 0,2 ml Farblosung (Biorad-
Reagenz) gemischt. Nach 5-30 Minuten wurde die Extinktion bei 595 nm gegeniiber dem
Leerwert (0,8 ml 250 mM TRIS-HCI + 0,2 ml Farblosung) bestimmt. Mit den jeweiligen
Proteinproben wurde analog verfahren und deren Proteinkonzentration aus der Eichgerade

abgelesen.
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3.7.2 Auftrennung von Proteinen mit SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE)

Proteine wurden mithilfe der diskontinuierlichen SDS-Gelelekrophorese analysiert. Dabei
wurden sie zundchst in einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und in einem sich
direkt anschlieBenden, hoherprozentigen Trenngel ihrem Molekulargewicht entsprechend
aufgetrennt. Die Trenngellosung wurde nach vorsichtigem Mischen zwischen zwei durch 1,0
mm dicke Abstandshalter voneinander getrennte Glasplatten gegossen. Nach Uberschichten
mit Isopropanol ldsst man das Gel in vertikaler Lage polymerisieren. Danach dekantiert man
das Isopropanol und giesst das Sammelgel direkt auf das Trenngel. Nach Einsetzen eines
Kammes ldsst man das Sammelgel in vertikaler Lage polymerisieren. Anschliefend wurde
das Gel in eine Vertikalapparatur eingespannt und die Reservoirs mit Laufpuffer gefiillt. Die
Proteinlysate wurden mit 4x Ladepuffer (Roth) versetzt, 5 min bei 100°C denaturiert und
nach Entfernen des Kamms in die Taschen des Gels transferiert. Die Elektophorese erfolgte
bei 120 Volt, ein Proteinmarker (Rainbow-Marker, @Amersham) wurde zur
GroBenbestimmung mitgefiihrt. Nach ca. 1,5 h wurden die Glasplatten vorsichtig voneinander
getrennt, das Gel mit den Proteinen entweder mit Coomassie oder Ponceau S-Losung geférbt

oder die Proteine mittels Elektroblot auf eine PVDF-Membran tibertragen.

Trenngel-Losung:  6-15% Acrylamid; 0,16-0,4% N,N’-Methylenbisacrylamid;
350 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED

Sammelgel-Losung: 5% Acrylamid; 0,13% N,N’-Methylenbisacrylamid; 125mM Tris-HCI
pH 6,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED

Laufpuffer: 25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1% SDS

3.7.3 Fiarbung von Proteinen nach SDS-PAGE

Proteine, die durch eine SDS-PAGE aufgetrennt werden, konnen durch Farbstoffe wie
Coomassie-Blau oder Ponceau S sichtbar gemacht werden. Dazu wurde das Gel fiir mind. 30
min in 0,5 ml/cm® Gelfliche Firbeldsung inkubiert und danach solange entfirbt, bis die
Proteinbanden gut zu erkennen waren.

Coomassie-Losung: 0,2% Coomassie-Brilliant-Blau; 50% Methanol; 7,5% Essigsdure
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Ponceau-S-Losung: 0,1% Ponceau S; 30% Methanol; 15% Essigsédure

Entfarbe-Losung: 50% (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsédure

3.7.4 Western-Blot-Analyse

Proteine, die in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt worden sind, wurden mit einer ,,Semi
dry“-Elektroblot-Kammer (BioRad, Miinchen) auf eine PVDF-Membran iibertragen. Hierzu
wurde das Gel zusammen mit einer in Methanol dquilibrierten PVDF-Membran luftblasenfrei
zwischen je drei Lagen mit Transferpuffer getranktem 3MM Whatman-Papier gelegt. Die
Elekroden umschlossen das ,,Sandwich® und der Transfer erfolgte bei 0,8 mA/ cm?
Membranfliche fiir 1h.

Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen
lh in 5% fettfreier Milch in TBS bei Raumtemperatur geschwenkt und anschlieBend tiber
Nacht mit dem Primédrantikdrper (in der vom Hersteller empfohlenen oder einer empirisch
ermittelten Verdiinnung) in 5% BSA bei 4°C unter Schwenken inkubiert. Die Membran
wurde anschliefend dreimal fiir 5 min in TBST gewaschen und danach 1h bei RT mit dem
Sekundirantikorper (in der vom Hersteller empfohlenden Verdiinnung) in 5% fettfreier Milch
in TBS (0,1 ml/cm* Membranfliche) inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen in TBS
wurden die Proteine, die vom Antikorper erkannt worden sind, sichtbar gemacht. Die
verwendeten Meerrettichperoxidase-konjugierten Sekundirantikorper konnten mit dem ECL-
System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) detektiert werden. Daflir mischt man zwei
ECL-Losungen im Verhéltnis 1:1 und bedeckt damit fiir 5 min die Membran vollstindig.
Nach Entfernung iiberschiissiger Fliissigkeit wurde die Membran in Haushaltsfolie
eingeschlagen und in einer Kassette gegen einen Rontgenfilm exponiert. Die
Expositionszeiten lagen zwischen 10 sec. und 15 min und richteten sich nach der
Expressionsstdrke des Proteins.

Transferpuffer: 48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20% Methanol
TBS: 20 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 7,5
TBST: TBS + 0,1% Tween 20
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3.7.5 Immunprizipitationen

Immunprézipitationen wurden unter Verwendung von Protein G-Agarose (Roche, Mannheim)
durchgefiihrt. Das aus Bakterienzellwénden isolierte Protein G besitzt eine hohe Affinitit zum
Fc-Teil von Antikérpern. Durch an Protein G gebundene Antikdrper kann ein Antigen aus
einer Losung, z.B. einem Zellsolubilisat, gebunden und isoliert werden.

Fiir die Herstellung der Proteinextrakte wurden 5x10°%1x10" Zellen von der ,»Zood-
responder*“-Zelllinie MHH-ALL-6 und ,,poor-responder‘-Zelllinie MHH-ALL-2 verwendet.
Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und mit 1 ml CHAPS-Lysis-Puffer in einem
1,5 ml Reaktionsgefdl auf Eis lysiert. Die unldslichen Zellbestandteile wurden durch
Zentifugation (500 x g, 5 min, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand, in dem sich die
Proteinkomplexe befanden, wurde mit 50 pl Protein G-Agarose fiir mindestens 3 h bei 4°C
unter Schiitteln vorinkubiert, um unspezifisch bindende Proteine zu immobilisieren und somit
zu eliminieren. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation bei 12000 x g fiir 20 s, das dabei
entstehende Pellet mit unspezifisch gebundenen Proteinen wurde verworfen. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt, mit 5 pul spezifischen Antikérper (200 pg/ml)
versetzt und fiir 1 h bei 4°C unter Schiitteln vorinkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 50
ul Protein G-Agarose und eine Inkubation fiir mindestens 3 h bei 4°C in einem iiber Kopf
rotierenden Schiittler. Die entstandenen Protein-Antikorper-ProteinG-Agarose-Komplexe
werden fiir 20 s bei 12000 x g sedimentiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das
Sediment mit den préizipitierten Proteinen wurde in 1 ml Wasch-Puffer]l aufgenommen und
fiir 20 min bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Nach einer Zenrifugation (1200 x g, 20 s) wurde
das Sediment erneut in 1 ml Waschpuffer 1 aufgenommen, fiir 20 min bei 4°C inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert. Das Sediment wurde dann in 1 ml Waschpuffer 2, einem
Hochsalzpuffer, aufgenommen und fiir 20 min bei 4°C inkubiert und anschlieend
abzentrifugiert. Die Immunkomplexe wurden im letzten Waschschritt mit 1 ml eines
Niedrigsalz-Puffers, dem Waschpuffer 3, wie zuvor behandelt und konnten dann mit 25-75 ul
SDS-Probenpuffer hitzedenaturiert, erneut zentrifugiert und zur Elekrophorese auf das SDS-

PAGE-Gel geladen werden.

CHAPS-Lysis-Puffer:2% CHAPS; 50 mM Hepes, pH 7,4; 200mM NaCl; I mM Benzamidin;
Protease-Hemmer-Mix (Chymostatin, Leupeptin, Antipain, Pepstatin)
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Waschpufferl: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0,5% SDS;
Protease-Hemmer-Mix

Waschpuffer2: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 500 mM NacCl; 0,1% NP-40; 0,05% SDS

Waschpuffer3: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,1% NP-40; 0,05% SDS

SDS-Probenpuffer: 125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 30% Glyzerin; 4% SDS; 0,002%
Bromphenolblau; 2% Mercaptoethanol vor Gebrauch zugeben

3.8 Zellbiologische Methoden

3.8.1 Reaktivierung von Zellkulturen

Eingefrorene Zellkulturen wurden zur Reaktivierung im Wasserbad bei 37°C aufgetaut,
schnell mit 10 ml auf 37°C vorgewarmtem Kulturmedium gemischt, in Zellkulturschalen

iberfiihrt und bei 37°C in einer Atmosphére aus 5% CO, und 95% Luft kultiviert.

3.8.2 Kryokonservierung von Zellen

1-2 x 10" Zellen wurden sedimentiert und anschlieBend in 10% (v/v) DMSO
(Dimethylsulfoxid), 20% (v/v) FCS und 70% Medium aufgenommen. Die Zellen wurden in
Kryorohrchen bei —20°C langsam abgekiihlt und mehrere Tage bei —80°C gelagert und
anschlieBend in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.
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3.8.3 Suspensionszellkultur

Zelllinien und Primérzellen wuchsen in Suspension und wurden in IMDM-Medium (+10%
FCS) in einer Zelldichte von 1 x 10 Zellen/ml Medium bei 37°C in einer Atmosphire aus 5%
CO; und 95% Luft gehalten.

3.8.4 Isolierung von mononukleiren Zellen (Lymphozyten und Lymphoblasten)

Unter Ausnutzung der unterschiedlichen Dichten der verschiedenen Blutzellen wurden durch
Dichtegradienten-Zentrifugation mononukledre Zellen gewonnen. Mit EDTA versetztes
Vollblut oder Knochenmark wurde mit 1 Vol. PBS (ohne Ca*" und Mg2+) verdiinnt. 30 ml
dieses Gemisches wurden iiber 12 ml Ficoll-Paque (Dichte=1,077) in einem 50 ml Falcon-
Zentrifugenrdhrchen (oder 10 ml iiber 4 ml in einem 15 ml Rohrchen) geschichtet.
AnschlieBend wurde 25 Minuten bei 850 x g zentrifugiert. Erythrozyten und Granulozyten
wandern durch das Ficoll, wihrend Monozyten (Dichte ca. 1,068), Lymphozyten (Dichte ca.
1,077) und Thrombozyten (Dichte ca. 1,063) sich in der Interphase ansammeln. Die Zellen in
der Interphase wurden vorsichtig abgezogen und 1 x fiir 10 Minuten mit PBS bei 850 x g vom
restlichen Ficoll befreit. Im Fall von Erythrozytenbeimengungen wurde diese durch
Aufnahme des Pellets in Erythrozytenlysispuffer und 5 miniitigem Plazieren auf Eis lysiert
und anschlieend in PBS gewaschen (5 Minuten bei 478 x g). Danach wurde 3 x je 7 Minuten
bei 136 x g zentrifugiert, bis die Thrombozyten herausgewaschen waren. Anschlieend

wurden die Zellen zur RNA- oder Proteinisolierung weiterverarbeitet.

Erythrozytenlysispuffer 155 mM NH4CI
10 mM KHCO3;
0,1 mM Na,EDTA, pH 7,4

PBS-Puffer (Dulbecco) 8000 mg/l NaCl
ohne Ca®" Mg 200 mg/1 KCl1
1150 mg/l NaH,PO4
100 mg/1 MgCl, x 6H,0
100 mg/1 CaCl,
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3.8.5 Lebendzellzahlbestimmung durch Trypanblaufirbung

Tote Zellen nehmen den Farbstoff Trypanblau auf, lebende dagegen schliefen ihn aus und
erscheinen im Mikroskop farblos. Nach dem Waschen der Zellen wurde ein Aliquot der
Zellen im Verhiltnis 1:1 mit Trypanblauldsung vermischt und kurz inkubiert. Die Anzahl
ungefarbter lebender Zellen wurde in einer Neubauer-Zdhlkammer durch Auszdhlen aller 16
c-Felder bestimmt. Die Zellzahl/ml wurde nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ml = gezihlte Zellen x Verdiinnung x 10*

Trypanblauldsung 0,25% Trypanblau
0,15 M NaCl

3.8.6 Internalisierungsexperimente mit ’H-markiertem Dexamethason

Um zu untersuchen, ob ,good“- und ,poor-responder- Zelllinien unterschiedlich
Glucocorticoide aufnechmen, wurden exemplarisch zwei Zelllinien “H-markiertes
Dexamethason angeboten.

Hierzu wurden je 5x10° Lympboblasten dreimal mit PBS gewaschen und mit 20 nM *H-
markiertem Dexamethason in einem Zeitraum von 10 bis 120 min bei 37°C im Thermoblock
inkubiert. Durch Zugabe von 100-fachem Uberschuss von unmarkiertem Dexamethason
konnte eine unspezifische Hormonbindung determiniert werden. Nach der Inkubationszeit
wurden die Zellen dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen, zentrifugiert und in 100 pl PBS
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein Szintillationsrhrchen mit 5 ml
Szintillationsfliissigkeit {iiberfiihrt, vermischt und im [-Zdhler des Szintillationsgerites

gemessen.

3.8.7 Transiente Transfektion von leukimischen Zellen

Kationische Lipide und Helferlipide (z.B. DMRIE-C, GIBCO BRL) binden iiber ionische
Wechselwirkungen mit der Liposomenoberfliche DNA und sind so fiir eine effiziente
Aufnahme von DNA in die Zelle verantwortlich. Es wurden ,,good* -und ,,poor-responder*-

Zelllinien und 16 Primérzellkulturen von ALL-Patienten (,,good"“- und ,,poor-responder*) mit
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dem Plasmid GRE-SEAP transient transfiziert, dass das Glucocorticoid-Responsive-Element
(GRE) besitzt, welches mit dem Reportergen, der sekretorischen alkalischen Phosphatase
(SEAP), fusioniert ist.

