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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Erstbeschreibung der Neuropeptide Orexin A und Orexin B geht auf das Jahr 1998
zuriick. In diesem Jahr gelang der Arbeitsgruppe um Yanagisawa die Isolierung zweier
endogener Liganden an G-Protein-gekoppelten Orphan-Rezeptoren, die sie durch das
Screening von HPLC-Fraktionen aus den Hirnextrakten von Ratten gefunden hatte (226).
Sie benannte diese Hormone nach dem griechischen Wort ,,orexis* fiir Appetit Orexin A
und Orexin B, da deren zentrale Applikation eine Steigerung der Nahrungsaufnahme
bewirkte. Unabhéngig hiervon hatte eine andere Forschergruppe zuvor die Klonierung der
cDNA eines hypothalamusspezifischen Pripro-Hormons mittels direktionaler PCR-
Subtraktion publiziert, welche fiir zwei damals noch unbekannte Neuropeptide kodierte.
Aufgrund ihrer ausschlieBlichen Expression im Hypothalamus und ihrer strukturellen
Ahnlichkeit mit dem Hormon Sekretin bezeichneten sie diese als Hypocretin 1 und 2 (51,
69). Es zeigte sich, dass die cDNA-Sequenzen von Priapro-Orexin und Prépro-Hypocretin
identisch sind. Die Bezeichnungen Orexin und Hypocretin werden in der Fachliteratur
seither synonym eingesetzt. Aus Griinden einheitlicher Begrifflichkeit werden in der
vorliegenden Arbeit ausschlielich die von Sakurai et al. eingefiihrten, auf das griechische

Wort ,,orexis* zuriickgehenden Termini verwendet (226).

1.1 Biosynthese und Struktur der Bestandteile des Orexin-Systems

Orexin A und B werden aus einem gemeinsamen Vorlduferprotein namens Prapro-Orexin
gebildet, welches beim Menschen 131 Aminosduren umfasst und auf Chromosom 17q21
kodiert ist. Dem diskontinuierlichen Priapro-Orexin-Gen, welches sich iiber eine Linge von
1432 bp erstreckt, ist eine aus 450 bp bestechende Promotorregion mit zahlreichen
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen vorgeschaltet (227, 271). Prépro-Orexin besitzt N-
terminal eine charakteristische sekretorische Signalsequenz aus 33 Aminosduren, nach
deren Abtrennung Pro-Orexin entsteht, welches durch eine Prohormon-Konvertase in
Orexin A und B gespalten wird (s. Abb. 1.1) (226, 270).

Orexin A besteht aus 33 Aminosduren und erhilt posttranslational einen Pyroglutamyl-
Rest am N-terminalen und eine Amidgruppe am C-terminalen Ende. Diese fiir
Neuropeptidhormone charakteristischen Modifikationen schiitzen das Molekiil vor dem

Abbau durch Proteasen. Zusitzlich wird die Tertidrstruktur durch zwei intramolekulare
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Abbildung 1.1: Das Orexin-System. Entstehung von Orexin A und B aus dem gemeinsamen Vorlduferpeptid
Prapro-Orexin, Bindungsverhalten der Orexine an den Orexin-Rezeptoren (OX;,R) und Signaltransduktion
der Rezeptoren. Identische Aminosduren der Orexin-Molekiile sind griin unterlegt. ERK: ,extracellular
signal-regulated kinase*; GKR/GRR: Bindungsstellen der Prohormon-Konvertase; Gy/G,: G-Proteine vom
Subtyp G¢/Gy; p38: MAPK p38; PKC: Proteinkinase C; PLC: Phospholipase CB; TRPC: rezeptorgesteuerter
Kalziumkanal; VOCC: spannungsgesteuerter Kalziumkanal

Disulfidbriicken zwischen Cys6-Cys12 und Cys7-Cysl4 stabilisiert. Orexin B setzt sich
aus 28 Aminosduren zusammen und liegt in linearer Form vor. Als strukturelles Merkmal
weist es wie Orexin A eine C-terminale Amidierung auf. Die Aminosduresequenzen von
Orexin A und Orexin B sind zu 46 % homolog (226). Orexin A ist aufgrund der stirkeren
posttranslationalen Verdnderungen im Organismus stabiler als Orexin B, wodurch es
hohere Gewebs- und Blutkonzentrationen aufweist. Untersuchungen an Miusen zeigten,
dass Orexin A ein sehr lipophiles Molekiil ist und somit im Gegensatz zum weit weniger
lipophilen Orexin B nach intravendser Injektion schnell die Blut-Hirn-Schranke
tiberwinden und ins ZNS gelangen kann (120). Die Aminosiuresequenz von Orexin A ist
bei Mensch, Ratte, Maus, Hund, Kuh, Schaf und Schwein identisch, wihrend die
entsprechenden Sequenzen von Orexin B nur eine 92-96 %ige Homologie aufweisen (55,
135, 225).

Der Orphan-Rezeptor, als dessen Liganden die Orexine urspriinglich von Sakurai et al.
isoliert wurden, erhielt die Bezeichnung Orexin-Typ-1-Rezeptor (OX;R). Mittels einer
BLAST (,,Basic Local Alignement Search Tool*)-Durchsuchung der GenBank-Datenbasis
wurde durch eine 64 %ige Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen mit dem OX;R der

Orexin-Typ-2-Rezeptor (OX;R) identifiziert. Beide Rezeptoren gehdren zur Klasse der G-
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Protein-gekoppelten Rezeptoren mit 7 Transmembrandoméanen, welche die grofite Gruppe
von Zellmembranrezeptoren bildet (200, 226). Der OX;R hat eine Linge von 425
Aminoséduren und ist beim Menschen auf Chromosom 1p33 kodiert, wihrend der OX,;R
444 Aminosduren umfasst und auf Chromosom 6p11-ql1 lokalisiert werden konnte (226).
Wihrend Orexin A und B mit etwa gleicher Affinitit an den OX;R binden (ECsy Orexin A:
34 nM, Orexin B: 60 nM), verfiigt Orexin A am OX;R iiber eine um 2 Potenzen grofere
Bindungsaffinitit als Orexin B (ECsy Orexin A: 30 nM, Orexin B: 2500 nM). Daher wird
angenommen, dass der OX;R selektiv fiir Orexin A, der OX,;R hingegen unselektiv ist
(226). Vom OX,R der Maus sind mittlerweile zwei Spleilvarianten, OX5,R und OXxR,
mit gewebespezifischer Verteilung bekannt (42). Die Aminosduresequenzen der humanen
Orexin-Rezeptoren weisen eine 91-98 %ige Ubereinstimmung mit den Sequenzen der
klonierten Rezeptoren von Maus, Ratte, Hund und Schwein auf (135, 226).

In Untersuchungen an kultivierten neuronalen Zellen von Ratten sowie an einer Zelllinie
aus chinesischen Hamster-Ovarien, die rekombinante Orexin-Rezeptoren exprimierte,
bewirkten die Orexine einen konstanten Anstieg der intrazelluldren Kalzium-Konzentration
(148, 226, 267, 268). Dies hat zu der Annahme gefiihrt, dass die Orexin-Rezeptoren an G-
Proteine vom Subtyp Gg11 gekoppelt sind (s. Abb. 1.1) (148, 226, 268). Das Protein Gg/11
aktiviert nach der Bindung von Orexin an den Rezeptor die Phospholipase Cp (PLC), die
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) aus Phospholipiden der Zellmembran
bildet. IP; setzt seinerseits Ca®" aus intrazelluldren Speichern frei, wihrend DAG die
Proteinkinase C (PKC) aktiviert, die wiederum spannungsabhingige Ca’"-Kanile (VOCC)
in der Zellmembran 6fftnet (17, 135, 161, 234, 245, 265, 268). Dariiber hinaus werden iiber
die PLC nach Orexin-Bindung noch rezeptorgesteuerte Ca*’-Kandle vom Typ der
»transient receptor potential channels® (TRPC) in der Zellmembran gedffnet (60, 135, 139,
148, 149). Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Ligandenbindung an beiden Orexin-
Rezeptoren auBlerdem iiber noch nicht eindeutig geklirte Mechanismen verschiedene
»~mitogen-activated protein kinase* (MAPK)-Signalwege aktiviert, darunter die
»extracellular signal-regulated kinase® (ERK) 1- und 2- sowie die p38-MAPK-Kaskade,
die vor allem in Prozesse des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung involviert sind
(5, 60, 211, 250, 275). Ob die Orexin-Rezeptoren auch an G-Proteine vom Typ G oder G;j
koppeln, welche die cAMP-Bildung in der Zelle regulieren, wird derzeit noch kontrovers
diskutiert, wobei sich besonders die Hinweise auf eine zusitzliche Kopplung an G hdufen
(101, 135, 149, 153, 162, 211, 212, 275, 287). Als Erklirung fir die zum Teil

differierenden Befunde wird einerseits eine zell- bzw. gewebespezifische Expression der
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G-Protein-Subtypen und andererseits eine Abhédngigkeit ihrer Aktivierung von der

Ligandenkonzentration vermutet (5, 17, 101, 135, 139).