Die leukimischen Zellen wurden auf 5 x 10° Zellen/ml (Lebendzellzahl) mit
serumreduziertem OPTI-NEMI-Medium (GIBCO BRL) eingestellt. Eine 24-Loch-Platte
wurde mit 100 pul OPTI-NEMI-Medium pro Loch beladen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
von jeweils 1,2 ul DMRIE-C-Reagenz/Loch. Nach vorsichtigem Mischen der Reagenzien
wurde die Platte bei Raumtemperatur fiir 10 min inkubiert. In dieser Zeit wurde die zu
transfizierende Plasmid-DNA-Losung auf 1,2 pg Plasmid in je 100 pl OPTI-NEMI-Medium
vorbereitet. Nach Beendigung der Inkubation wurde dieses Plasmid-Medium-Gemisch in
jedes Loch (bis auf die Kontollansidtze) gegeben, vorsichtig gemischt und 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 40 pl der Zellsuspension (5 x 10°
Zellen/ml) in jedes Loch auf die vorliegenden Lipid-DNA-Komplexe pipettiert und bei 37°C
im Brutschrank (5% CO,-Atmosphédre) fiir 4 h inkubiert. Im letzten Schritt erfolgte die
Zugabe von jeweils 400 pl IMDM-Medium+15% FCS bzw. serumfreies AMV-Medium
(GIBCO BRL). Nach 24 h Inkubation im Brutschrank wurden die serumfrei gehaltenen
Zellen mit Dexamethason (1x10°M) induziert. Paralell erfolgten Transfektionen mit pGRE-
SEAP ohne Dexamethasoninduktion als Negativkontrolle, deren Reportergen-Aktivitidt wurde
als Hintergrundaktivitit gewertet und subtrahiert und Transfektionen mit dem Plasmid
pSEAP2-Control (Clontech) als Positivkontrolle. Die Ernte aller Zellen erfolgte nach 60 h,

nach dieser Zeit wurde das Reportergen am stirksten exprimiert und ins Medium sezerniert.

3.8.8 Reportergenanalyse

Nach Aktivierung des GRE, das fusioniert mit einem Thymidinkinase-Promotor im Plasmid
vorliegt, wird als Reportergen die sekretorische alkalischen Phosphatase (SEAP) exprimiert
und kann iiber eine Chemilumineszenzmessung nachgewiesen und quantifiziert werden. Der
Nachweis wurde mit dem ,,Great EscAPe™ SEAP Reportersystem* der Firma Clontech
erbracht. Pro Versuch bendtigte man 15 ul Zelliiberstand, der durch einen
Zentrifugationschritt von ca. 100 pl Zellkultur gewonnen wurde. Die 15 pl Probe wurde in ein

Reaktionsgefd3 iiberfithrt und mit 45 pl 1xVerdiinnungspuffer (Clontech) vermischt. Die
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Probe wurde fiir 30 min bei 65°C in einem Wasserbad inkubiert, danach fiir 3 min auf Eis
abgekiihlt und bei Raumtemperatur dquilibriert. 60 pl Assay-Puffer (Clontech), der den
Phosphatase-Inhibitor L-Homoarginin enthielt, wurde zur Probe hinzugegeben und der
Ansatz fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe des
Substrates, 1 Volumenteil 25 mM CSPD wurde mit 19 Volumenteilen Chemilumineszenz-
Enhancer verdiinnt und 60 pl dieser Verdiinnung wurde zu dem Probenansatz gegeben. Nach
einer 10 min Inkubation bei Raumtemperatur konnte die Messung in einem Zeitraum bis zu 1
h erfolgen. Es wurden Dreifachansidtze gewihlt und nach der Messung im Luminometer der

Mittelwert gebildet.

3.8.9 X-Gal Farbung

Mithilfe der X-Gal Féarbung kann eine B-Galaktosidase-Expression in Zellen nachgewiesen
werden. Die Zellen wurden hierfiir mit dem Plasmid B-gal Control (Clontech), welches [3-
Galaktosidase als Reportergen besitzt, transient transfiziert (s. Methode 3.8.7.). Zur
Durchfiihrung der X-Gal Féarbung wurden die transfizierten Zellen einmal mit PBS
gewaschen und anschlieBend 15 min bei Raumtemperatur mit 0,5 ml Fixierungslosung
inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte mit PBS, worauf die Zellen bis zu einer
Woche bei 4°C in PBS gelagert oder direkt angefarbt werden konnten. Zur Anfiarbung wurden
die Zellen in 0,5 ml Férbelosung aufgenommen und in eine 24-Loch-Platte iiberfiihrt. Die
Farbentwicklung erfolgte bei 37°C im Brutschrank fiir 0,5-3 h und wurde unter dem

Lichtmikroskop verfolgt.

Fixierungslosung Formaldehyd, 37%ig (w/v) 540 pl
Glutaraldehyd, 25%ig(w/v) 80 pl
PBS ad 10 ml

Die Losung wurde direkt vor Gebrauch hergestellt.

Férbelosung X-Gal-Stammldsung 0,5 ml
K3F6(CN)6 1,32 g
K4Fe(CN)x3H,0 1,69 g
PBS 9,3 ml
MgCl,, 200mM 0,1 ml

Lagerung bei —20°C. X-Gal und MgCl, wurden direkt vor Gebrauch zugesetzt.
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3.9 Statistische Methoden

Die durchgefiihrten statistischen Berechnungen nach der Reportergenanalyse (s. 3.8.8)
erfolgten mit dem EDV-Programm Statistica, Version 6.0.

Die Signifikanztestung (z.B. SEAP-Expressionen bei good- und poor-respondern) erfolgte
mittels des Mann-Whitney-U-Testes.

Gruppendifferenzen wurden als signifikant gewertet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit
unter 5% lag (p<0,05). Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit <1% (p<0,01) wurden die
Differenzen als hoch signifikant gewertet.

Die Berechnung der Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen erfolgte gemdl3 den

ublichen statistischen Methoden.
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4. Ergebnisse

4.1 Etablierung der quantitativen, kompetitiven RT-PCR

Zunéchst soll gekliart werden, ob das unterschiedliche Ansprechen kindlicher ALL auf GC-
Therapie auf verschiedenene Mengen an Glucocorticoidrezeptor in den Lymphoblasten
zurlickzufiihren ist.

Zur Quantifizierung der hGR-mRNA in Lymphozyten und Lymphoblasten kommt als
Methode die kompetitive RT-PCR zum Einsatz, die im Rahmen einer Diplomarbeit speziell
fiir den hGR etabliert wurde (HENNIG , 1997). Um quantitative Aussagen treffen zu konnen,
wurde ein verkiirztes Fragment der Ligandenbindungsdomine (LBD) des hGR als interner
Standard hergestellt, das die gleichen Primerbindungsstellen wie die Zielsequenz besitzt und
in der PCR mit dieser um die Primerbindung konkurriert.

Der interne Standard wurde als Kompetitor in unterschiedlichen Konzentrationen in einer
quantitativen RT-PCR eingesetzt, um eine Quantifizierung der mRNA in den zu

untersuchenden Patientenproben zu ermdglichen.

Verwendete Primer:
GR'LBDsense

5'- CTCACCCCTACCCTGGTGTCA -3’
GR'LBDantisense

5’- CATTGGTCGTACATGCAGGGTA -3’

In verschiedenen Reaktionsansidtzen wurde jeweils die gleiche Menge Gesamt-RNA aus
mononukledren Zellen von ALL-Patienten bzw. gesunden Kontrollpersonen mit
abnehmenden Mengen an interner Standard-RNA zusammen in einem Reaktionsgefd3 revers
transkribiert und anschlieBend RNaseH behandelt. 1/10 Vol. des cDNA-Ansatzes wurde in
einer PCR, unter optimierten Reaktionsbedingungen, mit dem Primerpaar (GR-LBDgense,

antisense) amplifiziert.

Da die Zielsequenz und der interne Standard unter identischen Bedingungen mit gleicher

Effizienz koamplifiziert werden (HENNIG, 1997), lassen sich die molaren Mengen an
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eingesetzter Patienten-RNA und internem Standard aus den PCR-Produktmengen ableiten.
Dabei ist die Produktmenge linear proportional zum Fluoreszenzsignal der entsprechenden
Bande im ethidiumbromidgefirbten Agarosegel. Bei der Auswertung wurde ein
Korrekturfaktor beriicksichtigt, da es sich bei der internen Kontrolle um ein 60 bp verkiirztes
Fragment handelt, das aufgrund der Deletion weniger EtBr einlagern kann. Der
Korrekturfaktor wurde wie folgt berechnet:

Korr.Faktor = bp LBDg;s/bp ALBD
347bp/287bp
1,2

4.2 Quantitative Bestimmung der hGR-mRNA am Beispiel eines ALL-Patienten

Von den Ansédtzen der quantitativen, kompetitiven PCR wurde eine analytische
Gelelektrophorese durchgefiihrt (s. Abb. 3) und die Fluoreszenzsignale der EtBr-gefarbten
Banden unter UV-Licht als tif-Datei digitalisiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines
speziellen Computerprogramms (WinCam 2.2, Cybertech), das die Intensitit der
fluoreszierenden Banden ermittelt und als Flidchenprozente darstellt. Die Werte sind in
Tabelle 1 dokumentiert. Unter Beriicksichtigung eines Korrekturfaktors (s. 4.1) wurden die
Flachen ins Verhéltnis gesetzt und gegen die Menge an internem Standard graphisch
aufgetragen (s. Abb. 4). Anhand der sich ergebenden Gerade wurde bei einem

Flachenquotienten von 1 die Menge an GR-mRNA abgelesen.

Spur 1 2 3 4 5 6
LBD z;.1,.(%) / 10,11 13,83 21,56 21,54 31,52
ALBD(%) 83,3 26,62 19,69 13,03 9,31 2,52
ALBDy. (%) 100 31,94 23,63 15,64 11,17 3,08
ALBDy o / 3,16 1,71 0,73 0,52 0,098
LBDy;.
ALBD(fmol) 0,53 0,53 0,27 0,135 0,07 0,035
Korr.Faktor = 1,2

Tab. 1: Auswertung der fluoreszierenden Banden der Spuren 1-6 am
Beispiel eines ALL- Patienten
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M 1 2 3 4 5 6 K1 K2

800 bp
400 bp
«— 347 bp (LBD)
<— 287 bp (ALBD)
200 bp

Abb. 3: hGR-mRNA-Bestimmung am Beispiel eines
ALL- Patienten mit Hilfe der quantitativen,
kompetitiven RT-PCR im EtBr-gefirbten Agarosegel
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Abb. 4: Quantitativer Fluoreszenz-Plot am Beispiel eines ALL-Patienten
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4.3 Bestimmung der hGR-mRNA in Lymphoblasten und Lymphozyten

4.3.1 Quantifizierung der hGR-mRNA in Lymphoblasten des Knochenmarks von ALL-

Patienten und gesunden Kontrollpersonen

Ausgehend von 4-8 ml Knochenmark wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation
mononukledre Zellen gewonnen (s. Methoden 3.8.4). Die Zellen wurden gezdhlt (s. Methoden
3.8.5) und deren Gesamt-RNA isoliert (s. Methoden 3.5.1.2). Aus 1x10’ Zellen konnte
durchschnittlich 10 pg Gesamt-RNA isoliert werden. Die gewonnene RNA wurde durch
DNase von eventuell genomischen DNA-Kontaminationen befreit. In mehreren
Reaktionsansitzen wurden jeweils 250-500ng RNA Probe mit verschiedenen Mengen (1-
150pg ) an internem Standard versetzt, revers transkribiert und anschlieBend mit RNaseH
behandelt. 1/10 Vol. des cDNA-Ansatzes wurde in die kompetitive PCR eingesetzt. Nachdem
die PCR-Produkte in einem analytischen Agarosegel (2,5 %) aufgetrennt worden waren,
konnten die hGR-mRNA-Konzentrationen in den Patientenproben quantifiziert werden (s.

4.2).

Die Durchschnittskonzentration der hGR-mRNA in Lymphoblasten des Knochenmarks von
gesunden  Kontrollpersonen betrug 0,030 fmol/100ng RNA,(n=3; Sd=0,004).
Knochenmarkproben von weiteren gesunden Kontrollpersonen standen nicht zur Verfiigung.
Bei ALL-Patienten, die kaum auf eine initiale Glucocorticoidtherapie ansprachen (,,poor
responder®), lag die durchschnittliche Konzentration der hGR-mRNA bei 0,028 fmol/100ng
RNA (n=8; Sd=0,004) wihrend bei ALL-Patienten, die gut auf eine Therapie mit
Glucocorticoiden ansprachen (,,good responder), die durchschnittliche Konzentration der

hGR-mRNA bei 0,014 fmol/100ng RNA4.(n=5; Sd=0,014) lag.

4.3.2 Quantifizierung der hGR-mRNA in Lymphozyten des peripheren Blutes von ALL-

Patienten und gesunden Kontrollpersonen

Aus 8-16 ml frischem peripheren Vollblut von Kontrollpersonen und ALL-Patienten, denen
zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Glucocorticoide verabreicht wurden, konnten 5x10°

bis 5x10” mononukledre Zellen gewonnen werden (s. Methode 3.8.4). Die aus den Zellen



Ergebnisse

38

isolierte Gesamt-RNA wurde DNase verdaut und mit einer Titrationsreihe von internem

Standard in die RT-PCR eingesetzt.

Die iiber die quantitative, kompetitive RT-PCR ermittelte hGR-mRNA-Durchschnitts-

konzentration betrug im peripheren Blut von gesunden Kontrollpersonen 0,260 fmol/100ng

RNA4(n=5; Sd=0,063), in dem von ALL-Patienten (,,poor responder*) 0,035 fmol/100ng

RNAes (n=4; Sd=0,001). In mononukleédren Zellen von "good responder" wurde eine hGR-
mRNA-Konzentration von 0,064 fmol/100ng RNA, (n=4; Sd=0,019) ermittelt.

good responder poor responder Kontrollen
hGR(fmol/100ng hGR(fmol/100ng hGR(fmol/100ng
RNA,.) £Sd RNA.) £Sd RNA,.) £Sd
MNZ peripheres Blut | 0,064 +0,019; n=4 0,035+ 0,001; n=4 0,260 £+ 0,063; n=5
MNZ Knochenmark 0,014 £0,014; n=5 0,028 £ 0,004; n=8 0,030 £ 0,004; n=3

Tab. 2: Zusammenstellung der hGR-mRNA-Durchschnittskonzentrationen von ALL-

Patienten (good-und poor-responder) bestimmt mit quantitativer, kompetitiver RT-

PCR

o
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o
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0,3 [
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c
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Abb. 5: Quantitative, kompetitive RT-PCR Analyse des hGR-
mRNA-Gehalts in mononukleiiren Zellen (MNZ) im peripheren
Blut und Knochenmark von ALL-Patienten und Kontrollen

Der hGR-mRNA-Spiegel in MNZ des peripheren Blutes bei ALL-Patienten (,,good- und

»poor-responder) ist im Vergleich zu den MNZ des peripheren Blutes gesunder
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Kontrollpersonen um den Faktor 4-8 vermindert. Differenziert man die Patienten in ,,good"-
und ,,poor responder®, so zeigt sich bei den Patienten, deren Ansprechbarkeit auf GC gering
ausfiel (,,poor responder*) einen um Faktor 2 verminderter hGR-mRNA-Gehalt in MNZ des
peripheren Blutes. Im Knochenmark zeigt sich kein signifikanter Unterschied im hGR-
mRNA-Spiegel.

4.4 Aufnahmeexperimente von *H-markiertem Dexamethason in leukimischen
Zelllinien

Eine Ursache der Therapieresistenz von GC-resistenten Leukdmiezellen kdnnte eine gestorte
Aufnahme von GC sein, d.h. es konnten moglicherweise aktive Transportmechanismen
vorliegen, die GC direkt nach deren Aufnahme wieder aus den Zellen schleusen. Ein solcher
Export konnte auf einer Uberexpression des mdrl-Gens oder verwandter membranstindiger
Transportproteine beruhen. Es soll zundchst die intrazellulire GC-Konzentration (nach in
vitro Inkubation mit *H-Dexamethason) in GC-resistenten und -sensiblen Zelllinien bestimmt
werden. Hierzu wurden je 5x10° Lymphoblasten einer ,,good“- und einer ,,poor-responder*
Zelllinie 20nM “H-Dexamethason angeboten, und nach Inkubationszeiten zwischen 35 bis
120 min bei 37°C wurde die Aufnahme des radioaktiv markierten Glucocorticoids in den
Zellen im Szintillationsgerdt gemessen (s. 3.8.6). Nach 35 min wurde in der ,,good-
responder“-Zelllinie eine Radioaktivitit von 14917 + 864 cpm gemessen, die ,,poor-
responder*-Zelllinie hat im Mittel nur 6594 + 191 cpm “H-Dexamethason aufgenommen (s.
Tab. 3). Diese Differenz in der Aufnahme von *H-Dexamethason um den Faktor 2 war bis ca.
90 min gut erkennbar, nach 120 min verringerte sich diese Differenz aufgrund der hohen
Standardabweichung bei der ,,good-responder“-Zelllinie. Die Aufnahmeexperimente zeigten,
dass die ,,poor-responder“-Zelllinie im Vergleich zur ,,good responder“-Zelllinie das
Glucocorticoid verzdgert aufnimmt und die Endkonzentration beim ,,poor-responder*
tendentiell geringer ist (s. Abb. 6). Transportinhibitoren wie Verapamil und Genistein
beeinflussten diese Ergebnisse nicht, so dass hauptsichlich die Aufnahme der Glucocorticoide
tiber Diffusion stattfand und es keinen Hinweis auf einen vermehrten aktiven Auswérts-

Transportmechanismus gibt (HENNIG et al., 2000).
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Zeit (min) | 35 | MW4Sd 60 MW+Sd 90 MW+Sd 120 MW+Sd
poor 6784 | 6594+ | 10906 | 8969+ | 11831 | 10193+ | 10919 | 10011 £
responder | 6403 191 7032 1937 8573 1620 9102 909
good 15780 | 14917 £ | 20330 | 16765+ | 19895 | 17310+ | 18985 | 15355+
responder | 14053 864 13199 3566 14725 2585 11725 3630

Tab. 3: Zusammenstellung der Ergebnisse der Aufnahme von 20nM *H-Dexamethason

bei einer ,,good*- und einer ,,poor-responder“-Zelllinie (Doppelansitze)
g p

20000 - |
: | [
c l\‘
o 15000 ’
N
X
8 <4
» 10000 -_— —_———
3 -1 =
-—
E <
e 5000 —e—good responder
—X =poorresponder
0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120
t [min]

Abb. 6: Internalisierungskinetik von 3H-Dexamethason (20mM) bei einer ,,good*“-
und einer ,,poor-responder*“-Zelllinie
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4.5 Bestimmung des hGR-Proteins in leukimischen Zelllinien

Der hGR liegt in seiner aktiven Form als Homodimer (aa) vor. Nach einer 1996 formulierten
Hypothese von de CASTRO et al. kann der hGR als Heterodimer aus einer a-Kette und einer
B-Kette (alternatives SpleiBBprodukt der a-Kette) die Bindung des Homodimers an das GRE
vermindern, d.h. als dominant negativer Inhibitor wirken (OAKLEY et al., 1999 a). Diese
Hypothese soll durch die Bestimmung des hGRo/B-Verhéltnisses bei einer ,,good*“- und einer
,poor-responder“-Zelllinie iiberpriift werden. Die meisten Untersuchungen zum Verhiltnis
der hGRo/B-Isoformen wurden auf RNA-Ebene durchgefiihrt (HONDA et al., 2000;
TISSING et al., 2001) und fiihrten zu widerspriichlichen Ergebnissen (OAKLEY et al.,
1999a; GAGLIARDO et al., 2000). Untersuchungen auf Proteinebene variieren sehr stark,
aufgrund fehlender Spezifitdt der verwendeten Antikorper. Der einzig kommerziell erhéltliche
Antikorper der bei Western-Blot-Analysen die B-Isoform des hGR erkennen sollte (Dianova),
war unspezifisch und auch nach vielen Optimierungsbemiithungen nicht einsetzbar. Es wurden
deshalb zwei polyklonale Antikérper eingesetzt, die indirekt den hGRf —Anteil bestimmt
haben. Ein Antikorper erkannte den N-Terminus des hGR und somit beide Isoformen o und
B. Ein weiterer Antikorper erkannte spezifisch den C-Terminus der a-Isoform und besall
keine Kreuzaktivitdt zur p-Isoform des hGR. Wertete man die Signalstirken der
Autoradiogramme der Western-Blots densitometrisch aus, so zeigte sich, dass die ,,poor-
responder®- Zelllinie im Vergleich zur ,,good-responder“-Zelllinie einen um 40% reduzierten
Anteil an hGRa—Protein besal3 (s.Abb.7 unten). Der Anteil an hGR-Protein miisste demnach
in der ,,poor-responder“-Zellinie grosser sein als in der ,,good-responder“-Zelllinie, da kein
quantitativer Unterschied in der Expression des Gesamtproteins (o+f3) nachgewiesen wurde

(s.Abb.7 oben).

responder:
good  poor

T e

responder:
good  poor

f—— ) anti-hGR o AK

Abb. 7: Westernblot-Analyse bei einer ,,good*- und einer ,,poor-responder*-Zelllinie
mit anti-hGRo+B-Antikorper und anti-hGRa-Antikérper
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4.6 Untersuchungen zur Signaltransduktionskaskade des hGR

4.6.1 Etablierung von transienten Transfektionen und Reportergenanalysen bei

Zelllinien und Primérzellen von ALL-Patienten

Glucocorticoide wirken, indem sie im Zellkern verschiedenartige genetisch festgelegte
Signale auslosen. Es sollte untersucht werden, ob die Signalwirkung des Glucocorticoids auf
den Kern der Leukidmiezellen von Patienten mit schlechten Ansprechen auf Glucocorticoide
(,,poor-responder*) gestort ist.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde ein System etabliert, mit dem Reportergen-
Analysen bei zwei ,,good- und poor-responder“-Zelllinien und 16 Kurzzeitkulturen von
Leukémieblasten durchgefiihrt werden konnten. Dazu wurden jeweils 2x10° Zellen mit dem
Plasmid GRE-SEAP transient transfiziert, welches den auf GC reagierenden
Sequenzabschnitt, das sog. GRE, einen Dexamethason-induzierbaren Promotor und als
Reportergen die sekretorische alkalische Phosphatase (SEAP) enthélt (s. Abb. 8.)

Es wurden mehrere kommerziell erhéltliche Transfektionsreagenzien getestet und fiir die
Leukémiezelllinien und die Primédrzellen optimiert. Die Transfektionseffizienz wurde tiber die
Aktivitdt der B-Galaktosidase in den Zellen gemessen und erlangte mit dem kationischen
Lipid DMRIE-C (Life Technologies) ihr Maximum. Der Prozentsatz transfizierter Zellen
betrug bei den leukdmischen Zelllinien ca. 30%, bei den Primérzellen nur 5%. Das optimale
Verhéltnis von Transferreagenz zur Plasmid-DNA betrug 1:1, die optimale Inkubationszeit
des Transfektionskomplexes belief sich auf 4 h und das Reportergen erreichte seine hochste

Aktivitdt nach 60 h.

Byill

pGRE-SEAP
: 4.9kh

Amp

Xbal

TB=Transcription Blocker

Abb. 8: Plasmid GRE-SEAP, mit dem die Zelllinien und Primérzellen von ALL-

Patienten transient transfiziert wurden
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4.6.2 Vergleich der Reportergenaktivititen zwischen ,,good“- und ,,poor-responder*-

Patienten

Von jedem Patienten (Primérzellkulturen) bzw. jeder Zelllinie erfolgten Dreifachansétze. Es
wurden jeweils 2x10° Zellen pro ,,Well“ (24Well-Platte) in serumreduziertem Medium mit
1,2 ug pGRE-SEAP und 1,2 ul DMRIE-C transient transfiziert (s. Methode 3.8.7). Nach 24 h
Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C unter 5% CO, Atmosphire erfolgte die Zugabe von
1x10°M Dexamethason zur Induktion des Reportergens SEAP. Kontrollansitze ohne
Dexamethasonzugabe wurden parallel dazu durchgefiihrt. Da SEAP ein sekretorisches
Reportergen ist, wurden 60 h nach der Transfektion die Uberstinde der Zellkulturen
gesammelt und jeweils Aliquots im Chemilumineszenz-Assay gemessen. Die
Expressionswerte des Reportergens wurden als relative Lichteinheiten (RLU) im

Luminometer gemittelt.

Die Reportergen-Aktivitit der ,,poor-responder“-Zelllinie lag mit 2563 + 320 RLU um den
Faktor 8 unter der Reportergen-Aktivitit der ,,good-responder*-Zelllinie (20613 + 2576 RLU;,
Abb.9). Kotransfektionen mit einem [3-gal-Plasmid (ohne GRE) zeigten anndhernd gleiche
Expressionswerte (poor-responder=727 RLU; good-responder=806 RLU; Abb.9), so dass von
einer gleichen Transfektionseffizienz ausgegangen wurde (HENNIG et al., 2000).

Neben den Zelllinien wurden die Reportergenaktivititen von 16 Primarzellkulturen von ALL-

Patienten mit dem Assay gemessen:

poor-responder 570 600 910 | 1080 | 1390 | 1400 | 1690 | 1810

good-responder 1530 | 1600 | 2100 | 2120 | 3310 | 3330 | 5410 | 5480

Tab. 4: Zusammenstellung der Messwerte von Reportergenaktivititen (RLU) der

Primirzellkulturen (8 ,,poor-responder* und 8 ,,good-responder* ALL-Patienten)

Die Werte beider Gruppen von Primérzellkulturen wurden mittels deskriptiver Statistik
(Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen) genauer untersucht: Bei good- und poor-

respondern erfolgte die graphische Darstellung im Box-Whisker-Plot (s. Abb.10). Zur
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respondern erfolgte die graphische Darstellung im Box-Whisker-Plot (s. Abb.10). Zur
Berechnung des Signifikanzniveaus (p) wurde der Mann-Whitney U-Test angewandt. Die
Expressionen des Reportergens SEAP bei poor-respondern waren im Vergleich zu good-
respondern  signifikant niedriger (Mediane: poor-responder=1235; (n=8); good-
responder=2715; (n=8); p=0,002; s. Abb.10). Das Konfidenzintervall (25-75%) lag fiir die
gemessenen Werte in der ,,poor-responder“-Gruppe im Bereich von 755-1545 RLU.
Demgegeniiber lagen die Werte in der Gruppe der ,,good-responder* fiir das entsprechende
Konfidenzintervall bei 1850-4370 RLU. Das p-Niveau zeigte mit einem Wert von 0,002 eine
hohe Signifikanz.

SEAP-Expression g-gal-Expression
25000 1000
20000 n=3 800 : n=3 1
15000 600
2 =2
z z
10000 400
5000 200
0 T ) 0
poor-resp good resp poor-resp good resp

Abb. 9: Aktivititen von Reportergenen (RLU) bei einer ,,poor“- und einer ,,good-

responder“-Zelllinie (links: SEAP-Expression; rechts: -Galaktosidase-Expression)
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Abb. 10: Aktivititen des Reportergens SEAP bei Primirzellkulturen von good- und
poor-respondern (Box-Whisker-Plot).

4.7 Untersuchungen zu Proteininteraktionen des hGR im Cytosol

Die bisher gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Reaktionskaskade des
humanen Glucocorticoidrezeptors bei ,,poor-responder gestort ist und somit zur Ursache der
GC-Resistenz beitragen kann. Voraussetzung fiir die Aktivierung GC-sensitiver Gene im
Zellkern ist die Aktivierung des hGR im Cytosol. Der hGR liegt als Heterokomplex gebunden
an HSP90 und Immunophilinen im Cytoplasma vor. HSP90 wirkt als Chaperon und ist
notwendig fiir die Bindung des hGR an das Hormon, nach erfolgreicher Bindung dissoziiert
das HSP vom hGR ab. Mutationen und eine verdnderte Expression der Chaperone kdnnten
mit reduziertem Ansprechen des hGR auf Glucocorticoide assoziiert sein. Die Zellen einer
,»Zood“- und einer ,,poor-responder*-Zelllinie wurden mit und ohne Dexamethason (100mM)

fir 1-3h bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit CHAPS-Puffer, einem schwachen
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Detergenz, das den hGR-Heterokomplex erhdlt, lysiert. Die Fillung des Komplexes erfolgte
entweder mit einem Antikdrper gegen hGRa oder hGR oder gegen HSP90. Nach mehreren
Waschschritten wurde der Proteinkomplex eluiert und in einem SDS-Gel aufgetrennt. Das
Gel wurde ,,geblottet” und es erfolgte eine Detektion mit den Antikérpern gegen HSP9O,
FKBP51 und FKBP52.