1.2  Verteilung und Wirkung des Orexin-Systems im ZNS

Die mRNA des Priapro-Orexins konnte im Gehirn mittels in situ Hybridisierung und
Northern Blotting bisher ausschlieBlich im lateralen Hypothalamus, in den angrenzenden
paraventrikuldren, perifornikalen und dorsalen Kerngebieten sowie in weitaus geringerer
Menge im Ependym detektiert werden (69, 136, 198, 226, 256). Hiermit {ibereinstimmend
konnten orexinimmunoreaktive Neuronen-Zellkorper ebenfalls nur in diesen Regionen
nachgewiesen werden (45, 50, 51, 176). Mittels Immunhistochemie wurden im ZNS die
weitgefacherten Projektionen der orexinproduzierenden Neurone verfolgt. Besonders
ausgeprigt verlaufen diese Fasern innerhalb des Hypothalamus sowie zwischen dem
lateralen Hypothalamus und verschiedenen Kerngebieten in Thalamus, Mittelhirn,
Hirnstamm und Riickenmark. Dariiber hinaus ziehen die Axone der Orexin-Neurone aus
dem lateralen Hypothalamus zum Bulbus olfactorius, zum limbischen System, zur
Hypophyse, zum Kortex und zum Kleinhirn (40, 45, 49-51, 176, 199, 267). Die Expression
der Orexin-Rezeptoren entspricht dem Verlauf dieser Projektionen, wie durch in situ
Hybridisierung und Immunhistochemie gezeigt werden konnte. Die Rezeptor-Subtypen
werden dabei teilweise in unterschiedlichen und komplementéren Gebieten exprimiert,
weshalb von verschiedenen physiologischen Rollen der Rezeptoren ausgegangen wird (43,
92, 154, 264).

Die hohe Konzentration orexinproduzierender Zellen im lateralen Hypothalamus, dem
,Hungerzentrum* des ZNS, korreliert mit dem Befund, dass Orexin A und B nach
intrazerebroventrikuldrer (i.z.v.) Injektion die Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme von
Ratten steigern (16, 54, 56, 89, 137, 202, 226, 258). Hierdurch kommt es jedoch nicht zu
einer Korpergewichtszunahme, da gleichzeitig der Energieverbrauch iiber eine Erhohung
der motorischen Aktivitit und der Ruhestoffwechselrate gesteigert und die
Nahrungsaufnahme wihrend der Nacht bei ldngerfristiger Orexin-Behandlung reduziert
wird (36, 86, 89, 103, 147, 230, 272, 273, 284).

Aufgrund der neuroanatomischen Verteilung des Orexin-Systems wurde auBerdem ein
Einfluss der Peptide auf das Schlaf-Wach-Verhalten vermutet. Mittlerweile ist bekannt,
dass die Orexine nach zentraler Infusion nicht nur den Schlaf unterdriicken sowie den

Wachheits- und Aktivitdtsgrad steigern, sondern auch bei Nagetieren, Hunden und



Einleitung 5

Menschen eine dtiologische Rolle im Krankheitsbild der Narkolepsie spielen (39, 81, 144,
201). In Untersuchungen an Patienten wurden bei bis zu 90 % der Narkoleptiker
verminderte Orexin-Liquorspiegel und eine verringerte Anzahl orexinproduzierender
Neurone im Hypothalamus nachgewiesen (182, 198, 262). Diese Degeneration der Orexin-
Neurone beruht nach derzeitiger Ansicht sehr wahrscheinlich auf autoimmunen Prozessen,
wodurch die seit langem bestehende Autoimmun-Hypothese der Narkolepsie untermauert
wird (37, 165, 259).

Nach heutigen Erkenntnissen nimmt das Orexin-System dariiber hinaus direkten Einfluss
auf die hypothalamisch-hypophysidre Hormonausschiittung. Die Orexine und ihre
Rezeptoren wurden in der Adenohypophyse, der Eminentia mediana und in den Releasing-
Hormon-produzierenden Nuclei arcuati et tuberales nachgewiesen. Zusdtzlich existieren
diese Gebiete verbindende orexinfiihrende Fasern (40, 49, 154, 199, 286). An
Hypothalamus-Explantaten von Ratten fiihrten die Orexine zu einer erhdhten Freisetzung
von GnRH. In vivo modulierten sie allerdings die GnRH-vermittelte LH-Freisetzung bei
weiblichen Ratten in Abhédngigkeit von der jeweiligen Sexualzyklusphase, da die
Expression der zentralen Orexin-Rezeptoren von den ovariellen Steroiden reguliert wird
(106, 203, 220, 240, 261). Die Plasmaspiegel von Prolaktin und Somatotropin sanken nach
1.z.v. Applikation von Orexin A und B bei Ratten signifikant ab (81, 113, 218). Die TRH-
vermittelte TSH-Ausschiittung wurde durch Orexin A vermindert, durch Orexin B
hingegen erhoht, wovon die Plasmaspiegel der Schilddriisenhormone allerdings nicht
beeinflusst wurden (113, 169, 221).

Das Orexin-System interagiert ferner {iiber die Innervation der priganglionidren
sympathischen und parasympathischen Neurone im Hirnstamm und Riickenmark mit dem
autonomen Nervensystem (48, 267). Nach Injektion in die Liquorrdume fiihrten die
Orexine bei Ratten zu einem dosisabhédngigen Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks,
der Herzfrequenz, des Plasma-Katecholaminspiegels und des Sympathikotonus, der als
»~renal sympathetic nerve activity* gemessen wurde (41, 160, 231, 238). Orexin A bewirkte
auBerdem eine vagal vermittelte Steigerung der Magensiureproduktion (260).

Nach neueren Untersuchungen sind die Orexine auch an der Entstehung von
Suchtverhalten beteiligt, wie die orexinerge Innervation des Nucleus accumbens, des
ventralen Tegmentum und des Lobus insularis vermuten lie, die Einfluss auf die
Ausbildung belohnungs- und abhingigkeitsassoziierten Verhaltens nehmen (129, 130, 132,
178, 199, 253). Demgeméill entwickelten orexindefiziente Méuse eine weniger stark

ausgepragte Morphinabhingigkeit als eine genetisch unverdanderte Kontrollgruppe und die
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Blockade des OX; R schwichte bei Ratten eine zuvor erzeugte Nikotinabhingigkeit ab (72,
100, 179). Ferner zeigten kokain- oder morphinentwohnte Ratten unter zentraler

Aktivierung des Orexin-Systems signifikant erhohte Riickfallquoten (26, 87).

1.3  Verteilung und Wirkung des peripheren Orexin-Systems

Die Detektion von orexinproduzierenden Zellen und Orexin-Rezeptoren in zahlreichen
peripheren Geweben sowie der Nachweis von Orexin A im Plasma von Ratte und Mensch
haben dazu gefiihrt, dass heute von einem eigenstindigen peripheren Orexin-System
ausgegangen wird (s. Abb. 1.2) (7, 91, 112). Der Ursprung des Plasma-Orexins ist nach
wie vor unklar, es scheint jedoch zumindest teilweise von der zentralen Produktion
unabhingig zu sein (46, 91).

Zu den peripheren Wirkungsorten des Orexin-Systems gehort der Magen-Darmtrakt. In
diesem wurden bei Mensch, Ratte und Schwein orexinproduzierende Zellen,
orexinimmunoreaktive Axone und Orexin-Rezeptoren in verschiedenen Wandschichten,
wie in der Ringmuskulatur, in den submukdsen und myenterischen Ganglien sowie in den

neuroendokrinen Zellen, nachgewiesen (58, 125, 180). Diese Verteilung der
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Abbildung 1.2: Zielorgane und Effekte der Orexine
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orexinproduzierenden Zellen und die Koexpression anderer lokaler Hormone, wie Gastrin,
VIP oder Serotonin, in diesen Zellen haben die Vermutung nahegelegt, dass die Orexine an
der Regulation von Darmmotilitit, Sekretion und Nahrungsresorption beteiligt sind.
Hiermit konform wird die Aktivitdt und Expression des enteralen Orexin-Systems durch
Fasten heraufreguliert und die Magenséduresekretion nach intravendser Gabe eines
selektiven OX;R-Antagonisten inhibiert (59, 125). Wahrend Orexin A und B in in vitro-
Studien die Magen-Darmmotilitit steigern konnten, wurde diese in in vivo-Studien mit
intravends infundierten Orexinen gehemmt (58, 125, 131, 180).

Auch die insulinproduzierenden B- und glukagonproduzierenden o-Zellen des Pankreas
enthalten Orexin und exprimieren OX;-Rezeptoren (76, 125, 191). Die OX,-Rezeptoren
konnten in den Langerhansinseln gefunden werden (185). Untersuchungen der
Arbeitsgruppe um Kirchgessner legten nahe, dass Orexine die blutglukoseabhingige
Sekretion der Pankreas-Hormone vermitteln. So fiihrten intravendse Injektionen von
Orexin A zu einem Anstieg des Plasma-Glukagon- und -Glukosespiegels und zu einem
Absinken des Insulinspiegels. Analog wurde die Orexin-Produktion in Pankreasinsel-
Zellen durch niedrige Glukosespiegel getriggert und durch hohe inhibiert (191). In anderen
Studien hingegen stieg bei Ratten und Menschen nach Orexin-Behandlung der
Insulinspiegel dosisabhidngig an, wihrend die Glukagon-Sekretion der a-Zellen in vitro
durch Orexin A inhibiert werden konnte (58, 76, 184, 185).

Die mRNA des Pripro-Orexins und der Orexin-Rezeptoren konnte {iberdies bei Ratten und
Hiihnern in den Gonaden detektiert werden (112, 188, 226). Mitsuma et al. wiesen mittels
RIA in Rattenhoden zusitzlich die Expression von Orexin A und B nach (167, 168).
Innerhalb des Hodens konnten der OX;- und OX,-Rezeptor durch Immunfluoreszenz auf
den Leydig-Zellen lokalisiert werden (117). Orexin A steigerte sowohl in vitro als auch
nach lokalen Injektionen in vivo die Testosteron-Produktion in Rattenhoden (9). Das
Orexin-System in den Ovarien scheint wie im ZNS weiblicher Ratten in Abhéngigkeit vom
Sexualhormonstatus exprimiert zu werden und an der Regulation der Ovulation beteiligt zu
sein (241).