4.7.1 Der hGR im Komplex mit dem Hitzeschockprotein HSP 90

Da HSP90 als Chaperon fiir die Bindung des hGR an das Glucocorticoid notwendig ist und
beim Transport des hGR vom Cytosol in den Zellkern eine wichtige Rolle spielt
(DEFRANCO et al., 2000), wurde seine Expression bei ,,good“- und ,,poor-responder-
Zelllinien von ALL-Patienten untersucht. Western-Blot-Analysen mit Gesamtzelllysaten von
einer ,,good“- und einer ,,poor-responder- Zelllinie zeigten eine gleichstarke Expression von
HSP90 (s. Abb.11, Spur 1+2). Auch wenn die Zelllysate mit dem monoklonalen Antikdrper
gegen HSP90 und Protein G-Agarose prézipitiert wurden, konnte eine gleichstarke
Expression vom HSP90-Protein in ,,good*- und ,,poor-responder Zelllinien nachgewiesen
werden (s. Abb.11, Spur 3-6). Erfolgten Immunprézipitationen mit Antikoérpern gegen die
zwel Isoformen o und B3, so zeigte sich im Western-Blot bei beiden Zelllinien mehr HSP90-
Protein in Verbindung mit dem hGRo-Immunprézipitat (s. Abb.12, Spur 1+3) als im
Komplex mit hGRp (s. Abb.12, Spur 2+4). Demnach wiirde die hGRa-Isoform bei den
eingesetzten ,,good“- und ,,poor-responder*-Zelllinien mehr HSP90 binden als die hGRp-

Isoform.
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rﬁ—" e bd st ¢ 5PO)

Spur 1:  Gesamtzellllysat ,poor-responder®

Spur 2:  Gesamtzelllysat ,good-respoder”

Spur 3+5: Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit HSP 90 Antikérper
Spur 4+6: Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit HSP 90 Antikdrper

Abb. 11: Nachweis von HSP90-Protein in Gesamtzelllysaten und Immunprizipitaten

von ,,poor“- und ,,good-responder*“-Zelllinien

«

———— e I

Spur 1:  Immunpréazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit hGRa—Antikérper
Spur 2:  Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit hGRB—Antikdrper
Spur 3:  Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit hGRa—Antikdrper
Spur4: Immunpréazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit hGRB—Antikérper

Abb. 12: Nachweis von HSP90-Protein im Komplex mit hGRo und hGRp in

Immunprizipitaten einer ,,good“- und einer ,,poor-responder*“-Zelllinie
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4.7.2 Der hGR im Komplex mit den Immunophilinen FKBP 51 und FKBP52

Neben den Hitzeschockproteinen interagieren sogenannte Immunophiline im Cytosol mit dem
hGR-Komplex. Immunophiline sind hochkonservierte cis-transpeptidyl-propyl-Isomerasen,
die Immunsupressiva wie Cyclosporin, FK506 und Rapamycin binden. Immunophilin
FKBP51 ist nach DENNY et al. (2000) bei Primaten ein potentieller Inhibitor der GR-
Bindung. Seine Expression reduziert die Bindungsaffinitit des GR zum Dexamethason. Eine
mogliche Uberexpression von FKBP51 bei ,poor-responder konnte eine gestorte
Aktivierung des hGR erkldren. Ein weiteres Immunophilin, das FKBP52, soll eine
Verbindung zwischen dem GR-HSP90-Heterokomplex und cytoplasmatischem Dynein, ein
Motorprotein, das fiir den Kerntransport von GR tiber Mikrotubuli notwendig ist, vermitteln

(GALIGNIANA et al., 2001).

50 KD A—— < FKBP 51

35kD W

Spur 1+3: Gesamtzellllysat ,poor-responder” Zelllinie
Spur 2+4: Gesamtzelllysat ,good-respoder” Zelllinie

Abb. 13: Nachweis von FKBP51-Protein in Gesamtzelllysaten von einer ,,poor“- und

einer ,,good-responder*-Zelllinie

Der Western-Blot (Abb.13) zeigt, dass das Protein FKBP51 in Gesamtzelllysaten der,,poor-
und ,,good-responder-Zelllinie gleichstark vorhanden war. Da FKBP51 bei dieser ,,poor-
responder*“-Zelllinie nicht verstirkt nachgewiesen wurde, kann hier eine eventuell gestorte

Aktivierung des hGR nicht iiber die Uberexpression von FKBP51 erklirt werden.
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Nach Immunprézipitationen mit Antikorpern gegen hGRa in Lysaten von ,,poor*- und ,,good-
responder*“-Zelllinien konnte ein quantitativer Unterschied von FKBP51-Protein im Western-
Blot (s. Abb.14) in beiden Zelllinien festgestellt werden. Erfolgte keine
Dexamethasoninduktion vor der Zelllyse, so wurde im Immunprézipitat der ,,poor-
responder“-Zelllinie weniger FKBP51-Protein im Komplex mit hGRo vorgefunden (s.
Abb.14, Spur 1) als im Prézipitat der ,,good-responder-Zelllinie (s. Abb.14, Spur 3). Wurden
die Zellen mit Dexamethason vorinkubiert, so verhielt es sich umgekehrt: Im Immunprézipitat
der ,,poor-responder*‘-Zelllinie fand sich mehr FKBP51-Protein im Komplex mit hGRa (s.
Abb.14, Spur 2) als im Immunprézipitat der ,,good-responder*“-Zelllinie (s. Abb.14, Spur 4).

<+— FKBP 51

Spur 1:  Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit hGRo—Antikorper
ohne Dexamethason-Induktion

Spur 2:  Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit hGRo—Antikorper
mit Dexamethason-Induktion

Spur 3:  Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit hGRa—Antikérper
ohne Dexamethason-Induktion

Spur 4: Immunprazipitat einer ,good-responder* Zelllinie mit hGRo—Antikorper
mit Dexamethason-Induktion

Abb. 14: Nachweis von FKBP51-Protein im Komplex mit hGRa in Immunprézipitaten einer

»200d*“- und einer ,,poor-responder*“-Zelllinie (mit/ohne Dexamethasoninduktion)

Der Western-Blot von Abb.15 bestitigt das Ergebnis aus Abb.14. Nach einer dreistiindigen
Induktion mit 100nM Dexamethason wurden jeweils 1x10” Zellen einer ,,good“- und einer
,poor-responder“-Zelllinie mit CHAPS-Puffer lysiert und mit hGRa-Antikorper tiber Nacht
prazipitiert (s. 3.7.5). Nach mehreren Waschschritten wurde das Prézipitat auf einem 8%igen
Polyacrylamidgel (denaturierend) der Grof3e nach aufgetrennt, geblottet und die Membran mit

anti-FKBP51-Antikorper hybridisiert. Im Immunprazipitat mit hGRo der ,,poor-responder-
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Zelllinie wurde mehr FKBP51-Protein als im Prézipitat der ,,good-responder“-Zelllinie
nachgewiesen. Die alpha-Isoform des hGR scheint das FKBP51-Protein in der ,,poor-
responder*-Zelllinie auch nach Dexamethasongabe noch verstirkt gebunden zu haben. Nach
DAVIS et al. (2002) miisste dieses Immunophilin durch den Impuls von Dexamethason vom
hGR abdissozieren und der hGR somit aktiviert werden. Hier scheint dieser Aktivierungsweg
bei poor-respondern verdndert vorzuliegen, da ein hoher Anteil an FKBP51-Protein auch nach
einer Dexamethasoninduktion im Immunprézipitat der ,,poor-responder*-Zelllinie festgestellt

wurde (s. Abb. 14+15).

1 2
~ <+—— FKBP 51

Spur 1:  Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit hGRa—Antikérper
mit Dexamethason-Induktion

Spur 2:  Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit hGRa—Antikérper
mit Dexamethason-Induktion

Abb. 15: Nachweis von FKBP51-Protein im Komplex mit hGRa in Immunprizipitaten

einer ,,good“- und einer ,,poor-responder*“-Zelllinie nach Dexamethasoninduktion
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Neben FKBP51 ist das Immunophilin FKBP52, auch HSP56 genannt, bei der Aktivierung des
hGR von groBer Bedeutung. Nach einer Induktion mit Glucocorticoiden, hier mit
Dexamethason, miisste FKBP51 durch FKBP52 ersetzt und anschlieflend der aktivierte hGR
in Verbindung mit cytoplasmatischem Dynein zum Zellkern transportiert werden (DAVIS et
al., 2002). Mittels Immunprézipitationen und sich anschlieBender Western-Blot-Analyse
wurde der Frage nachgegangen, ob mdglicherweise im Cytosol der Zelllinien unterschiedliche
FKBPS52-Proteinmengen mit dem hGR komplexiert vorliegen und somit eine verdnderte
Translokation von aktivem hGR in den Nucleus und ein mdgliches Ausbleiben der

Aktivierung GC-sensitiver Gene erklirt werden konnte.

Nach Immunprézipitationen mit anti-hGRa-Antikérpern konnte weder in Lysaten von der
»poor-responder- noch in solchen der ,,good-responder“-Zelllinie das FKBP52-Protein
nachgewiesen werden (s. Abb.16, Spur 1+3). Wurden die Lysate beider Zelllinien mit anti-
hGRp-Antikdrpern prézipitiert, so zeigte sich in beiden Zelllinien ein spezifischer Nachweis
von FKBP52-Protein (s. Abb.16, Spur 2+4). Der Western-Blot zeigt, dass FKBP52-Protein in
Abwesenheit von Dexamethason allein von der beta-Isoform des hGR gebunden vorlag. Die
alpha-Isoform lag somit, in Abwesenheit von Dexamethason, sowohl bei der ,,good*- als auch
bei der ,,poor-responder“-Zelllinie nicht mit FKBP52 komplexiert vor. Weiterhin zeigt der
Western-Blot in  Abb.16 einen sehr starken Anteil an HSP90-Protein in allen
Immunprézipaten und in beiden Zelllinien. HSP90 konnte demnach in Abwesenheit von
Dexamethason einen Komplex mit der hGRa-Isoform allein und in Verbindung mit der

hGR-Isoform mit FKBP52 bilden.
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Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:

Spur 4:

<4+—— HSP90

— @ «—— FKBP 52

Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit hGRa—Antikérper
ohne Dexamethason-Induktion
Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit hGRp—Antikorper
ohne Dexamethason-Induktion
Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit hGRa—Antikérper
ohne Dexamethason-Induktion
Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit hGRp—Antikérper
ohne Dexamethason-Induktion

Abb. 16: Nachweis von FKBP52 und HSP90-Protein im Komplex mit hGRa und hGRp

in Immunprézipitaten einer ,,good“- und einer ,poor-responder“-Zelllinie (ohne

Dexamethasoninduktion)

Nach Dexamethasoninduktion konnte im Western-Blot in den Immunprézipitaten mit anti-

hGRpB-Antikorpern das FKBP51-Protein in der ,,good“- und ,,poor-responder*-Zelllinie

gleichstark nachgewiesen werden (s. Abb.17, Spur 1+2). FKBP52 konnte auch nach

Dexamethasoninduktion nicht im Komplex mit hGR nachgewiesen werden (s. Abb. 17, Spur

3+4). Erfolgten Immunprézipitationen mit anti-hGRo—Antikdrpern bei ,,good*- und ,,poor-

responder*“-Zelllinien, die zuvor mit Dexamethason induziert wurden, konnte ebenso kein

FKBP52-Protein nachgewiesen werden.
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1 2 3 4

FKBP 51 — .' <«— FKBP52

Spur 1:  Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit hGRp—Antikérper
mit Dexamethason-Induktion

Spur 2:  Immunprazipitat einer ,poor-responder* Zelllinie mit hGRp—Antikérper
mit Dexamethason-Induktion

Spur 3:  Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit hGRB—Antikérper
mit Dexamethason-Induktion

Spur 4:  Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit hGRB—-Antikérper
mit Dexamethason-Induktion

Abb. 17: Nachweis von FKBP51- (Spurl+2) und FKBP52-Protein (Spur3+4) im
Komplex mit hGRP in Immunprizipitaten einer ,good“- und ,poor-responder-

Zelllinie (mit Dexamethasoninduktion)

4.8 Untersuchungen zur Phosphorylierung des hGR und des Immunophilins FKBPS52

Phosphorylierung von Rezeptoren ist ein genereller Regulationsmechanismus in Zellen. Der
hGR kann N-terminal an multiplen Serinresten phosphoryliert werden. Dieser Prozess ist
hormonabhingig; in Abwesenheit von Steroidhormonen ist der basale Anteil von
phosphoryliertem hGR niedrig, nach Dexamethasongabe wird der hGR hyperphosphoryliert
(BODWELL et al., 1998). WANG et al. postulierte im Jahr 2002, dass je nachdem welcher
Serinrest phosphoryliert wird, der hGR cytoplasmatisch oder nucledr vorliegen kann.

Mit Antikorpern gegen phosphoryliertes Serin wurden Immunprézipitationen bei einer
,»2ood“- und einer ,,poor-responder“-Zelllinie durchgefiihrt, das Prézipitat in einem 8%igen
SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel anschlieBend auf eine PVDF-Membran geblottet.
Hybridisiert wurde die Membran mit einem polyklonalen Antikorper, der gegen die hGRa-
Isoform gerichtet ist. Im Western-Blot konnte eindeutig bei der ,,good“- und poor-

responder*“-Zelllinie, die nicht mit Dexamethason behandelt wurden, eine spezifische Bande,
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die der GroBe des phosphorylierten hGRa-Proteins entspricht, identifiziert werden (s. Abb.18,
Spur 1+3). Wurden beide Zelllinien mit Dexamethason induziert, konnte kein hGRa-Protein
mehr detektiert werden (s. Abb.18, Spur 2+4). Zusitzlich in Erscheinung trat ein unbekanntes
Protein mit einer GréBe von ca. 50-60 kD, das in Spur 1, 2+4 (s. Abb.18) detektiert wurde.
Auffallend war, das dieses phospholylierte Protein im Immunprézipitat der ,,good-responder*‘-

Zelllinie, die nicht mit Dexamethason induziert wurde, nicht vorhanden war.