Des Weiteren wurden beide Orexin-Rezeptoren im Nebennierenmark (NNM) von Ratte,
Schwein und Mensch gefunden (145, 162, 177). In Versuchen an NNM-Zellen von
Schweinen sowie an humanen Phdochromozytom-Préiparaten fiihrte Orexin A zu einem

signifikanten Anstieg der Adrenalin- und Noradrenalin-Sekretion (161, 177).



Einleitung 8

Kiirzlich wurden die Orexin-Rezeptoren auch im subkutanen und omentalen Fettgewebe
detektiert, in welchem ihre Liganden Einfluss auf die Zellproliferation und den

Zellmetabolismus nehmen kénnen (53).

1.4 Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse durch Orexin A und B

Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHN-Achse) ist durch die
gegenseitige Regulation des Nucleus paraventricularis des Hypothalamus, des
Hypophysenvorderlappens und der Nebennierenrinde (NNR) definiert. Die parvozelluldren
Neurone des Nucleus paraventricularis bilden Kortikotropin-Releasing-Hormon (CRH)
und Vasopressin (AVP), die stirksten endogenen Stimulatoren der hypophysidren ACTH-
Produktion. Nach der Einschleusung dieser Hormone in den hypophysiren
Pfortaderkreislauf an der Eminentia mediana kommt es zu einer erhohten ACTH-
Ausschiittung aus der Adenohypophyse, die in der Folge die Produktion von
Kortikosteroiden in der NNR anregt. Kortisol iibt in diesem Regelkreis eine negative
Riickkopplung auf Hypothalamus und Hypophyse aus. Der Hypothalamus ist zusétzlich
mit hoheren kortikalen Zentren verbunden, die unter physischem und psychischem Stress
die Aktivitdit der HHN-Achse heraufregulieren (6, 62, 130, 164). In den letzten Jahren gab
es zunechmend Hinweise darauf, dass auch die Orexine sowohl iiber einen zentralen als
auch tiiber einen peripheren Ansatzpunkt Anteil an der Steuerung der HHN-Achse haben.

Sowohl im Nucleus paraventricularis als auch in der Eminentia mediana und im
Hypophysenvorderlappen wurden Orexin-Rezeptoren und orexinimmunoreaktive Fasern
gefunden (49, 50, 154, 176, 286). Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass i.z.v.
Injektionen von Orexinen zu einem Anstieg von ACTH und Kortikosteron im Plasma
filhren (3, 32, 81, 104, 107, 138, 219). Umgekehrt fanden sich bei Narkoleptikern, die
einen Mangel an Orexin-Neuronen im Hypothalamus aufweisen, erniedrigte ACTH-
Plasmaspiegel (127). Der stimulierende Effekt der Orexine auf die ACTH-Sekretion wird
vermutlich iiber CRH und AVP vermittelt. So wurde durch die zentrale Applikation von
Orexin A der mRNA-Gehalt sowohl von CRH wund AVP als auch des
Zellaktivierungsmarkers c-fos im Nucleus paraventricularis erhoht (3, 32, 138). AuBBerdem
fiihrte Orexin A nach zentraler Infusion zu einem Anstieg von AVP im Plasma und zu
einer gesteigerten CRH-Freisetzung aus Hypothalamus-Explantaten von Ratten (160, 219).

Ein CRH-Rezeptor-Antagonist konnte die orexinabhingige Steigerung der Plasma-
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Kortikosteron- und -ACTH-Spiegel in vivo blockieren (107, 233). Ferner vermochten die
Orexine die  basale = ACTH-Ausschiittung  durch  direkte =~ Wirkung  auf
Hypophysenvorderlappenzellen in vitro nicht zu steigern (232). Die Wirkung der Orexine
auf die CRH-Ausschiittung im Hypothalamus scheint ihrerseits wiederum an Neuropeptid
Y (NPY) gekoppelt zu sein. Verschiedene NPY-Antagonisten konnten sowohl den
orexininduzierten Anstieg von Plasma-Kortikosteron in vivo als auch die orexinbedingte
Zunahme der CRH-Freisetzung aus Hypothalamus-Préparaten in vitro inhibieren (108,
219).

In umfangreichen Studien an NNR-Gewebe von Ratten und Menschen konnte die
Expression der Orexin-Rezeptoren sowohl in NNR-Homogenaten als auch in frisch
dispergierten oder kultivierten NNR-Zellen mittels RT-PCR, qPCR oder Western Blot
demonstriert werden (25, 110, 112, 118, 119, 150, 151, 162, 211, 212, 249, 250, 275, 288).
Einige Arbeitsgruppen konnten hierbei eine deutliche Uberexpression jeweils eines der
beiden Rezeptorsubtypen in NNR-Material von Menschen oder Ratten nachweisen (25,
110, 112, 119, 212). Als Erklérung fiir die Divergenz dieser Ergebnisse lésst sich einerseits
anflihren, dass einige Arbeitsgruppen RT-PCR-Produkte bei sehr hohen Zyklen-Anzahlen
generierten, obwohl die Spezifitit der RT-PCR nur wéihrend der exponentiellen
Amplifikationsphase bis zu einer maximalen Zyklus-Anzahl von etwa 25-30 als gesichert
gilt (118, 150, 151, 162, 205, 275). In anderen Studien wurden fiir immunhistochemische
Nachweismethoden Orexin-Rezeptor-Antikorper verwendet, deren Spezifitdt nicht immer
gesichert ist (25, 119, 212). Da in NN-Gewebe von Ratten bereits eine Abhéngigkeit der
Orexin-Rezeptor-Expression sowohl vom Geschlecht als auch vom Erndhrungszustand der
untersuchten Tiere entdeckt wurde, miissen Unterschiede in der Rezeptorverteilung nicht
nur zwischen verschiedenen Spezies, sondern auch innerhalb einer Spezies erwogen
werden (112, 118). Hinsichtlich der Verteilung der Rezeptorsubtypen auf die einzelnen
Schichten der NNR besteht ebenfalls noch eine erhebliche Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen einzelner Arbeitsgruppen, wobei beide Rezeptoren bereits in allen drei
Schichten lokalisiert werden konnten (25, 110, 112, 162, 212). Ob Orexine in der NNR in
para- oder sogar autokriner Weise wirken konnen, ist derzeit noch fraglich, da
Untersuchungen zur Expression von Prapro-Orexin und Orexin A in NNR-Zellen von
Ratten, Schweinen und Menschen zu widerspriichlichen Ergebnissen gefiihrt haben (112,
119, 145, 175, 212, 249).

Zahlreiche weiterfilhrende Studien zeigten, dass Orexin A die Kortisol- oder

Kortikosteronfreisetzung aus NNR-Zellen von Ratten, Schweinen und Menschen nach
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1-24 Stunden Inkubationszeit signifikant steigert (153, 162, 177, 249, 275, 288). Ebenso
fiihrten subkutane Orexin A- und zum Teil auch Orexin B-Injektionen bei Ratten zu
erhohten Kortikosteron-Plasmaspiegeln, die frithestens nach einer Wirkungsdauer von
1 Stunde bestimmt wurden (150, 151, 153). Die Wirkung der Orexine auf die NNR scheint
hierbei von CRH und ACTH unabhingig zu sein, da einerseits nur die basale, nicht aber
die ACTH-stimulierte Kortikosteronausschiittung erhéht wurde und andererseits die
Orexin-Wirkung durch einen ACTH-Antagonisten nicht abgeschwicht werden konnte
(153, 162). AuBlerdem konnte in einem Langzeitversuch nach einwochiger subkutaner
Orexin-Behandlung neben gestiegenen Kortikosteron- und Aldosteronspiegeln kein
Anstieg des Plasma-ACTH gemessen werden (150). Eine erhohte Aldosteronfreisetzung
unter Orexin-Behandlung wurde von Nanmoku et al. in einer in vitro-Studie an NNR-
Zellen von Schweinen bestdtigt, wiahrend Malendowicz et al. in vitro keine erhdhte
Aldosteronausschiittung aus Ratten-NNR-Zellen beobachteten (177).

Ob Orexine neben der Steroidproduktion auch die Proliferation der NNR-Zellen
beeinflussen, kann auf der Grundlage der bisher erhobenen Daten nicht abschlieend
gekliart werden. Wiahrend beide Orexine einen proliferationssteigernden Effekt auf NNR-
Zellen von gesunden Ratten-Jungtieren sowie von NNR-Adenom-Patienten besa3en, sank
der Metaphaseindex in regenerierenden NNR-Zellen von adulten Ratten unter Orexinen ab
(151, 249, 249). Auch die Proliferationsrate kultivierter NNR-Zellen von adulten Ratten
ohne NNR-Pathologie wurde einerseits durch Orexin A gesteigert, andererseits jedoch
durch Orexin B gemindert (250). Weitere Studien sind ndtig, um eine sichere Aussage tliber
den Einfluss der Orexine auf die Proliferation von NNR-Zellen treffen zu kdnnen.
Zusammenfassend ist anzunchmen, dass im Blut zirkulierende Orexine die
Steroidproduktion in der Zona glomerulosa und fasciculata der NNR durch Bindung an die
lokal exprimierten Orexin-Rezeptoren direkt stimulieren konnen. Hierbei scheinen die
Orexine die Kortikoidkonzentrationen nicht iiber eine kurzfristige Aktivierung der
Steroidbiosyntheseenzyme, sondern ausschlieflich iiber eine Langzeit-Regulation zu
steigern, da bei peripherer Applikation nach nur dreifigminiitiger Latenz weder in vivo
noch in vitro ein messbarer Anstieg der Kortikosteronwerte verzeichnet wurde (107, 237,
275). Der molekulare Mechanismus, liber den Orexine in die Biosynthese der
Kortikosteroide eingreifen, ist indessen noch ungekldrt. Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe hierzu zeigten, dass es nach Orexin A-Behandlung in humanen NNR-Zellen

(NCI-H295R) zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Kopien selektiver Enzyme der
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Steroidbiosynthese kommt, wobei ein Expressionsmaximum nach 12 Stunden Stimulation

erkennbar war (275).

1.5 Steroidbiosynthese in der Nebennierenrinde

Die Produktionsstitte der Kortikosteroide ist die Nebennierenrinde, die aus drei
morphologisch sowie biochemisch unterschiedlichen Schichten besteht. In der
subkapsuldren Zona glomerulosa werden vornehmlich Mineralokortikoide, in der
angrenzenden Zona fasciculata Glukokortikoide und in der marknahen Zona reticularis
hauptsédchlich Androgene gebildet (217). Die wichtigsten Stimulatoren der Steroidsynthese
in der Zona glomerulosa sind Angiotensin II und Kalium, wéhrend in der Zona fasciculata
und reticularis die Hormonproduktion hauptsidchlich durch ACTH aktiviert wird (66, 209).

An der Synthese der humanen NNR-Steroide sind insgesamt sechs Enzyme beteiligt, die
unterschiedlich auf die drei Zonen der NNR verteilt und intrazelluldr teils
intramitochondrial, teils im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert sind (195).

Das Substrat aller Kortikosteroide ist Cholesterin, welches intrazelluldr als Ester in
Lipidtropfchen gespeichert werden kann (s. Abb. 1.3) (166). Die Steroidbiosynthese wird
eingeleitet, indem Cholesterin durch das ,,steroidogenic acute regulatory protein® (StAR-
Protein) von der duBleren an die innere Mitochondrienmembran transloziert wird. Dort wird
es anschlieBend durch das Enzym CYP11A1 zu Pregnenolon oxidiert (Abkiirzungen der
Enzymnamen s. Legende in Abb. 1.3). Beide Prozesse sind grundlegend fiir die Produktion
aller NNR-Hormone und limitieren damit die Syntheserate der adrenokortikalen Zellen
(195, 247). Die weitere Synthese lduft teils in den Mikrosomen des glatten
endoplasmatischen Retikulums, teils in den Mitochondrien ab.

Im Anschluss kann Pregnenolon vom Enzym HSD3B2 zu Progesteron dehydriert werden.
Dieses Enzym katalysiert dariiber hinaus die Dehydrierung von 17a-Hydroxypregnenolon
zu 170-Hydroxyprogesteron und von Dehydroepiandrosteron zu Androstendion, wodurch
es fiir die Synthese aller Kortikosteroide essenziell ist. Entsprechend konnte die HSD3B2
bereits in allen drei Schichten der Nebennierenrinde nachgewiesen werden (196). In der
Zona glomerulosa und fasciculata werden Progesteron bzw. 17a-Hydroxyprogesteron
durch das Enzym CYP21 zu 11-Desoxykortikosteron bzw. 11-Desoxykortisol hydroxyliert
(195). In der Zona fasciculata hydroxyliert die CYP11B1-Monooxygenase
11-Desoxykortisol schlieflich am C11-Atom zu Kortisol. Die Aldosteronsynthese wird

durch das ausschlieBlich in der Zona glomerulosa exprimierte Enzym CYP11B2
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Abbildung 1.3: Die Steroidbiosynthese in der humanen Nebennierenrinde

abgeschlossen, welches 11-Desoxykortikosteron iiber zwei Hydroxylierungen und eine
Oxidation zu Aldosteron umwandelt (123, 207).

Die mischfunktionelle Monooxygenase CYP17 ist in der Zona fasciculata und reticularis
lokalisiert und hydroxyliert hier Pregnenolon und Progesteron zunidchst zu
17a-Hydroxypregnenolon bzw. 17a-Hydroxyprogesteron. Anschlieend entstehen durch
Spaltung der C17-20-Bindung die C19-Steroide Dehydroepiandrosteron und
Androstendion (195).

Da es sich bei den Kortikosteroiden um sehr lipophile Molekiile handelt, existieren fiir
diese Hormone intrazelluldr keine geeigneten Speicher. Sie werden daher nach ihrer
Synthese direkt ins Blut abgegeben, wodurch ihre Blutkonzentrationen die aktuellen

Syntheseraten widerspiegeln (211, 217).
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1.6 Regulation der Genexpression in eukaryotischen Zellen

In eukaryotischen Zellen kann die Expression eines Gens auf allen Ebenen der
Proteinbiosynthese reguliert werden. So kann durch die Modifizierung von Prozessierung,
Stabilitdit und Transport der mRNA sowie von Translation und posttranslationalen
Vorgingen die spezifische Genaktivitét in einer Zelle an die Bediirfnisse des Organismus
angepasst werden. Der wesentliche Mechanismus liegt jedoch in der Steuerung der
Geschwindigkeit von Initiationskomplexbildung und Transkription (14, 140).

Die basale Transkription eines Gens wird in der Regel durch Protein-DNA-Interaktionen in
einem Sequenzbereich von einigen Dutzend Basenpaaren vor dem Transkriptionsstartpunkt
gesteuert. Dieser DNA-Abschnitt wird als Kernpromotor bezeichnet und beinhaltet die
Initiationsregion und meist eine sogenannte TATA-Box, eine AT-reiche Sequenz. Erst
nach Anlagerung allgemeiner, das heit ubiquitdr vorkommender, Transkriptionsfaktoren
an den TATA-Box-Bereich kann die RNA-Polymerase II an die Initiationsregion binden.
Anschliefend wird der Initiationskomplex durch die Anlagerung weiterer allgemeiner
Transkriptionsfaktoren komplettiert, wodurch die RNA-Polymerase II aktiviert und die
Transkription gestartet wird (14, 82).

Da die auf diese Weise gestartete basale Transkription in vivo nur in vernachldssigbarer
Geschwindigkeit ablduft, hingt die Syntheserate eines Genproduktes hauptsdchlich von
sogenannten spezifischen Transkriptionsfaktoren ab. Diese binden an genspezifische
Erkennungselemente in einem DNA-Bereich von meist etwa einer Kilobase Linge in
5’-Richtung des Kernpromotors und regulieren die Geschwindigkeit von
Initiationskomplexbildung und DNA-Ablesung (78, 82). Dieser DNA-Abschnitt bildet
zusammen mit dem Kernpromotor den gesamten Promotorbereich eines Gens.

Fiir jedes Gen existiert eine Vielzahl solcher spezifischer Transkriptionsfaktoren, die zum
Teil erst nach komplexen Wechselwirkungen untereinander oder mit weiteren Kofaktoren
mit der RNA-Polymerase II interagieren konnen. Die Aktivitit der spezifischen
Transkriptionsfaktoren kann auf Transkriptionsebene reguliert werden. Im Rahmen einer
akuten Zellantwort auf einen Stimulus wird sie jedoch vor allem {iiber posttranslationale
Mechanismen, wie Phosphorylierung oder Ligandenbindung, gesteuert (14, 28, 116, 140).
Auch in den Promotorbereichen der Steroidbiosyntheseenzyme wurden bereits zahlreiche
Bindungsstellen fiir spezifische Transkriptionsfaktoren identifiziert, iiber welche die

Expression dieser Enzyme reguliert werden kann (157, 170, 192, 197, 237, 242).
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1.7 Zielsetzung

Wie in den vorangehenden Abschnitten ausgefiihrt, konnen die Orexine die Produktion von
Mineralo- und Glukokortikoiden in der NNR direkt iiber die lokal exprimierten Orexin-
Rezeptoren im Sinne einer Langzeit-Regulation stimulieren. Auf welche Weise sie hierbei
Einfluss auf die Kortikosteroidsynthese nehmen, ist gegenwiértig jedoch noch unzureichend
erforscht. Diesbeziigliche Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass
Orexin A in NCI-H295R-Zellen zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Kopien der
Steroidbiosyntheseenzyme 11p-Hydroxylase, Aldosteronsynthase, 21-Hydroxylase und
3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 fiihrt.