105 kD Yoo <+—— hGR-P

75 kD

Spur 1:  Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit P-Serin-Antikorper,
ohne Dexamethasoninduktion

Spur2: Immunprazipitat einer ,poor-responder Zelllinie mit P-Serin-Antikérper,
mit Dexamethasoninduktion

Spur 3:  Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit P-Serin-Antikorper,
ohne Dexamethasoninduktion

Spur4:  Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit P-Serin-Antikorper,
mit Dexamethasoninduktion

Abb. 18: Nachweis von hGRa-Protein in Immunprizipitaten mit phoshorylierten Serin-

Antikorpern von ,,poor*“-und ,,good-responder*“-Zelllinien

Mit weiteren Immunprézipitationen wurde untersucht, ob sich mdglicherweise FKBP52 als
das unbekannte phosphorylierte Protein (s. Abb.18) herausstellt. Mit anti-FKBP52-
Antikdrpern wurde das FKBP52-Protein spezifisch in den Zelllysaten der ,,good**- und ,,poor-
responder“-Zelllinie prézipitiert, im denaturierendem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt,
,geblottet” und die Membran mit Antikdrpern gegen Phosphoserin hybridisiert. Das
phosphorylierte FKBP52-Protein wurde in beiden Zelllinien nachgewiesen (s. Abb.19), auch
im Prézipitat der ,,good-responder**-Zelllinie, die zuvor nicht mit Dexamethason behandelt
wurde. Der Phosphorylierungsgrad des FKBP52-Proteins in der ,,poor-responder-Zelllinie,
die keine Dexamethasoninduktion erhielt (s. Abb. 19, Spur 1), fiel etwas geringer aus als der

in der ,,poor-responder-Zelllinie, die zuvor mit Dexamethason induziert wurde (s. Abb. 19,
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Spur 2). Innerhalb der ,,good-responder*-Zelllinic (s. Abb.19, Spur 3+4) wurde kein
Unterschied im Phosphorylierungsstatus der Serinreste des FKBP52-Proteins ersichtlich.

- M
vl 0
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ﬁd 4

i g e <— FKBP 52-P

Spur 1:  Immunprazipitat einer ,poor-responder® Zelllinie mit FKBP52-Antikorper
ohne Dexamethason-Induktion

Spur 2:  Immunprazipitat einer ,poor-responder” Zelllinie mit FKBP52-Antikrper
mit Dexamethason-Induktion

Spur 3:  Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit FKBP52—Antikérper
ohne Dexamethason-Induktion

Spur 4: Immunprazipitat einer ,good-responder” Zelllinie mit FKBP52—Antikérper
mit Dexamethason-Induktion

Abb. 19: Nachweis des phosphorylierten FKBPS52-Proteins in Immunprizipitaten mit

phosphorylierten Serin-Antikérpern von ,,good“- und ,,poor-responder“-Zelllinien
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5. Diskussion

5.1 Der Glucocorticoidrezeptor bei Leukiamien

Wihrend bei Patienten mit chronischer lymphatischer Leukdmie (CLL) kein signifikanter
Unterschied in dem GR-Level zwischen ,responder und ,,non-responder entdeckt wurde
(WEISS et al., 1990), beschrieb KATO et al. 1993 eine positive Korrelation zwischen hohem
GR-Gehalt in Blasten von ALL-Patienten und erfolgreichem Therapieansprechen. ALL-
Patienten mit mehr als 8000 GR/Zellen, so postulierte KATO et al. 1993, besitzen eine
bessere Prognose und hohere Remissionsraten nach initialer Glucocorticoidtherapie als
Kinder mit geringeren GR-Werten. GR-Messungen erfolgten meistens an Lymphoblasten des
Knochenmarks. Die Verfahren beruhten vor allem auf Radioligandenbindung: intakten Zellen
wurde ["H]Dexamethason angeboten, welches von den Zellen aufgenommen wurde und im
Cytosol an den GR band, der wiederum durch die anschlieBende Translokation in den
Zellkern gelangte. Weitere Untersuchungen an den Kernfraktionen und an intakten Zellen
ergaben  grole  Standardabweichungen in der  ermittelten  durchschnittlichen

Glucocorticoidrezeptorzahl.

In bisher durchgefiihrten Versuchen der Ligandenbindungsmethode wurde immer die letzte
Stufe der Genexpression, das Rezeptorprotein, nachgewiesen. Frithere Stufen, wie die dafiir
kodierende mRNA, die ein relatives Mal3 fiir die GR-Expression darstellt, wurden nicht
untersucht. Eine Quantifizierung anhand der GR-mRNA -wie in der vorliegenden Arbeit - hat
den Vorteil gegeniiber Radiorezeptortests, dass endogene Liganden die Messung nicht
beeinflussen konnen, die Sensitivitdt und Spezifitdt sehr hoch ist und dass auf radioaktive
Nuklide verzichtet werden kann. Mit einer etablierten RT-PCR besitzt man eine sensitive
Methode, um Verdnderungen in der Genexpression, z.B. transkriptionelle Aktivitat, Stabilitéit
der RNA und groBere Strukturverdnderungen (Deletionen, Insertionen, aberrantes Splicen)

feststellen zu konnen.
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5.2 Der hGR in Lymphozyten

Die hGR-Dichte in einzelnen Lymphozyten-Subpopulationen, wie B- und T-Zellen, Helfer-,
Suppressor- und Killerzellen zeigt keine signifikanten Unterschiede, so dass die
unterschiedliche Wirkung auf diese Zellen mit spezifischen glucocorticoidsensitiven
Genmustern in den verschiedenen Lymphozytenpopulationen sowie unterschiedliches
Ansprechen auf glucocorticoidinduzierte Zytokine erkléart wird (LIPPMAN & BARR, 1977).

Die hGR-vermittelten Glucocorticoidwirkungen sind Gegenstand intensiver Forschung.

Nach einer Verabreichung von Glucocorticoiden tritt beim Menschen eine Leukozytose mit
absoluter Lymphozytopenie auf, welche alle Subklassen von Lymphozyten betrifft, am
stirksten aber T-Zellen und unter ihnen hauptsichlich CD4" Zellen. Diese Dezimierung der
Lymphozytenzahl im Blut ist u.a. als Folge einer allgemeinen Umverteilung der
Abwehrzellen im Korper zu verstehen und kommt nicht allein durch Zelltod zustande
(BLOEMENA et al., 1990). Glucocorticoide wirken auch auf Endothelien von Gefdllen in
lymphatischen Organen. Vor allem im Knochenmark werden Lymphozyten wahrscheinlich
auf diese Weise mechanisch zuriickgehalten. Als Folge der verminderten Freisetzung findet
sich im Blut und in den Lymphknoten eine herabgesetzte Lymphozytenkonzentration. Durch
die Bindung von Liganden an den hGR wird das Proliferationsverhalten humaner
Lymphozyten auf komplexe Weise beeinflusst. Postuliert wird sowohl eine Steigerung
(STRAUS, 1988) als auch eine Hemmung (SMITH et al., 1977) des Zellwachstums, je
nachdem welche Untersuchungsbedingungen herrschen und welche Subklasse von Zellen

untersucht wird.

Die Aktivitit der verschiedenen Lymphozytenpopulationen wird je nach Zelltyp und
Versuchsbedingungen unterschiedlich moduliert. Die Killerzellaktivitdt wird in der Regel
durch Glucocorticoide vermindert (SCHLEIMER et al., 1984), wie auch die Synthese und
Sekretion von Immunglobulinen und Interferony. Ebenso wird die Synthese von
Interleukin-1 (IL1) und Interleukin-6 (IL-6) in Monozyten und Makrophagen durch
Glucocorticoide supprimiert (ZANKER et al., 1990). Die Wirkung von Interleukin-2 (IL-2)
beeinflussen Glucocorticoide auf verschiedenen Ebenen. Zum einen wird die IL-2-Synthese in
Lymphozyten gehemmt (VACCA et al., 1990), zum anderen die Zahl der IL-2-Rezeptoren
durch Hemmung der Neubildung vermindert. Damit fallt ein entscheidender Stimulus fiir T-

Lymphozyten weg, was einen Teil der suppressiven Glucocorticoidwirkung erklért.
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Interessanterweise verstidrken Corticoide jedoch die Wirkung einiger Interleukine auf B-
Lymphozyten (GALANAUD & EMILIE, 1990).

Die Regulation von Zellwachstum und -aktivitdt der Lymphozytenpopulationen erfolgt also
indirekt iiber Glucocorticoide, indem sie nach Bindung an den hGR die Synthese von

Mediatoren, wie Interleukine, T-Zell-Wachstumsfaktor und Lipocortin beeinflusst.

5.3 Charakterisierung des hGR auf RNA-Ebene

5.3.1 Quantitative Messung von Expressionsprodukten

Die Expression eines Gens kann von der DNA zum Protein auf verschiedenen Ebenen
reguliert werden: transkriptionell, posttranskriptionell, translational und posttranslational. Die
Regulation der Expression des GR erfolgt primdr auf transkriptioneller, desweiteren auf
posttranskriptioneller Ebene. So gibt es Hinweise, dass der GR die mRNA-Levels spezifischer
Gene beeinflusst, indem er entweder die Stabilitdt der mRNA verdndert (CHOMCZYNSKI et
al., 1986; PAEK & AXEL, 1987) oder den Transport von spezifischen mRNAs vom Kern ins
Cytoplasma stimuliert (FULTON & BIRNIE, 1985).

Die Detektion von spezifischen RNA-Transkripten ist eine géngige Methode, um
Genexpression direkt zu messen. Konventionelle Methoden der RNA-Analyse wie Northern-
Blot-Hybridisierung mit anschlieBender densitometrischer Auswertung benétigen ca. 10-
40 png Gesamt-RNA. Hiufig ist aber das Probenmaterial, Knochenmark und Blut von Kindern
beschrinkt, dass grole Mengen an RNA nicht isoliert werden kdnnen. Alternative Techniken
wie die in-situ-Hybridisierung oder Immunozytochemie sind zwar sensitive Methoden und
konnen auch bei minimalen Probenmengen angewendet werden, es ist jedoch nicht moglich,

mit diesen Verfahren quantitative Aussagen zu treffen.

Die quantitative Bestimmung des hGR auf mRNA- und Proteinebene ist fiir eine Routine-
Applikation zu aufwendig (Patientenmaterial héufig limitierend) und daher im klinischen
Alltag nicht durchfiihrbar. Daher sollte man eine Methode wiéhlen, die eine hohe Sensivitit
bei geringem Probematerial und reproduzierbare Quantifizierung liefert. Die Polymerase-

Ketten-Reaktion (PCR) ist eine solche Methode, die mit einem vorgeschalteten reversen
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Transkriptionsschritt (RT) nicht nur zur Erfassung von DNA (PCR), sondern auch zur
Erfassung von RNA (RT-PCR) beitragt.

5.3.2 Anwendung der kompetitiven RT-PCR

Die quantitative Messung der hGR-Expression auf mRNA-Ebene kann iiber Northern-Blot-
Verfahren oder kompetitiver RT-PCR erfolgen. Die konventionelle Methode wie der
Northern-Blot ist im Vergleich zur PCR-Technik insensitiv und es werden grofle Mengen an
mRNA zum Nachweis benétigt (MIOSSEC, 1992). Das Bestreben eine quantitative und
sensitive hGR-mRNA-Bestimmung mit geringem Probenmaterial durchzufiihren, gab den
Ausschlag, eine kompetitive RT-PCR, deren Methodik in einer Diplomarbeit etabliert wurde
(HENNIG, 1997) anzuwenden. Verschiedene Arbeiten zur kompetitiven RT-PCR existieren
(WANG et al., 1989; GILLILAND et al., 1990; BABU et al., 1993). Die von allen Autoren

beschriebenen wichtigsten Parameter fiir eine verldssliche Quantifikation sind:

1. Der Einsatz eines endogenen oder exogenen zugegebenen internen DNA- oder RNA-
Standards zur Erfassung von ,,Reaktionsgefa3-Effekten.

2. Gleiche  Primerbindungsstellen  fiir  Standard und  Zielsequenz, da die
Primerbindungseffizienz den groBten Einfluss auf die Amplifikationseffizienz darstellt.

3. Maximale Ahnlichkeit zwischen Standard und Zielsequenz in Bezug auf Linge und GC-
Gehalt.

4. Vermeidung einer unterschiedlichen reversen Transkriptionseffizienz.

Die RT-PCR hat den Vorteil, dass trotz eines hohen Hintergrundes an Fremdmolekiilen, eine
bestimmte Zielsequenz mit sequenzspezifischen Primern amplifiziert, mit einem gédngigen
Auswertesystem detektiert und quantifiziert werden kann. Um das hGR-mRNA-spezifische
RT-PCR-Protokoll fiir quantitative Fragestellungen nutzen zu konnen, war es notwendig,
einen geeigneten internen Standard zu entwickeln, der iiber eine Koamplifikation -ausgehend
von einer bekannten Menge an Startmolekiilen- die Abschdtzung der in der Probe

vorhandenen Kopien an hGR-mRNA erlaubt.
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5.3.3 Der interne Standard in einer quantitativen PCR

Mit der in vitro Vervielfdltigung von Nukleinsduren mittels PCR ist man in der Lage, aus
einer minimalen Menge an Startmatrize eine ausreichende Menge von Zielmolekiilen zu
erzeugen, die nachfolgend analysiert werden kdnnen. Um jedoch die Ausgangsmenge an
Matrize bestimmen zu konnen, muss extrapoliert werden. Dies kann entweder ohne
Kontrollen oder mit internen bzw. externen Standards erreicht werden. Ohne Kontrollen wird
die anfiangliche Kopienzahl abgeschétzt, indem man die erhaltene PCR-Produktmenge gegen
die Zyklenzahl auftragt und gegen die Zykluszahl Null extrapoliert (CHELLY et al., 1988).
Eine solche Extrapolierung tragt der Tatsache keine Rechnung, dass es Variablen innerhalb
der Reaktionsgefdfle gibt (Pipettierfehler, Blockpositionsunterschiede etc.), die nicht mit
erfasst werden.

Externe Kontrollen werden mit einer bekannten Menge an Startkopien in separaten
Reaktionsansédtzen durchgefiihrt und anhand der Ergebnisse werden dann Standardkurven
erstellt, die einen PCR-Ertrag einer bestimmten Startkopienzahl gegeniiberstellen. Dieser
Ansatz erlaubt zwar eine bessere Abschétzung als das Verfahren ohne Kontrolle, jedoch ist
hier immer noch keine vollstdndige Kontrolle des betrachteten PCR-Ansatzes im Hinblick auf
die Zielsequenz gegeben: man kann falsch-positive oder falsch-negative Ergebnisse nicht
definieren und die Prazision der Methode ist stark reduziert. Methoden, die keinen oder einen
externen Standard verwenden, sind &duBlerst anfillig gegen Variationen in der
Replikationseffizienz. Derartige Variationen konnten sogar unter offensichtlich identischen
Bedingungen unter Einsatz eines Mastermixes beobachtet werden (GILLILAND et al., 1990;
KELLOG et al.,, 1990). Quantitative PCR sollte demnach immer eine Amplifikation in
Gegenwart eines internen Standards sein, einer Kontrolle, die im gleichen Reaktionsgefdf3
koamplifiziert wird. Es gibt jedoch auch bei diesem Ansatz qualitativ unterschiedliche
Moglichkeiten. Bei einer internen Kontrolle, die in unbekannter Startkopienzahl vorliegt, wie
z.B. ein ubiquitdres Gen wie B-Aktin, ist zwar die Kontrolle der Reaktion gegeben, aber die

Abschétzung der Kopienzahl wird dadurch nicht erleichtert.

Interne Standards, die in definierter Kopienzahl vorliegen, sind also Kontrollen der Wahl. In
der Regel sind die Fragmente in einem Plasmid kloniert und stehen als DNA bzw. RNA zur
Verfiigung. Diese internen Standards sollten mit gleicher Effizienz repliziert werden wie die
Matrize, aber gleichzeitig leicht unterscheidbar sein. Die verschiedenen Klassen interner,

kompetitiver Standards (BECKER-ANDRE & HAHLBROCK, 1989; GILLILAND et al.,
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1990) unterscheiden sich von der Zielsequenz in der GroBe oder in dem Fehlen bzw.
Vorhandensein einer Restriktionsschnittstelle (DEVLIN et al., 1992; PIATAK et al., 1993).
Standards in dieser Form wurden entweder synthetisch hergestellt und haben aufler dem
Primerpaar nichts mit der Zielsequenz gemein (WANG et al., 1989), sind also heterologe
Standards, oder sie unterscheiden sich von der Zielsequenz nur minimal in ihrer Lénge
(Insertion, Deletion) und sind damit homologe Standards. Bei der Verwendung eines internen
Standards ist es mdglich, absolute Mengen der Zielsequenz zu bestimmen, indem man
bekannten Mengen an Kompetitor-DNAs bzw. RNAs erlaubt, mit dem Analyten um das
Primerpaar zu kompetieren (SIEBERT & LARRICK, 1992).

5.3.4 Quantifizierung der hGR-mRNA in Lymphozyten und Lymphoblasten

Da das Vorhandensein eines funktionellen Rezeptors eine Voraussetzung fiir die
Glucocorticoidwirkung ist, kann die quantitative Bestimmung von Rezeptorspiegeln
moglicherweise ein Indikator fiir das Ansprechen auf die Therapie mit Glucocorticoiden bei
Leukédmien und malignen Lymphomen sein. Mithilfe der in einer Diplomarbeit (HENNIG,
1997) etablierten kompetitiven RT-PCR wurde die hGR-mRNA in Lymphozyten und

Lymphoblasten von ALL-Patienten (,,good“-und ,,poor responder*‘) quantifiziert.

Die Durchschnittskonzentration des hGR-mRNA in Lymphozyten des peripheren Blutes von
gesunden Kontrollpersonen betrug 0,26 fmol/100ng RNA. (s. Tab. 2), der hGR-mRNA-
Gehalt in Lymphozyten von Patienten, die kaum auf Glucocorticoide ansprechen (,,poor
responder®) lag bei 0,035 fmol/100ng RNAg (s. Tab. 2) und ist im Vergleich zu den
Kontrollen um 86,5% reduziert. Die Ergebnisse zur Bestimmung des hGR-mRNA-Gehalts in
Lymphozyten des peripheren Blutes mittels RT-PCR zeigen einen deutlichen Unterschied in
der ermittelten hGR-mRNA-Durchschnittskonzentration zwischen ,,poor responder und
gesunden Kontrollpersonen um den Faktor 8,7. Beim direkten Vergleich zwischen ,,good- und
poor responder ist der hGR-mRNA-Gehalt in MNZ des peripheren Blutes bei ,,poor-
responder um den Faktor 2 vermindert. Somit liegt eine Korrelation zwischen dem
Ansprechen von ALL-Patienten auf Glucocorticoide und dem Rezeptorstatus in den
Lymphozyten vor. Um diese Tendenz statistisch abzusichern, miisste jedoch eine groBere

Anzahl von Proben untersucht werden.
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WEISS et al. (1990) fand auf Proteinebene keinen signifikanten Unterschied im hGR-Level
zwischen ,,responder und ,,non responder” in Lymphozyten des Blutes und dem positiven
Ansprechen auf die Glucocorticoidtherapie. Ein direkter Vergleich der eigenen Ergebnisse mit
denen von WEISS ist jedoch nicht moglich, da er Zellmaterial von CLL-Patienten und nicht
von ALL-Patienten verwendete. Wihrend die Form der ALL vorwiegend bei Kindern
zwischen dem 2. und 6. Lebensjahr auftritt (MAHONEY, 1994), ist die Hauptinzidenz der
CLL vorwiegend bei Erwachsenen iiber dem 50. Lebensjahr (CHAMPLIN, 1991).

Die Quantifizierung der hGR-mRNA in Lymphoblasten des Knochenmarks von gesunden
Kontrollpersonen und ,,poor responder mittels RT-PCR zeigte keinen signifikanten
Unterschied  (,,poor  responder*: 0,028  fmol/100ngRNA.,. (Tab.2)); gesunde
Kontrollpersonen: 0,030 fmol/100ngRNA. (Tab.2)). Bei Patienten, die gut auf die
Glucocorticoidtherapie ansprachen (,,good responder®), betrug der hGR-mRNA-Spiegel nur
0,014 fmol/100ngRNA (Tab.2) und war im Vergleich zu den ,,poor responder* um die Halfte
reduziert. Da keine signifikanten Unterschiede in Lymphoblasten des Knochenmarks
zwischen ,,good- und poor responder* zu verzeichnen war, scheint der hGR-mRNA-Spiegel
in Lymphoblasten des Knochenmarks nicht fiir eine Prognose der Therapieansprechbarkeit
geeignet zu sein. Insgesamt miissten jedoch grofere Fallzahlen untersucht werden, damit die
Standardabweichung des Mittelwertes geringer ausfdllt und ein moglicherweise vorliegender
Unterschied in den hGR-mRNA-Konzentrationen zwischen den verschiedenen Patienten-

Kollektiven schirfer hervortritt.

Zusammengefasst ergeben die Ergebnisse der quantitativen, kompetetiven RT-PCR keinen
Anhalt dafiir, dass dem hGR-mRNA-Spiegel im Knochenmark ein prognostischer Wert
zugesprochen werden kann. Die Untersuchungen an Lymphozyten des Blutes zeigten, dass
die ,,poor responder” im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen einen um 87% reduzierten
hGR-mRNA-Gehalt aufwiesen. Im Vergleich mit ,,good responder besitzen ,,poor
responder” ein um 45% reduzierten hGR-mRNA-Gehalt. Unter Beriicksichtigung kleiner
Patientenkollektive wird eine Korrelation zwischen dem hGR-mRNA-Spiegel in den
Lymphozyten und dem Therapieerfolg bei ALL-Patienten mit Glucocorticoiden sichtbar. Ob
hierdurch dem hGR-mRNA Spiegel der Lymphozyten einen prognostischer Wert
zugesprochen werden kann, muss iber entsprechende Studien mit groferen

Patientenkollektiven untersucht werden.
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5.4 ,Multidrug*“-Resistenz und Aufnahme von GC in Leukimiezellen

Eine Ursache der Therapieresistenz von GC-resistenten Leukdmiezellen kdnnte eine gestorte
Aufnahme von GC sein, d.h. es liegen moglicherweise aktive Transportmechanismen vor, die
GC direkt nach deren Aufnahme wieder aus den Zellen schleusen, wie z.B. das P-
Glycoprotein. Ein solcher Export kdénnte auf einer Uberexpression des mdr-1-Gens oder
verwandter membranstindiger Transportproteine beruhen. In einer murinen Thymom-
Zelllinie, die eine hohe Resistenz gegen Dexamethason zeigte, wurde eine gesteigerte
Expression des mdr-1-Gens nachgewiesen. Nach Zugabe von Verapamil, ein Hemmstoftf des
P-Glycoproteins, konnte man wieder einen erhohten intrazelluliren Gehalt an Dexamethason
messen (BOURGEOIS et al., 1993; UEDA et al., 1996). In einer in vitro Studie mit
leukdmischen Zellen von 112 kindlichen ALL-Patienten wurde hingegen keine Korrelation
zwischen GC-Resistenz und dem Expressionverhalten des P-Glycoproteins beschrieben (DEN
BOER et al.,, 1998). Eine in vivo- Studie mit 90 ALL-Patienten konnte ebenso keine
Verbindung zwischen der funktionellen Aktivitit des P-Glycoproteins und dem Ansprechen
auf Prednison aufzeigen (WUCHTER et al., 2000). Auch weitere assoziierte ,,Multidrug*-
Resistenz-Proteine, wie MRP-1 (,,multi-drug resistance-related protein®), MVP (,,major vault
protein), LRP (,,Jlung resistance protein) wurden nicht in leukdmischen Zellen von GC-
resistenten ALL-Patienten verstirkt expremiert (DEN BOER et al., 1998).

Mit einer ,,good*- und einer ,,poor-responder“-Zelllinie von kindlichen ALL-Patienten wurde
die Aufnahme von *H-markiertem Dexamethason in einem Zeitraum von 35 bis 120 min
untersucht (s. Methode 3.8.6.). Die Ergebnisse (s. 4.5., Tab. 3 + Abb. 6) zeigen, dass die
,poor-responder-Zelllinie im Vergleich zur ,,good-responder“-Zelllinie das GC langsamer
aufnahm und die Endkonzentration beim ,,poor-responder* tendentiell geringer war. Da bei
der ,,poor-responder“-Zelllinie bei weiteren Untersuchungen eine geringere Expression von
hGRa als bei der ,,good-responder*-Zelllinie festgestellt wurde (s. 4.5., Abb. 7), konnte dieser
quantitative Unterschied die geringere GC-Aufnahme der ,,poor-responder“-Zelllinie erklaren.
Wenn der Anteil an hGRo—Protein gering ist, kann auch nur wenig an *H-Dexamethason
gebunden werden. Hemmversuche mit Verapamil und Genistein zeigten keine Auswirkungen
auf den intrazelluliren *H-Dexamethason-Gehalt, so dass ein Efflux iiber P-Glycoproteine bei

den verwendeten Zelllinien auszuschlief3en ist.
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5.5 Charakterisierung des hGR auf Protein-Ebene

KATO et al. untersuchte 1993 den hGR-Gehalt auf Proteinebene in Lymphoblasten des
Knochenmarks und hat einen direkten Zusammenhang zwischen der hGR-Zahl/Lymphoblast
und erfolgreichem Therapieansprechen postuliert. ALL-Patienten mit hohem hGR-Spiegel
(9900 Bindungsstellen/Zelle) erreichten erfolgreich eine Remission nach Glucocorticoidgabe,
wihrend Patienten mit niedrigem hGR-Spiegel (4800 Bindungsstellen/Zelle) kaum auf die
Therapie ansprachen und schlechtere Prognosen auf Heilung besaflen. Obwohl viele der
durchgefiihrten Studien (HO et al.,1982; BLOOMFIELD et al.,1984; IACOBELLI et
al.,1984) kein einheitliches Bild aufzeigen, vermutet man eine Korrelation zwischen dem
Ansprechen von ALL-Patienten auf Glucocorticoidtherapie und dem Rezeptorstatus. Es wird
angenommen, dass bei Rezeptorspiegeln unter einem gewissen kritischen Niveau nicht mit
einem Ansprechen auf Glucocorticoide gerechnet werden kann, und man deshalb den
betreffenden Patienten die vielfdltigen Nebenwirkungen hoher Glucocorticoiddosen ersparen
sollte. Weiterhin existieren viele Studien zur Bindungsaffinitdt des hGR, bei denen aber keine
signifikante Korrelation zum Ansprechen auf GC postuliert wurde (HOMO et al., 1980; PUI
und COSTLOW, 1986). In mehreren murinen sensitiven und resistenten Zelllinien wurde eine
unterschiedliche Bindungsaffinitit aufgrund von Temperaturunterschieden entdeckt (VAN
DEN BERG et al., 1993). Auch in leukdmischen Zellen lagen potentielle Bindungsstellen bei
Raumtemperatur maskiert vor, in Lymphoblasten von Patienten mit T-ALL und AML
besallen die hGRs auch bei 37°C eine reduzierte Bindungsaffinitit (HAARMAN et al., 2002).
Neben geringeren Bindungsaffinititen zum GC wird eine Uberexpression der hGRB—Isoform
als mogliche Ursache der GC-Resistenz diskutiert. In respiratorischen Zellen und
mononukledren Zellen des peripherem Blutes von GC-resistenten Asthmatikern wurde eine
hohere hGRB-Expression nachgewiesen als in Zellen von Asthmatikern, die sensitiv auf GC
ansprechen (HAMID et al., 1999). LONGUI et al. (2000) untersuchte Lymphoblasten von 13
T-ALL-Patienten und hatte in den Zellen eine geringere hGRa-Expression im Vergleich zu
hGRp nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit wurde auch das Verhéltnis von hGRa und 3
zueinander in Zelllinien untersucht. Western-Blot-Analysen zeigten eine geringere Expression
von hGRa gegeniiber hGR in einer ,,poor-responder*-Zelllinie im Vergleich zu einer ,,good-
responder*“-Zelllinie (s. 4.5., Abb. 7). Der hohere Level an hGRJ konnte dazu fiihren, dass im
Cytosol vermehrt hGRf iiber eine Heterodimerisierung hGRao inhibiert und somit weniger
hGRo—-Homodimere im Nukleus die GRE binden konnten. Dieser Vorgang wére eine

mogliche Ursache fiir eine GC-Resistenz bei ALL-Patienten.
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5.6 Signaltransduktion und Reportergen-Analyse des hGR

Untersuchungen zur Kerntranslokation des hGR in Lymphoblasten von ALL-Patienten
wurden von COSTLOW & PUI im Jahr 1987 durchgefiihrt. Es konnte keine Verbindung
zwischen dem Ausmal} der Translokation des aktivierten hGR in den Nucleus und dem
Ansprechen der ALL-Patienten auf GC hergestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode etabliert, mit der Unterschiede bei der
Aktivierung des hGR bei good- und poor-respondern direkt iiber die Aktivierung eines
Reportergens gemessen werden konnen. Hierzu wurden Zelllinien und Primérzellen von
ALL-Patienten mit cinem Plasmid transient transfiziert, welches das GRE, einen
Dexamethason-induzierbaren Promotor und als Reportergen die sekretorische alkalische
Phosphatase (SEAP) enthilt (s. 4.6.1., Abb. 8). Es konnte gezeigt werden, dass die ,,poor-
responder“-Zelllinie das Reportergen SEAP um den Faktor 8 geringer exprimiert als die
»good-responder*-Zelllinie (s. 4.6.2., Abb. 9). Reportergen-Analysen mit transfizierten
Primérzellkulturen von 16 ALL-Patienten zeigten bei poor-respondern eine signifikant
geringere Expression des Reportergens SEAP im Vergleich zu den good respondern (s. 4.6.2.,
Abb. 10). Im Box-Whisker-Plot aus Abb.10 wird ersichtlich, dass die Reportergenaktivititen
von good-respondern eine groflere Streuungsbreite besitzen als die von poor-respondern.
Innerhalb des Patientenkollektivs ,,good-responder gibt es demnach Patienten, deren
Ansprechbarkeit auf GC weniger gut ausfillt.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse erstmalig eine Verbindung zwischen einer
verdnderten hGR-Reaktionskaskade und dem Ansprechen auf GC von ,,good“-und ,,poor-

responder“-ALL-Patienten.