Hieran ankniipfend war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Regulation der
Genexpression der Steroidbiosyntheseenzyme 11B-Hydroxylase, Aldosteronsynthase, 21-
Hydroxylase und 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 durch Orexin A und Orexin B
in NCI-H295R-Zellen molekularbiologisch zu analysieren. Hierzu sollte zundchst der
beobachtete  Effekt von  Orexin A  auf das  Expressionsmuster  der
Steroidbiosyntheseenzyme in NCI-H295R-Zellen nach 12 Stunden Stimulation mittels
quantitativer ,real-time“ PCR bestdtigt werden. Sodann sollte durch eine
Transkriptionsblockade mit Actinomycin D verifiziert werden, ob die mRNA-Stabilitéit der
Steroidbiosyntheseenzyme 11B-Hydroxylase, Aldosteronsynthase, 21-Hydroxylase und
3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 in NCI-H295R-Zellen unter Orexin A erhoht
wird. Dariiber hinaus sollte die Transkriptionsaktivitit der Gene dieser
Steroidbiosyntheseenzyme mit Hilfe von Reportergenstudien unter Orexin A- und Orexin
B-Behandlung in NCI-H295R-Zellen untersucht werden. Zu diesem Zweck sollten die
Promotoren der Gene der ausgewdhlten Steroidbiosyntheseenzyme in Expressionsvektoren
kloniert werden. Mit Hilfe dieser rekombinanten Vektoren sollten alsdann die Aktivitdten
der Promotoren unter Orexin A und Orexin B in einem Reportergensystem analysiert
werden. Abschlieend sollte der bisher noch kontrovers diskutierte Einfluss von Orexin A
und Orexin B auf die Proliferation von NNR-Zellen mit einer Zellzahlmessung in der NCI-

H295R-Zelllinie ermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinie

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden an Zellen der humanen
Nebennierenrinden-Zelllinie NCI-H295R  durchgefiihrt (bezogen iiber Dr. Ehrhart-
Bornstein, Molekulare Endokrinologie, MK III, Universitdtsklinikum der TU Dresden).
Die genannte Zelllinie wurde im Jahr 1980 aus einem Nebennierenrinden-Karzinom einer
48-jahrigen afroamerikanischen Patientin etabliert (70). Im Unterschied zur intakten
menschlichen Nebennierenrinde, in der Mineralokortikoide, Glukokortikoide und C19-
Steroide jeweils von spezialisierten Zellen in drei entsprechenden Zonen produziert
werden, besitzt diese pluripotente Zelllinie die Fahigkeit zur Synthese aller drei genannten
Steroidklassen (209).

Zur Vereinfachung experimenteller Untersuchungen wurde von der urspriinglich isolierten
Zelllinie NCI-H295, die nur in Suspension wéchst, die adhirente Zelllinie NCI-H295R in

einem dreimonatigen Selektionsprozess abgeleitet (209).

2.1.2 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Zellkulturschrank (Heraus, Hanau,
Deutschland) bei 37,0 °C in einer Atmosphdre mit 5 % CO»-Anteil. Die Zellen wurden in
75 cm?-Zellkulturflaschen in einer 1:1-Mischung aus ,,Dulbecco’s Modified Eagle
Medium*“ (DMEM) und Ham’s F-12 Medium (PAA Laboratories, Colbe, Deutschland)
angeziichtet. Das N&hrmedium enthielt zusdtzlich 2% FBS wund 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland) sowie 3,62 ng/ml Hydrocortison,
1 pg/ml apo-Transferrin, 5 ng/ml Natriumselenit, 2,72 ng/ml B-Estradiol und 0,38 pg/ml
Insulin (Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland). Das Medium wurde in Abhingigkeit von
der erreichten Zelldichte und dem daraus resultierenden Mediumverbrauch alle 3-5 Tagen

gewechselt.
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2.1.3 Subkultivierung, Aussaat und Stimulation

Nachdem die Zellen eine nahezu vollstindige Konfluenz erreicht hatten, wurden sie
entweder subkultiviert oder fiir eine anschlieBende Stimulation oder Transfektion in 24-
Well-Platten ausgesiit.

Zundchst wurde das verbrauchte Medium entfernt. Die Zellen wurden sodann zweimal mit
10ml PBS (KCl 0,2 g/l, KH,POs 0,2 g/l, NaCl 8,0 g/l, Na,HPO4 1,15¢g/l, PAA
Laboratories) gewaschen, anschlieBend durch Hinzufligung von 5 ml Accutase (PAA
Laboratories) abgeldst und 6-7 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach der Ablosung
wurden die Zellen in ein Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und 6 Minuten bei 172 g
zentrifugiert (Omnifuge 2.0 RS, Heraeus). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen
wurden 4 Minuten im Brutschrank mit 100 ul AccuMax (PAA Laboratories) inkubiert,
bevor sie in 8 ml frischem Ndhrmedium resuspendiert wurden.

Fiir eine Subkultivierung wurde hiernach je 1 ml dieser Zellsuspension in zwei neue
Kulturflaschen pipettiert, die jeweils bereits 13 ml frisches Medium enthielten.
AnschlieBend wurden die Zellen zum weiteren Wachstum wieder im Brutschrank
inkubiert.

Fiir eine Stimulation oder Transfektion wurden 4 ml der genannten Zellsuspension mit
frischem Medium verdiinnt bis eine Konzentration von 3x10° Zellen/m] (Stimulation) bzw.
4x10° Zellen/ml (Transfektion) erreicht wurde. Von dieser Suspension wurden
grundsitzlich 500 pl pro Well in 24-Well-Platten, fiir die Zellzahlmessungen jedoch 100 pl
pro Well in 96-Well-Platten ausgesit. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden 2-4 Tage bis zur erwiinschten Konfluenz
kultiviert. In Vorbereitung einer Transfektion mit dem pGeneBLAzer-TOPO-TA—Vektor
wurde einen Tag nach der Aussaat zusitzlich ein Mediumwechsel mit antibiotikafreiem
Medium durchgefiihrt. Fiir eine Transfektion mit dem pGL4.19-Vektor wurden die Zellen
stattdessen direkt in antibiotikafreiem Medium ausgesit.

Die Stimulationen erfolgten je nach Versuch mit einer Auswahl verschiedener Substanzen,
welche Orexin A und Orexin B (beide von Bachem, Weil, Deutschland) sowie als
Positivkontrollen Angiotensin II und Forskolin (beide von Sigma-Aldrich) in
Konzentrationen von 0,1-25 uM umfasste. Forskolin, welches wie ACTH die
Adenylatcyclase (AC) aktiviert, wird in der relativ ACTH-resistenten Zelllinie NCI-H295R
an dessen Stelle als Positivkontrolle eingesetzt (209). Es wurden Behandlungszeitraume

von 1, 3, 6, 12 oder 24 Stunden gewdhlt.
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Die Stimulationen wurden durch Absaugen des Stimulationsmediums und darauf folgende
Zell-Lyse mittels eines Lyse-Puffers, der entsprechend der weiteren Verwendung der

Proben gewihlt wurde (s. Kap. 2.2.1, 2.3, 2.6.1, 2.6.2), beendet.

2.2 Quantitative ,,real-time*“ Polymerase-Kettenreaktion

2.2.1 RNA-Isolierung und -Messung

Nach der Stimulation mit Orexin A iiber einen Zeitraum von 12 Stunden wurden die Zellen
mit 500 pl einer 1:1 Mischung aus PBS und 2x ,,Nucleic Acid Purification Lysis Solution*
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) lysiert. Die RNA-Isolierung erfolgte
anschlieBend mit der ,,ABI PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation®, die wie alle
genannten Reagenzien ebenfalls von Applied Biosystems bezogen wurde. Zur RNA-
Extraktion aus dem Zell-Lysat wurden in einem ersten Schritt die Filterplatten des Gerites,
an deren Oberflichen sich eine RNA-bindende Membran befindet, mit 40 ul ,,RNA
Purification Wash Solution® 1 benetzt und mit den Proben beladen. In mehreren
nachfolgenden Schritten wurde die an die Membran gebundene RNA mit Hilfe der ,,RNA
Purification Wash Solutions* 1 und 2 gemi3 den Angaben des Herstellers aufgereinigt.
Zuletzt wurde die RNA mit 150 pl ,,Nucleic Acid Purification Elution Solution* aus der
Membran eluiert.

Die RNA wurde mit dem ,,RiboGreen RNA Reagent Kit* der Firma Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland) zur Messung von RNA-Konzentrationen im Bereich von 20 ng/ml bis
1 pg/ml quantifiziert. RiboGreen zeichnet sich im Vergleich zu anderen gingigen
Farbstoffen durch eine besonders hohe Sensitivitit sowie einen aulergewdhnlich grof3en
dynamischen Messbereich aus (114). Zunéchst wurde der RiboGreen-Farbstoff mit 1x TE-
Puffer (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) im Verhiltnis 1:200 verdiinnt. Des
Weiteren wurde der zum Kit gehorende ribosomale RNA-Standard fiir die Erstellung einer
Standardkurve mit 1x TE-Puffer auf 2 pg/ml verdiinnt. Durch das Vermischen von 100 pl
der Farbstoff-Losung mit dem RNA-Standard und dem 1x TE-Puffer in unterschiedlichen
Anteilen wurden 4 verschiedene Endkonzentrationen des RNA-Standards sowie ein
Leerwert hergestellt (0, 20, 100, 500 und 1000 ng/ml). Die Proben der frisch isolierten
RNA wurden mit 1x TE-Puffer im Verhéltnis 1:50 verdiinnt und mit 100 pl RiboGreen-
Farbstoff versetzt. Alle Proben und Standards wurden nach dem Hinzufiigen des Farbstoffs

im Messgerdt 5 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der
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Fluoreszenz wurde mit einem FLUOstar Optima Fluorometer (BMG Labtech, Offenburg,
Deutschland) bei  einer  Anregungswellenlinge von 480nm und  einer
Emissionswellenldnge von 520 nm durchgefiihrt.

Bis zur weiteren Verwendung wurden die RNA-Proben bei -20 °C eingefroren.

2.2.2 c¢DNA-Synthese

Die isolierte RNA wurde im néchsten Schritt durch die Reverse-Transkriptase-Reaktion
(RT-Reaktion) in cDNA umgeschrieben, welche als Ausgangsprodukt fiir die Polymerase-
Kettenreaktion dient.

Fiir die cDNA-Synthese wurde das ,,Cloned AMV First-Strand Synthesis Kit* der Firma
Invitrogen eingesetzt, welches mit dem Enzym AMV Reverse Transkriptase arbeitet.
Dieses Enzym zeichnet sich im Vergleich zu anderen gidngigen reversen Transkriptasen
durch besondere Stabilitdt sowie volle Aktivitidt bei Temperaturen von bis zu 55 °C aus,
bei welchen die Synthese beeintrichtigende Sekundérstrukturen der RNA besser
iiberwunden werden konnen (30, 67).