5.7 Proteininteraktion des hGR im Cytoplasma

Der inaktive hGR befindet sich im Cytoplasma, wo er als Heterokomplex mit den
Hitzeschockproteinen HSP90 und HSP70, den Cochaperonen HSP40, Hop (P60) und p23 und
den Immunophilinen FKBP52 und CyP40 vorliegt. Dieser Heterokomplex ist fiir die optimale
Konfiguration des hGR notwendig, um die Bindung von GC an den Rezeptor zu ermoglichen
(PRATT, 1993). Eine neuere Studie zeigt, dass HSP90 und HSP70 zusammen fiir die GC-
Bindung verantwortlich sind (RAJAPANDI et al, 2000). Weiterhin fiihren die
Hitzeschockproteine im Heterokomplex zu einer Konformationsdnderung des hGR, das den

Transport des hGR in den Zellkern ermdglicht (DEFRANCO, 2000). KOJIKA et al.
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postulierte 1996 einen Zusammenhang zwischen dem Expressionsverhalten von HSP90 und
HSP70 und der Sensitivitdt gegeniiber GC in zwei humanen leukédmischen Zelllinien.

Das Cochaperon BAG-1 (auch als RAP46 bekannt) kann ebenso mit Kernrezeptoren
interagieren. BAG-1 kann HSP70 binden und so die hGR-Heterokomplexformation inhibieren
und sich auf die GC-Bindung des hGR auswirken (KANELAKIS et al., 1999; KULLMANN
et al., 1998). Die ersten acht Aminosduren des N-Terminus von BAG-1 wurden fiir eine
DNA-Bindung und die Inhibierung des hGR verantwortlich gemacht (SCHMIDT et al.,
2002). KULLMANN et al. zeigte zudem, dass eine Uberexpression von BAG-1 zu einer

Resistenz gegeniiber GC-induzierte Apoptose fithren kann.

Mit Hilfe von Immunprézipitationen wurde im Rahmen dieser Arbeit die Interaktion des hGR
im Cytosol mit dem Hitzeschockprotein HSP90 und den Immunophilinen FKBP51 und
FKBP52 untersucht.

Western-Blot-Analysen mit Gesamtzelllysaten von einer ,,good“- und einer ,,poor-responder
Zelllinie zeigen eine gleichstarke Expression von HSP90 (s. 4.7.1., Abb. 11, Spur 1+2). Auch
wenn die Zelllysate mit dem monoklonalen Antikoérper gegen HSP90 und ProteinG-Agarose
prézipitiert wurden, konnte eine gleichstarke Expression vom HSP90-Protein in ,,good*- und
,poor-responder* Zelllinien nachgewiesen werden (s. 4.7.1., Abb. 11, Spur 3-6). Erfolgten
Immunprézipitationen mit Antikérpern gegen die zwei Isoformen a und B3, so zeigte sich im
Western-Blot bei beiden Zelllinien mehr HSP90-Protein im Komplex mit hGRa (s. 4.7.1.,
Abb. 12, Spur 1+3). Demnach wiirde die hGRa-Isoform bei den eingesetzten ,,good- und
,poor-responder“-Zelllinien mehr HSP90 binden als die hGRpB-Isoform. Die Bindung von
HSP90 an die Ligandenbindungsdoméne des hGR ermdglicht eine Konformationsinderung
des hGR, sodass seine steroidbindende Domine ,,freigelegt™ wird (PRATT & TOFT, 1997) .
Da nur die hGRa-Isoform die Fahigkeit besitzt Steroide zu binden, ist es biologisch sinnvoll,
dass mehr HSP90-Protein mit hGRo komplexiert vorliegt.

Neben HSP90 ist auch FKBP51 als Chaperon dem hGR-Komplex assoziert. Die Bindung
dieser Peptidyl-Prolyl-Isomerase an HSP90 erfolgt {iber ,,Tetratricopeptidrepeats“(TPRs)
(SCHEUFLER et al., 2000). Das Protein FKBP51 wurde in Gesamtzelllysaten bei ,,poor-
und ,,good-responder“-Zelllinien gleichstark exprimiert vorgefunden (s. 4.7.2., Abb. 13).
Nach Immunprizipitationen mit hGRa-Antikdrpern in Lysaten von ,,poor- und ,,good-
responder“-Zelllinien wurde eine unterschiedliche Menge an FKBP51-Protein im Komplex
mit hGRa im Western-Blot (s. 4.7.2., Abb. 14) in beiden Zelllinien festgestellt. Erfolgte keine

Dexamethasoninduktion vor der Zelllyse, so wurde im Immunprézipitat der ,,poor-
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responder“-Zelllinie weniger FKBP51-Protein in Verbindung mit hGRo nachgewiesen (s.
4.7.2., Abb. 14, Spur 1) als im Prézipitat der ,,good-responder“-Zelllinie (s. Abb. 14, Spur 3).
Wurden die Zellen mit Dexamethason vorinkubiert, so verhielt es sich umgekehrt: im
Immunprazipitat der ,,poor-responder-Zelllinie trat das FKBP51-Protein vermehrt auf (s.
Abb.14, Spur 3) als im Immunprizipitat der ,,good-responder*-Zelllinie (s. Abb. 14, Spur 4).
Untersuchungen zur Aktivierung des hGR zeigen, dass im hGR-Heterokomplex nach einer
Induktion mit Dexamethason das Immunophilin FKBP51 durch FKBP52 ersetzt und dadurch
der hGR aktiviert wird und iiber eine Interaktion mit Dynein zum Zellkern gelangen kann
(DAVIS et al, 2002). Eigene Untersuchungen bestitigen dieses Postulat: Nach
Dexamethasoninduktion nimmt in der ,,good-responder“-Zelllinie die Menge an FKBP51-
Protein ab (Abb.14, Spur 3+4). Warum in der ,,poor-responder“-Zelllinie die Menge an
FKBP51-Protein nach Dexamethasongabe zunimmt und nicht gleichbleibend ist, ist nicht
bekannt. Dem FKBP51-Protein wird zudem eine inhibitorische Funktion bei der
Bindungsaffinitdt des GR zum Dexamethason zugesprochen (DENNY et al., 2000). Im
Komplex mit hGRa konnte mehr FKBPS51-Protein im Immunprizipitat einer ,,poor-
responder*-Zelllinie nachgewiesen werden als in einer ,,good-responder“-Zelllinie (s. 4.7.2.,
Abb. 15). Untersuchungen zur Bindungsaffinitit des GC zum hGR konnten Aufschluss
dariiber geben, ob das vermehrte Auftreten von FKBPS51-Protein eine geringere
Bindungsaffinitit bei poor-respondern bewirken wiirde.

Ein weiteres Immunophilin, das FKBP52, soll eine Verbindung zwischen dem GR-HSP90-
Heterokomplex und cytoplasmatischem Dynein, ein Motorprotein, das fiir den Kerntransport
von GR iiber Mikrotubuli notwendig ist, vermitteln (GALIGNIANA et al., 2001). Nach
Immunprazipitationen mit hGRa-Antikérpern konnte weder in Lysaten von der ,,poor-
responder*- als auch von der ,,good-responder“-Zelllinie das FKBP52-Protein nachgewiesen
werden (s. 4.7.2., Abb. 16, Spur 1+3). Wurden die Lysate beider Zelllinien mit hGRp-
AntikOrpern prézipitiert, war in beiden Zelllinien das FKBP52-Protein vertreten (s. Abb.16,
Spur 2+4). Der Western-Blot zeigt, dass FKBP52-Protein in Abwesenheit von Dexamethason
allein mit der beta-Isoform des hGR komplexiert vorlag. In Abwesenheit von Dexamethason
lag das FKBP52-Protein sowohl bei der ,,good*- als auch bei der ,,poor-responder‘-Zelllinie
von alpha-Isoform ungebunden vor. Erfolgten Immunprézipitationen mit hGRo—Antikorpern
bei ,,good*“- und ,,poor-responder‘-Zelllinien, die zuvor mit Dexamethason induziert wurden,
konnte in den verwendeten Zelllinien kein FKBP52-Protein nachgewiesen werden.

Nach Dexamethasoninduktion trat im Western-Blot in den Immunprézipitaten mit hGRj-

Antikorpern das FKBP51-Protein in der ,,good- und ,,poor-responder“-Zelllinie gleichstark
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auf (s. Abb.17, Spur 1+2). Das FKBP52-Protein wurde in beiden Zelllinien nach
Dexamethasoninduktion nur sehr schwach detektiert (s. Abb.17, Spur 3+4). Eine Erklarung
wire, dass das FKBP52-Protein nach der Induktion mit Dexamethason mit dem GR-Komplex
in den Nucleus transportiert wurde und daher iiber eine Immunprizipitation mit CHAPS-
Puffer nicht detektiert werden konnte. Immunhistochemische Experimente konnten dariiber
Aufschluss geben, ob FKBP52 moglicherweise in den Zellkern transportiert wurde. Neben
immunhistochemischen Untersuchungen miissen zukiinftig weitere Chaperone untersucht
werden, die ebenfalls im hGR-Heterokomplex eine wichtige Rolle spielen, wie Hop (,hsp

organizing protein’), p23, HSP40 und HSP70.

5.8 Phosphorylierung des hGR und des Immunophilins FKBP52

Phosphorylierung von Rezeptoren ist ein genereller Regulationsmechanismus in Zellen. Der
hGR kann N-terminal an multiplen Serinresten phosphoryliert werden. Dieser Prozess ist
hormonabhingig; in Abwesenheit von Steroidhormonen ist der basale Anteil von
phosphoryliertem hGR niedrig, nach Dexamethasongabe wird der hGR hyperphosphoryliert
(BODWELL et al., 1998). WANG et al. (2002) postuliert, dass je nachdem welcher Serinrest
phosphoryliert wird, der hGR cytoplasmatisch oder nucleér vorliegen kann: liegt Serin 203
phosphoryliert vor, ist der hGR vorwiegend im Cytoplasma, wird Serin 211 phosphoryliert,
findet man den hGR vermehrt im Nucleus vor. Weiterhin soll der Phosphorylierungsstatus des
hGR vom Zellzyklus abhéngig sein: basale Phosphorylierung ist in der S-Phase niedrig und in
der G2/M-Phase hoch, bei der Hyperphosphorylierung ist es umgekehrt (BODWELL et al.,
1998). BODWELL postuliert zudem, dass die Sensitivitdit vom hGR zu Glucocorticoiden
(GC) auch vom Zellzyklus abhéingig ist: in der G2/M-Phase soll der hGR resistent gegeniiber
GC, in der spiten G1- und S-Phase hingegen sensitiv fiir GC sein. Weiterhin wird der hGR
durch Phosphorylierung destabilisiert, so dass sich seine Halbwertzeit verkiirzt. Eine klinische
Relevanz des Phosphorylierungsgrades des hGR ist nicht bekannt. Mit Antikdrpern gegen
phosphoryliertes Serin wurden Immunprizipitationen durchgefiihrt und das Prizipitat in
einem SDS-PAGE aufgetrennt. Im Western-Blot konnte eindeutig der hGR bei good- und
poor-respondern, die nicht mit Dexamethason behandelt wurden, identifiziert werden (s. 4.8.,
Abb. 18, Spur 1+3). Erfolgte zuvor eine Dexamethasonbehandlung, wurde in beiden
Zelllinien der hGR mit Antikdrpern gegen phosphoryliertes Serin nicht mehr nachgewiesen
(s. 4.8., Abb. 18, Spur 2+4). Nur bei Abwesenheit von Dexamethason konnte demnach der

hGR im phosphoryliertem Zustand sowohl in der ,,good*- als auch in der ,,poor- responder*-
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Zelllinie detektiert werden. Eine durch Dexamethason eingeleitete Hyperphosphorylierung
des hGR scheint zumindest an Serinresten nicht stattgefunden zu haben. Dieses Ergebnis steht
im Widerspruch zu BODWELL et al. (1998), der postuliert, dass der hGR erst nach
Dexamethason-Induktion verstirkt phosphoryliert wird. Zusétzlich in Erscheinung trat ein
unbekanntes Protein mit einer Gréfe von ca. 50-60 kD, das in Spur 1, 2+4 (s. 4.8., Abb. 18)
nachgewiesen wurde. Auffallend war, das dieses phosphorylierte Protein im Immunprizipitat
der ,,good-responder*“-Zelllinie, die nicht mit Dexamethason induziert wurde, nicht vorhanden
war. Weitere Immunprézipitationen haben ausgeschlossen, dass es sich bei dem unbekannten
Protein um phosphoryliertes FKBP52 handelt. Aussagen zur Lage des phosphorylierten
Serinrests beim hGR konnten mit dem verwendeten Antikoérper nicht getroffen werden. Somit
ist nicht bekannt, ob Ser 203 und/oder Ser 211 im hGR phosphoryliert vorliegt und ob die
gleichen Serinreste bei der ,,good“- und der ,,poor-responder“-Zelllinie phosphoryliert
werden. Immunprizipitationen mit FKBP52-Antikorpern und anschlieBende Hybridisierung
mit P-Serin-Antikdrpern im Western-Blot zeigten innerhalb der ,,good-responder*-Zelllinie
keinen Unterschied im Phosphorylierungsgrad von FKBP52, unabhingig davon, ob eine
Dexamethasoninduktion erfolgte (s. 4.8, Abb.19, Spur 3+4). Der Phosphorylierungsgrad des
FKBPS52-Proteins in der ,,poor-responder“-Zelllinie, die keine Dexamethasoninduktion erhielt
(Abb. 19, Spur 1), fiel hingegen etwas geringer aus als der in der ,,poor-responder*-Zelllinie,

die zuvor mit Dexamethason induziert wurde (s. 4.8, Abb. 19, Spur 2).