Je 9 ul der isolierten RNA wurden mit 1 pl Oligo(dT)zo-Primer (50 uM) und 2 pl dNTP-
Mix (je 10 mM) versetzt und in einem Thermocycler (Biometra, Gottingen, Deutschland)
5 Minuten auf 65 °C erhitzt, wodurch die Sekundérstrukturen der RNA aufgeschmolzen
wurden. AnschlieBend wurden die Proben auf Eis abgekiihlt, sodass die Primer an die
RNA binden konnten. Im nichsten Schritt wurden pro Reaktionsansatz 4 ul 5x cDNA
Synthese Puffer (250 mM Trisacetat (pH 8,4), 375mM Kaliumacetat, 40 mM
Magnesiumacetat, 20 pg/ml Rinderserumalbumin), 1 pl Dithiothreitol (0,1 M), 1 pl
RNaseOUT™ (40 U/ul), 1 ul DEPC-behandeltes Wasser und 1 ul Cloned AMV Reverse
Transkriptase (15 U/ul) zugesetzt und die Ansdtze danach 60 Minuten bei 50 °C im
Thermocycler inkubiert. AbschlieBend wurde die reverse Transkriptase 5 Minuten bei
85 °C inaktiviert. Die cDNA wurde im Verhiltnis 1:2 mit DEPC-Wasser verdiinnt und bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewabhrt.
2.2.3 Primerauswahl
Ausgehend von den Nukleotidsequenzen, die in den Genbank-Dateien des NCBI

(Bethesda, USA) veroffentlicht sind, wurden mit Hilfe der PrimerExpress 2 Software von

Applied Biosystems spezifische Primerpaare fiir die cDNA-Abschnitte der Enzyme
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CYP11A1, CYPI11BI1, CYP11B2, CYP17, CYP21 und HSD3B2 konstruiert. Die Spezifitit
dieser Oligonukleotid-Primer wurde durch einen ,,BLAST-Search® der Nucleotid-
Datenbasis des NCBI iiberpriift (4). Die Primer wurden von der Firma Invitrogen

synthetisiert.

Tabelle 2.1: Nukleotidsequenzen der Primer fiir die quantitative ,real-time* PCR

PCR- Produkt
Enzym Orientierung Sequenz 5°—3’
(bp)
sense GAAGCAACCCAGCAGTGATCA
CYP11A1* 140
antisense ATTCAACCTGCTGAGCAGGCT
sense TTTCTCCAGCAAGCACTGTCC
CYP11B1* 102
antisense GGACAAAACCACAGCACCCTT
sense AAAGGCCCCTGTGGTCACTTA
CYP11B2* 126
antisense GACCTGGTCCATGAAAGACGA
sense TGGCCCCATCTATTCTGTTCG
CYP17* 127
antisense TAGAGTTGCCATTTGAGGCCG
sense CCTTCGGAGACAAGATCAAGGA
CYP21* 108
antisense TCACGTCCACAATTTGGATGG
sense CTCCTATCAACCCCCCTTCAA
HSD3B2* 133
antisense GGTTTTCTGCTTGGCTTCCTC

*QGenBank-Zugangsnummern und Erstver6ffentlichungen der Gensequenzen: CYP11A1: NM_000781 (254),
CYP11B1: NM_000497 (122), CYP11B2: NM 000498 (121), CYP17: NM 000102 (254), CYP21:
NM_000500 (93,276), HSD3B2: NM_000198 (213)

2.2.4 Quantitative ,,real-time*“ Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative ,real-time* Polymerase-Kettenreaktion (,,polymerase chain reaction®,
PCR) beruht auf dem Prinzip der konventionellen PCR (s. Kap. 2.4.4), einem
enzymatischen Verfahren zur exponentiellen Vermehrung spezifischer DNA-Abschnitte.
Bei der herkdmmlichen PCR ist eine Quantifizierung der entstandenen DNA-Kopien
lediglich durch aufwendige und wenig sensitive Endpunktanalysen moglich. Eine sichere
Aussage iiber die zu Beginn eingesetzten mRNA-Kopien ldsst sich daraus aufgrund des
nicht-exponentiellen Produkt-Anstiegs wihrend der letzten PCR-Zyklen nicht ableiten. Ein
wesentlicher Vorteil der ,real-time“ PCR gegeniiber der herkommlichen PCR besteht
darin, dass die amplifizierten DNA-Kopien nach jedem Zyklus, das heif3t auch wéhrend der

exponentiellen Phase der Amplifizierung, photometrisch bestimmt werden kdnnen (94, 95,
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189). Durch die zusétzliche Verwendung einer Standardreihe von DNA-Proben bekannter
Konzentration kann schlussendlich auf die urspriinglich eingesetzten mRNA-Kopien
geschlossen werden (34).

Die ,real-time* PCR wurde mit dem ,,ABI Prism 7000 Sequence Detection System* der
Firma Applied Biosystems unter Verwendung des ,,qPCR Core Kit for SYBR Green I*“ der
Firma Eurogentec (K6ln, Deutschland) durchgefiihrt.

Die Fluoreszenz-Intensitit des hierbei eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffs SybrGreen I
nimmt durch seine unspezifische Interkalation in doppelstringige DNA um das etwa
800-1000fache zu, wodurch eine sehr sensitive Detektion von DNA-Fragmenten
ermdglicht wird (34, 172). SybrGreen I wird mit einer Wellenldnge von 497 nm angeregt
und emittiert bei 520 nm. Die gemessene Signalstirke des Fluoreszenzfarbstoffes ist direkt
proportional zur Menge des entstandenen PCR-Produktes.

Ein Reaktionsansatz von 25 pl enthielt folgende Komponenten: 2 pl cDNA aus der RT-
Reaktion, 2,5 ul 10x Reaktionspuffer (10 mM Tris-HCI (pH 9,0 bei 25 °C), 50 mM KCI),
1 pl ANTP-Mix (je 5 mM), 1,62 pul MgCl, (50 mM), 0,75 ml sense Primer (10 pmol/ul),
0,75 ul antisense Primer (10 pmol/ul), 0,75 pl SybrGreen I (1/2000 Verdiinnung in
Dimethylsulfoxid), 0,13 pl Hot Goldstar Enzym (5 U/ul) und 15,50 ul DEPC-Wasser.

Auf eine zehnminiitige Denaturierung bei 95 °C folgten 40 Amplifikationszyklen. Jeder
Zyklus bestand aus 2 Phasen. In der ersten Phase wurde die DNA 15 Sekunden bei 95 °C
denaturiert. In der zweiten Phase fanden bei 60 °C Primerbindung und Elongation wéihrend
60 Sekunden parallel statt.

Die Quantifizierung der in den Proben urspriinglich enthaltenen mRNA-Kopien erfolgte
nach der Zyklus-Schwellenwert-Methode (95). Hierzu wurde eine Verdiinnungsreihe von
klonierten cDNA-Standardproben der zu untersuchenden Enzyme (CYP11A1, CYPI11BI,
CYP11B2, CYP17, CYP21, HSD3B2) mit bekannter Ausgangskonzentration angefertigt
(10°-10” Kopien/2 pl) und in Doppelbestimmung mit den jeweiligen PCR-Ansitzen
amplifiziert. Als Negativkontrolle wurde DEPC-Wasser eingesetzt. Die Fluoreszenz der
Standardproben wurde nach jedem Zyklus gemessen und fiir jede Probe wurde mit der ABI
PRISM 7000 Software rechnerisch die Schwellenwert-Zykluszahl (C;) bestimmt, bei der
der Fluoreszenz-Schwellenwert von 0,2 (R;) erreicht wurde. Mittels linearer Interpolation
wurden aus diesen Werten fiir die einzelnen Enzyme Eichgeraden erstellt, die die Ci-Werte
mit den entsprechenden cDNA-Ausgangskopienanzahlen korrelieren (s. Abb. 2.1). Je
kleiner der C-Wert ist, desto grofler ist die eingesetzte cDNA-Menge (73, 90). Anhand

dieser Eichkurven konnte die eingesetzte cDNA-Kopienanzahl in allen untersuchten
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Abbildung 2.1: Fluoreszenzkurven der Amplifizierung klonierter CYP11Al- (A), CYP11B1- (B),

CYP11B2- (C), CYP17- (D), CYP21- (E) und HSD3B2-cDNA-Standardproben (F) mittels quantitativer
oreal-time“ PCR sowie daraus ermittelte Standardkurven (jeweils unterhalb). b: Steigung; 1:
Korrelationskoeffizient

Proben {iiber ihren jeweiligen C-Wert berechnet werden (222). Diese Anzahl entspricht den
jeweils urspriinglich eingesetzten mRNA-Kopien unter der Voraussetzung, dass die RT-
Reaktion vollstindig abgelaufen ist. Die auf diese Weise berechnete Kopienanzahl wurde

mit dem Gesamt-RNA-Gehalt der einzelnen Proben normalisiert, um einerseits
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Unterschiede im anfanglichen RNA-Gehalt der einzelnen Proben auszugleichen sowie
andererseits eine universellere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen. Diese
Methode der Normalisierung gilt seit einiger Zeit in der Fachliteratur als verlédsslichstes
Verfahren, da heute bekannt ist, dass die Expression der frither hierfiir standardmiBig
eingesetzten ,housekeeping Gene entgegen urspriinglicher Annahmen von den
experimentellen Bedingungen durchaus beeinflusst werden kann (34, 35). Die
Normalisierung mit dem Gesamt-RNA-Gehalt der Proben erfordert allerdings eine sehr
exakte Messung der RNA-Konzentrationen, wie sie zum Beispiel mit dem hier

verwendeten hoch sensitiven RiboGreen-Farbstoff moglich ist (s. Kap. 2.2.1) (35).

2.3 mRNA-Stabilititsuntersuchung nach Transkriptionsblockade mit

Actinomycin D

Zur Untersuchung der Stabilitit der mRNA von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und
HSD3B2 nach Orexin A-Stimulation wurde eine Transkriptionsblockade mit Actinomycin
D durchgefiihrt. Dieses Zytostatikum verhindert durch Interkalation in die GC-Basenpaare
doppelstrangiger DNA deren Ablesung. Hierdurch kann der Abbau der nach Orexin A-
Behandlung entstandenen mRNA-Kopien ohne stdrende Neosynthese iiber einen
bestimmten Zeitraum gemessen werden (133).

Die NCI-H295R-Zellen wurden in einer Konzentration von 3x10° Zellen/ml ausgesit und
bis zur vollstdndigen Konfluenz kultiviert. Vor Versuchsbeginn wurde ein Mediumwechsel
mit antibiotikafreiem Medium durchgefiihrt. Nach einer zwdlfstiindigen Stimulation mit
Orexin A in einer Konzentration von 1 uM wurde pro Well 1 pl Actinomycin D (2,5 pg/ul,
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) hinzugefiigt. Zur Beendigung des Versuchs wurden
die Zellen zu den Zeitpunkten 0, 1, 3 oder 6 Stunden durch Absaugen des Mediums und
Zugabe von 500 pl einer 1:1 Mischung aus PBS und 2x Nucleic Acid Purification Lysis
Solution lysiert. AnschlieBend wurde zur Quantifizierung der mRNA der einzelnen Proben
eine quantitative ,real-time*“ Polymerase-Kettenreaktion wie in Kap. 2.2 beschrieben

durchgefiihrt (Primer s. Tabelle 2.1).
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2.4 Klonierung

2.4.1 Isolierung genomischer DNA

Fiir die Klonierung der Promotor-Regionen der Enzyme CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und
HSD3B2 wurde aus NCI-H295R-Zellen zundchst genomische DNA extrahiert. Hierfiir
wurde das ,,DNeasy Tissue Kit* der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet.

Zwei Tage vor Beginn der DNA-Isolierung wurden 1x10° Zellen/ml in 5 ml Kulturmedium
ausgesit. Nach 48 Stunden wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen wurden
einmal mit 5 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden erneut 5 ml PBS in die Flaschen
pipettiert und der Zellrasen mit einem Zellschaber vom Boden gelost. Die Zellsuspension
wurde in ein 15 ml-Falkonrohrchen iiberfiihrt und 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert
(Zentrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen,
das Zellpellet in 200 pl PBS resuspendiert und 20 ul RNase A (10 mg/ml) wurden
hinzupipettiert. Die Zellsuspension wurde 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden 20 ul Proteinase K und 200 ul DNA-Lyse Puffer AL hinzugefiigt, um
sowohl die Zell- als auch die Kernmembranen aufzulésen. Die Probe wurde 15 Sekunden
gemischt und 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Sodann wurden 200 pl 100 % Ethanol
hinzupipettiert und die Probe erneut 15 Sekunden gemischt. Die gesamte Probe wurde
nunmehr auf die DNA-adsorbierende Silica-Membran einer Zentrifugen-Sdule pipettiert
und 1 Minute bei 6 000 g (Zentrifuge 5415 D, Eppendorf) zentrifugiert. In mehreren darauf
folgenden Schritten wurde die gebundene DNA mit Hilfe der Waschpuffer AW1 und AW2
gemill den Angaben des Herstellers aufgereinigt und zum Schluss mit 200 ul Puffer AE

aus der Membran in ein 1,5 ml-Eppendorfgefal eluiert.

2.4.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der isolierten DNA wurde mit einem SmartSpec 3000
Spektralphotometer der Firma BioRad (Miinchen, Deutschland) gemessen. Mit DEPC-
Wasser wurde eine 1:2 Verdiinnung der DNA-LOsung angefertigt, welche in eine
Quarzkiivette mit 1 cm Schichtdicke iiberfiihrt wurde. Die optische Dichte (OD) der
Losung wurde bei einer Wellenldnge von 260 nm gegen einen entsprechenden Leerwert
gemessen. Die Konzentration der DNA in der urspriinglichen Losung errechnete sich

anschlieBend als das Produkt aus dem Verdiinnungsfaktor, der gemessenen Extinktion bei
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260 nm und einem fiir dsDNA spezifischen Multiplikationsfaktor von 50 pg/ml, welcher
der dsDNA-Konzentration bei einer Extinktion von 1 entspricht (228).

Zur Bestimmung des Reinheitsgrads der Proben wurde zusétzlich deren Extinktion bei
280 nm gemessen und das Verhéltnis OD 260 n/OD 2580 nm errechnet. Dieser Wert liegt fiir
ausreichend reine DNA zwischen 1,8-2,0. Kleinere Werte weisen auf eine Verunreinigung

durch Proteine oder Phenol hin, groBere Werte auf eine Kontamination mit RNA.

2.4.3 Primerauswahl

Fiir die anschlieBende PCR wurden mit Hilfe der Vector NTI 10 Software (Invitrogen)
unter Verwendung der veroffentlichten Nukleotidsequenzen (13, 105) spezifische Primer
fiir die DNA-Abschnitte der Promotor-Regionen der Enzyme CYP11B1, CYP11B2,
CYP21 und HSD3B2 konstruiert. Die Synthese der Primer erfolgte abermals durch die

Firma Invitrogen.

Tabelle 2.2: Nukleotidsequenzen der Primer fiir die PCR. Die Position +1 entspricht dem Transkriptionsstart.

AS: antisense; S: sense

PCR-
Orientierung
Promotor Sequenz 5°—3’ Produkt
und Position
(bp)
S -1099 ACGTCTGGTATAATTCGGCTGT
CYP11B1 1103
AS +4 AATGCTCCCTCCACCCTGTT
S -1499 CCGAGATCACACCATTGCAC
CYP11B2 1499
AS -1 AATGCTCCCTCCACCCTGTT
S -999 CTTCCTGGGGACTTTGGACT
CYP21 1014
AS +15 TTCAGGTACCCTCCCACCGA
S-1073 GGAAAATATAGGAATAAAGTGGGAACTCT 1126
AS +53 CGTAACTTAGATTGTTAAAAGCTGGACAG
S -1298 TATGCTTTTATCATAAGAACCCTGAAAA 1548
AS +250 AGGAAACACTTGCCAGGAAACAGA
HSD3B2
S -1298 TATGCTTTTATCATAAGAACCCTGAAAA 1708
AS -1 ATCCCTGGAGGAAGGACTGGAG
S -1298 TATGCTTTTATCATAAGAACCCTGAAAA
1597
AS +299 GCTCCTGTCACAAGGCAGCT
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Die in der Tabelle angegebenen Primersequenzen fiir den HSD3B2-Promotor wurden zur
Synthese der Promotorabschnitte verwendet, die anschlieBend in den pGeneBLAzer-
TOPO-TA-Vektor kloniert wurden. Zur Klonierung in die pCR4-TOPO-TA- und
pGL4.19-Vektoren wurden die in der Tabelle aufgefiihrten Primer der Promotoren von
CYPI1BI1, CYPI1B2 und CYP21 verwendet sowie das Primerpaar S -1073/+53 AS fiir
den HSD3B2-Promotor. Fiir diese Klonierung enthielten die entsprechenden
Primersequenzen am  5°-Ende  zusidtzlich die  Schnittstellen fiir  folgende
Restriktionsenzyme: Die sense Primer wiesen die Erkennungssequenz 5°-GGTACC-3¢ fiir
Kpn I auf, die antisense Primer die Sequenz 5°-CTCGAG-3° fiir Xho 1. Die Gesamtgrofle
der PCR-Produkte nahm hierdurch um 12 bp zu.

Fir den Promotor von HSD3B2 wurde anfinglich das Primerpaar S -1073/+53 AS
konstruiert, welches von anderen Arbeitsgruppen bereits beschrieben wurde (156).
Aufgrund der nicht zufriedenstellenden Aktivierbarkeit der hiermit klonierten Vektoren im
B-Laktamase-Reportergensystem wurden sukzessive vier weitere Primer fiir diesen
Promotor entworfen. In Abbildung 2.2 sind die Positionen aller verwendeten HSD3B2-
Promotor-Primer auf dem HSD3B2-Genabschnitt dargestellt (Abbildung erstellt mit Hilfe
des ,,MAP Viewers“ des NCBI). Wie aus der Abbildung ersichtlich, liegt der Primer
AS +299 stromabwirts des Translationsstartpunktes bei +271. Die mit dem Primerpaar

S -1298/+299 AS amplifizierten Promotorsegmente enthielten daher ein Start-Codon und

e

Z

AS -1
S-1298 AS +53

S-1073 AS +250

R~
X”
+
N
©
©

|

|

ez 7 77,y
\ - )
Y Y
Promotor ‘ kodierender DNA-Abschnitt
1500 bp Translationsstart: +271 7879 bp

Transkriptionsstart: +1

Abbildung 2.2: HSD3B2-Genabschnitt mit den verwendeten Promotor-Primern. Im Hintergrund ist die DNA
zu erkennen. Stromaufwérts des Transkriptionsstartpunkts bei +1 ist ein 1500 bp umfassender
Promotorabschnitt dargestellt und stromabwirts die 7879 bp lange kodierende Sequenz. Die mRNA-
kodierende Sequenz ist als Pfeil dargestellt, dessen gelb markierte Segmente den Exons entsprechen. Die
griin schraffierten Bereiche innerhalb der Exons entsprechen der proteinkodierenden Sequenz. In der
VergroBerung lésst sich erkennen, dass der AS-Primer +299 innerhalb der proteinkodierenden Sequenz und
somit hinter dem Start-Codon bei +271 liegt.
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konnten folglich nicht in Reportergenstudien eingesetzt werden. Dieses Primerpaar wurde
ausschlieBlich im ersten Schritt einer sogenannten ,,nested PCR (verschachtelten PCR)
genutzt, bei der im zweiten Schritt mit den Primerpaaren S -1298/+250 AS und
S -1298/-1 AS kiirzere Promotorsegmente fiir die anschlieBende Verwendung in

Reportergenstudien erzeugt wurden (s. Kap. 2.4.4).