5.9 Polymorphismen und somatische Mutationen des hGR-Gens

Durch molekulargenetische Untersuchungstechniken konnten verschiedene Verdnderungen
im hGR-Gen als mogliche Ursache der Glucocorticoid-Resistenz nachgewiesen werden. Zum
einen wurden Punktmutationen, d.h. Austausch einzelner Basen gefunden, die zu einem
Aminosdureaustausch ~ im  hGR-Protein ~ fithren. Da  dieser = Austausch  im
Ligandenbindungsbereich des hGR lokalisiert ist, resultiert daraus eine verminderte
Bindungsaffinitit des hGR (HURLEY et al., 1991; MALCHOFF et al., 1993). Zum anderen
konnte das Fehlen mehrerer Nukleotide im Exon 6 des hGR, eine sogenannte Microdeletion,
aufgedeckt werden, welche dazu fiihrt, dass ein hGR-Allel nicht exprimiert wird, und es somit
zu einer etwa 50%igen Reduktion der hGR-Dichte pro Zelle kommt (KARL et al., 1993).
Neben somatischen Mutationen wurden zahlreiche Polymorphismen beschrieben, die keinen
Effekt auf die hGR-Funktion ausiibten (FENG et al., 2000; KOPER et al., 1997). Der
Polymorphismus N363S, der in 3-6% der Bevdlkerung auftritt, fiihrt zu einer verstirkten GC-
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Sensivitdt (LIN et al., 1999). Diese Patienten hétten auch bei Verabreichung von geringeren
GC-Dosen eine sehr gute Prognose und GC-Nebenwirkungen, wie das Cushing-Syndrom,

Ubergewicht, Depressionen und Knochennekrose konnten vermieden werden.

Genetische Alteration GC-Sensitivitat Referenz

Polymorphismen

Gesunde Personen:

Doppelte Mutation Codon 22+23 unverandert Tissing et al., 2001
F29L unverindert Longui et al., 2000
L112F unverindert Longui et al., 2000
D233N unverindert Longui et al., 2000
K293K unverandert Longui et al., 2000
N363S erhoht Lin et al., 1999
Intron 3: 46 Nucleotide oberhalb

von Exon 4: G-C unverandert Tissing et al., 2001
Intron 4: 16 Nucleotide oberhalb

von Exon 5: G-C unverdndert Tissing et al., 2001
D677D unverindert Longui et al., 2000
Codon 766: Asn-Asn unverindert Longui et al., 2000
Somatische Mutationen

Patienten mit GC-Resistenz:

R477H vermindert Oakley et al., 1999b
IS59N vermindert Tissing et al., 2001
A4 nt Deletion Exon 6 vermindert Lin et al., 1999
D641V vermindert Hillmann et al., 2000
G679S vermindert Oakley et al., 1999b
V7291 vermindert Hollenberg et al., 1985
Patienten mit ALL:

L753F vermindert Hecht et al., 1997,

de Castro et al., 1996

Tab. S: Polymorphismen und somatische Mutationen im Glucocorticoidrezeptor-Gen
bei gesunden Personen, einem Patienten mit kindlicher ALL und GC-resistenten

Patienten
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5.10 Glutathion und Glutathion S-Transferase

Eine weitere Ursache von Resistenz gegeniiber zahlreichen Zytostatika kann ein hoher
Glutathion-Gehalt und eine Uberexpression von Glutathion S-Transferase sein. In einer Studie
von 1994 beschriecb MAUNG et al. eine positive Korrelation zwischen dem Glutathion-Gehalt
und der GC-Resistenz in leukdmischen Zellen von 21 ALL-Patienten. Eine weitere Studie mit
62 ALL-Patienten konnte diese Aussage nicht bestitigen, es wurde aber eine positive
Korrelation zwischen einem erhohten Glutathion-Gehalt und der Rezidivrate von ALL-
Patienten postuliert (KEARNS et al., 2001). Polymorphismen im Glutathion S-Transferase-
Gen konnen ebenfalls Ursache fiir eine unterschiedliche GC-Sensitivitdt sein (ANDERER et
al., 2000). Die Studie mit 45 in vivo ,,poor respondern“ und 90 ,,good-respondern® zeigte, dass
das Risiko des Nichtansprechens auf GC bei ALL-Patienten mit einer homozygoten
Glutathion S-Transferase-1 (Null Genotyp) geringer ist. Anzumerken ist, dass die publizierten

Werte statistisch nicht signifikant waren (P=0,071).

Ausblick:

GC-sensitive und GC-resistente Zelllinien sind ein geeignetes Modellsystem zur
Untersuchung der molekularen Mechanismen der GC-Resistenz bei ALL. Mit ihnen kann die
Komplexitit der Aktivierung des hGR und seine Translokation zum Nucleus auch zukiinftig
untersucht werden und weitere Verdnderungen in der Reaktionskaskade des hGR wiéren eine
Erklarung fiir unterschiedliche GC-Sensivititen. Nach erfolgreicher Aktivierung wirkt der
hGR als Transkriptionsfaktor und aktiviert und/oder reprimiert zahlreiche Zielgene, die
wiederum entscheiden, ob eine Zelle apoptotisch wird oder nicht. Es ist wichtig, in der
Zukunft diese Zielgene zu identifizieren, deren Funktion zu charakterisieren und den
Mechanismus, der entscheidet, wann ein GC-sensitives Gen transaktivierend oder

transreprimierend wirkt, aufzuklaren.
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6. Zusammenfassung:

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen Beitrag zur Aufkldrung der molekularen
Mechanismen zu leisten, die zu einer Glucocorticoid (GC)-Resistenz bei Akuter
Lymphatischer Leukdmie (ALL) fiihren. Mogliche Ursachen dafiir konnten Stérungen in der
Expression und/oder Funktion des Glucocorticoidrezeptors (GR), eine verminderte
intrazellulire GC-Konzentration und/oder eine fehlende GC- und Zytostatika-induzierte
Apoptose sein. Als Modellsystem dienten GC-resistente und sensible Zelllinien und
Primérzellen von ALL-Patienten, mit denen Funktionsanalysen des GR mit biochemischen

und molekulargenetischen Methoden duchgefiihrt wurden.

Die Mdoglichkeit, ob das unterschiedliche Ansprechen kindlicher ALL auf GC-Therapie auf
unterschiedliche Mengen an GR-mRNA in den Lymphoblasten zuriickzufiihren ist, wurde
mittels kompetitiver RT-PCR untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der GR-mRNA-
Spiegel in den mononukledren Zellen (MNZ) des Knochenmarks und des peripheren Blutes
bei ALL-Patienten im Vergleich zu den MNZ aus peripherem Blut gesunder
Kontrollpersonen um den Faktor 4-8 vermindert ist. Dariiberhinaus wurde die GR-mRNA-
Menge in den MNZ des peripheren Blutes von ALL-Patienten analysiert, die auf eine GC-
Therapie gut ansprachen (,,good-responder) und von leukdmischen Patienten, deren
Ansprechbarkeit auf GC gering ausfiel (,,poor-responder*). Man findet bei ,,poor-responder*

einen um Faktor 2 verminderten GR-mRNA-Spiegel.

Internalisierungsexperimente mit “H-Dexamethason zeigen, dass die ,,poor-responder-
Zelllinie im Vergleich zur ,,good-responder-Zelllinie GC verzdgert aufnimmt und die

Endkonzentration bei poor-respondern tendenziell geringer ist.

Um zu untersuchen, ob die Reaktionskaskade des GR bei poor-respondern gestort ist, wurde
ein Assay etabliert, mit dem Reportergen-Analysen durchgefiihrt werden konnten. Dazu
wurden zwei ,,good*- und ,,poor-responder‘‘-Zelllinien und 16 Primirzellkulturen mit einem
Plasmid transient transfiziert, welches den auf GC reagierenden Sequenzabschnitt, das
sogenannte GRE, einen Dexamethason-induzierbaren Promotor und als Reportergen die
sekretorische alkalische Phosphatase (SEAP) enthilt. Es konnte gezeigt werden, dass die
,poor-responder*-Zelllinie das Reportergen SEAP um den Faktor 8 geringer exprimiert als

die ,,good-responder“-Zelllinie. Reportergen-Analysen mit transfizierten Primérzellkulturen
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von 16 ALL-Patienten zeigten bei poor-respondern eine signifikant geringere Expression des
Reportergens SEAP im Vergleich zu den good respondern (Median: poor-responder= 1235
RLU (n=8); good-responder=2715 RLU (n=8); p=0,002). Diese Ergebnisse zeigen erstmalig
eine Verbindung zwischen einer veridnderten hGR-Reaktionskaskade und dem Ansprechen

auf GC von ,,good* -und ,,poor-responder““-ALL-Patienten.

Da der GR zwei Isoformen besitzt (a+p), und nach einer Hypothese Heterodimere als
dominant negativer Inhibitor wirken kénnen, wurde diese Hypothese durch Bestimmung des
GRo/B-Verhiéltnisses iiberpriift. Western-Blot-Analysen deuten auf eine geringere Expression
von GRa gegeniiber GRJ in einer ,,poor-responder*-Zelllinie im Vergleich zu einer ,,good-
responder*“-Zelllinie hin.

Mithilfe von Immunprézipitationen wurde die Aktivierung des hGR-Komplex bei ,,good*-
und ,,poor-responder*‘-Zelllinien untersucht. Es zeigten sich Unterschiede bei der Interaktion
zwischen den hGR-Isoformen o+ mit Chaperon HSP90 und dem Immunophilin FKBP51 bei
good- und poor-respondern: Erfolgten Immunprézipitationen mit Antikorpern gegen beide
Isoformen o und B, so zeigte sich im Western-Blot in beiden Zelllinien mehr HSP90-Protein
in  Verbindung mit der hGRa-Isoform als im Komplex mit hGRB. Nach
Immunpréazipitationen mit Antikorpern gegen hGRo in Lysaten von ,,poor*- und ,,good-
responder*“-Zelllinien konnte ein quantitativer Unterschied von FKBP51-Protein im Western-
Blot in beiden Zelllinien festgestellt werden. Der hGR wurde in Abwesenheit von
Dexamethason in einer ,good“- und einer ,poor-responder-Zelllinie* gleichstark
phosphoryliert vorgefunden. Nach Dexamethasoninduktion scheint in beiden Zelllinien eine
Hyperphosphorylierung des hGR auszubleiben. Der Phosphorylierungsgrad des FKBP52-
Proteins in einer ,,poor-responder“-Zelllinie, die keine Dexamethasoninduktion erhielt, war
geringer als der in einer ,,poor-responder*-Zelllinie, die zuvor mit Dexamethason behandelt
wurde. Innerhalb der ,good-responder“-Zelllinien wurden keine Unterschiede im
Phosphorylierungsstatus der Serinreste des FKBP52-Proteins ersichtlich. Weiterhin wurde bei
den Immunprézipitationen ein unbekanntes phosphoryliertes Protein detektiert, das durch
zukiinftige, weitere Untersuchungen identifiziert werden sollte. Die meisten der bisher
gewonnenen FErgebnisse deuten darauf hin, dass die Reaktionskaskade des
Glucocorticoidrezeptors bei ,,poor-responder verdndert ist und somit eine der Ursachen von

GC-Resistenz bei ALL sein konnte.
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Summary:

The initial response to glucocorticoid (GC) in ALL treatment identifies good-(~90% of
patients) and poor-responders (~10% of patients) who have a significantly different long-term
disease free survival. Possible explanations for non-responsiveness could be a reduced
expression of the glucocorticoid receptor (GR), a disturbed GR reaction pathway or an
imbalanced expression between the GR isoforms.

To analyze mononuclear cells (MNC) responding differently to GC a quantitative reverse
transcription (RT)-PCR assay was established to measure GR-mRNA level in peripheral
blood mononuclear cells (MNC, mostly lymphoblasts) and bone marrow samples from ALL-
patients. The results showed a decrease of GR-mRNA concentration in MNC from peripheral
blood of ALL-patients which is 4 to 8-fold lower compared to the level found in normal
peripheral blood MNC. In contrast, the GR-mRNA levels in MNC from bone marrow showed
no significant difference. The level of GR-mRNA in peripheral blood MNC of good
responders was moderately higher (0.064 = 0.019 fmol/100 ng RNA) compared with poor
responders (0.035 £+ 0.01 fmol/100 ng RNA).

In addition the uptake of *[H]-dexamethasone in established lymphoblast cell lines was
analyzed. The good-responder cell line internalized 2-fold more *[H]-dexamethasone (20330
cpm, 60 min uptake 20 nM *H-Dex) than the poor-responder cell line (10906 cpm, 60 min
uptake 20 nM *H-Dex). Studies with transport inhibitors such as verapamil and genistein gave
no hint for an increased active outward transport in poor-responder ALL blasts.

The GC signaling pathway involves binding of the steroid hormone to its receptor in the
cytoplasm, translocation of the activated complex into the nucleus and binding to its cognate
site, the glucocorticoid response element (GRE). Each step of this cascade reaction may be a
target for dysfunction in cells of ALL-patients. In order to compare the GR reaction cascade
as well as the GR function in MNC of good- and poor-responders a transient transfection
reporter gene assay was established. For this assay the pGRE-SEAP vector was used
containing a GRE enhancer fused to the HSV-TK promotor and the coding sequence of the
secreted alkaline phosphatase (SEAP) as reporter gene. The assay revealed a 8-fold decreased
amount of the reporter SEAP in a poor-responder cell line compared to the good-responder
cell line. In leukemic blasts of 16 ALL-patients a significant lower expression of SEAP in
lymphoblasts of poor-responders (mean:1235 RLU) was measured compared with good-
responders (mean:2715 RLU; p=0.002).These results point to an alteration of the GR reaction
cascade possibly caused by reduced binding of GR homodimer to the GRE.

Alternative splicing of the GR gene generates a non-hormone binding splice variant (GRf)
that differs from the wild-type receptor (GRo) at the carboxyl terminus. GRP can
heterodimerize with ligand-bound GRa., translocates into the nucleus and can inhibit the
effects of hormone-activated GRa. homodimer. Therefore the ratio between the two GR
isoforms in MNC of good- and poor-responder cell lines was investigated by western blot
analysis. The results showed an increased expression of GRf3 compared to GRa in a poor-
responder cell line, which may induce resistance to GC in cells of ALL-patients.

In conclusion the reaction to GC is disturbed on different cellular levels in ALL patients with
a poor prednisone response. In MNC of peripheral blood of poor responders a reduced GR-
mRNA level and a decreased intracellular GC content in a poor responder cell line was
measured. Furthermore the results demonstrate for the first time an altered GR reaction
cascade in ALL lymphoblasts with poor GC response.
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