2.4.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein enzymatisches Verfahren zur Vermehrung
spezifischer DNA-Abschnitte in vitro. Sie wird eingesetzt, um kleinste Mengen DNA
innerhalb weniger Stunden milliardenfach zu vervielfdltigen, wodurch die amplifizierte
DNA anschlieend laborchemisch nachgewiesen, untersucht und weiterverwendet werden
kann. Diese 1984 von Kary Mullis erdachte Methode ist derzeit eine der am héiufigsten
verwendeten Standardmethoden der Molekularbiologie (63, 174).

Das Grundelement der PCR ist ein Reaktionszyklus, der aus folgenden 3 Schritten besteht:
thermische Denaturierung der DNA durch Temperaturerhohung, Absenken der Temperatur
zur Bindung der Primer an die DNA-Einzelstringe (sogenanntes ,,Annealing*) und erneute
Temperaturerhohung zur Elongation der Primer durch die DNA-Polymerase. Dieser
Reaktionszyklus wird wéhrend einer PCR 25-50 Mal wiederholt, wodurch es zu einer
exponentiellen Vermehrung des gewiinschten DNA-Fragments kommt.

Zweck der hier durchgefiihrten PCR war es, die DNA-Abschnitte der Promoterregionen
von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 zu amplifizieren, um diese anschlieBend
in Plasmide ligieren zu konnen. Die PCR wurde in einem TGradient Thermocycler der
Firma Biometra mit den Reagenzien aus dem ,Platinum Taq DNA Polymerase High
Fidelity Kit*“ der Firma Invitrogen durchgefiihrt. Ein Reaktionsansatz von 50 pl enthielt
folgende Komponenten: 0,2 ul Platinum Taq Polymerase High Fidelity (5 U/ul), 5 ul 10x
HF-Puffer (600 mM Tris-SO4 (pH 8.,9), 180 mM Ammoniumsulfat), 2 ul MgSO,4 (50 mM),
1 ul ANTP-Mix (je 10 mM), 1 pl sense Primer (10 pmol/ul), 1 pl antisense Primer
(10 pmol/pl), 100 ng genomische DNA und ergdnzend DEPC-Wasser.

Die PCR wurde gestartet, indem der DNA-Doppelstrang im Thermocycler initial
2 Minuten bei 94 °C denaturiert wurde. Es folgten 35 Zyklen aus jeweils 30 Sekunden
Denaturierung bei 94 °C, 30 Sekunden Primerbindung bei der fiir das verwendete
Primerpaar jeweils optimalen Temperatur (s. Kap. 3.2.1) und 2 Minuten Elongation bei

68 °C. Nach Abschluss des letzten Zyklus wurden die Proben fiir eine finale Elongation
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7 Minuten auf 68 °C erhitzt, um noch nicht vollstindig replizierte DNA-Molekiile durch
die DNA-Polymerase komplettieren zu lassen.

Da die fiir die anschlieBende Ligation in einen TOPO-TA-Vektor benétigten
3’-Desoxyadenosin-Uberhinge der PCR-Produkte durch die in der PCR verwendete DNA-
Polymerase mit Exonuklease-Aktivitit entfernt wurden, mussten diese sogenannten ,,sticky
ends* vor Beginn der Ligation erneut angehdngt werden. Zu diesem Zweck wurde jede
Probe direkt nach der PCR mit 0,5 pul Dynazyme II DNA Polymerase (2 U/ul, Finnzymes,
Espoo, Finnland), welche keine Exonukleaseaktivitit aufweist, versetzt und anschlieend
30 Minuten bei 72 °C im Thermocycler inkubiert.

Um die Spezifitit der PCR fiir den HSD3B2-Promotor weiter zu erhdhen, wurde fiir diesen
DNA-Abschnitt zusitzlich eine verschachtelte PCR durchgefiihrt. Diese Methode beruht
auf dem Prinzip, das PCR-Produkt einer ersten PCR als Matrize fiir eine zweite PCR mit
anderen Primern zu nutzen. Das zweite Primerpaar muss daher innerhalb der Sequenz des
ersten PCR-Produktes hybridisieren. Die erste PCR wurde mit dem oben beschriebenen
PCR-Programm und dem Primerpaar S -1298/+299 AS durchgefiihrt. Das Produkt wurde
anschlieBend in den pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor ligiert (s. Kap. 2.4.8). Fiir die zweite
PCR wurden 100 ng dieses Plasmids als Template eingesetzt. Das Programm der zweiten
PCR unterschied sich nur durch eine auf 10 Wiederholungen reduzierte Zykluszahl vom
Programm der ersten PCR. Die zweite PCR wurde mit den Primer-Kombinationen
S -1298/-1 AS und S -1298/+250 AS durchgefiihrt. Die auf diese Weise vervielfiltigten
PCR-Produkte wurden durch eine Gelaufreinigung von der Matrizen-DNA getrennt (s.
Kap. 2.4.7). Zur Strangverlingerung mit den 3‘-Desoxyadenosin-Uberhingen wurden
anschlieBend zu den 20 ul Gelaufreinigungseluat aus dem ,,Platinum Taq DNA Polymerase
High Fidelity Kit“ (s. 0.) 2,5 pul 10x HF-Puffer, 0,5 pl dNTP-Mix und 1 pl MgSO,4 sowie
zusitzlich 0,5 ul Dynazyme II DNA-Polymerase (2 U/ul, Finnzymes) hinzugegeben und
die Ansitze 30 Minuten im Thermocycler bei 72 °C inkubiert.

2.4.5 PCR-Optimierung

Die Temperatur, bei der die Primer an die Einzelstrang-DNA binden, ist fiir jeden Primer
spezifisch. Sie ist unter anderem abhéngig von der Lénge des Primers sowie von seinem
GC-Gehalt und ldsst sich ndherungsweise aus der Schmelztemperatur ableiten, welche bei

der Primer-Konstruktion berechnet werden kann.
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Die optimale Bindungstemperatur jedes Primerpaares ldsst sich allerdings nur empirisch
sicher bestimmen. Hierzu wurde fiir jedes Primerpaar eine PCR durchgefiihrt, die wéihrend
des 30 Sekunden dauernden Primerbindungsschrittes im oben beschriebenen PCR-
Programm einen Temperaturgradienten aufwies. Dieser Gradient wurde so gewahlt, dass er
die ndherungsweise bestimmte Bindungstemperatur mittig umfasste und dabei in Schritten
von 0,9-2,4 °C anstieg. Das Ergebnis dieser Temperaturoptimierungs-PCR wurde mittels
Agarosegelelektrophorese iiberpriift. Es wurde die Temperatur als Optimum ausgewéhlt,
bei der sowohl die stirkste als auch spezifischste Amplifikation des gewiinschten DNA-

Fragments zu erkennen war.

2.4.6 Agarosegelelektrophorese

Die PCR-Produkte sowie die Produkte der Restriktion der ligierten Plasmide (s. Kap.
2.4.11) wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

Zur Herstellung eines 2 %igen Agarosegels wurden 4 g Agarose (Agarose Neeo Ultra-
Qualitdt, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in 20 ml 10x TAE-Puffer (400 mM
Tris-Acetat, 100 mM EDTA, Invitrogen) und 180 ml Aqua destillata in der Mikrowelle
erhitzt bis eine klare Losung entstand. Nach Abkiihlen auf etwa 60 °C wurde das fliissige
Gel mit 4 pl Ethidiumbromid versetzt und anschlieBend in eine Gelkammer gegossen.
Nachdem es 45 Minuten ausgehirtet hatte, wurde das Gel in die Pufferkammer des
Elektrophorese-Apparates, welche mit 1x TAE-Puffer gefiillt war, eingehingt. Dort
wurden die Taschen des Gels mit 10-45 ul der DNA-Proben beladen, welche im Verhéltnis
6:1 mit einem Ladepuffer (0,125 % Xylene Cyanol FF der Firma BioRad, 33,3 % Glycerin,
66,6 % DEPC-Wasser) vermischt waren. Danach wurde zur elektrophoretischen
Auftrennung der Proben iiber dem Gel fiir die Dauer von 20 Minuten eine Spannung von
10-15 V/em Gelldnge angelegt. Da Ethidiumbromid unspezifisch in die DNA der Proben
interkaliert und seine Fluoreszenz-Intensitit hierdurch um ein Vielfaches ansteigt, konnten
die gewanderten Proben anschlieBend unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einer
CCD-Kamera fotografiert werden. Um die GroBe der PCR-Produkte zu bestimmen,
wurden die Banden der Proben mit den Banden eines DNA-GréBenstandards (DNA
Molecular Weight Marker X oder XIV, 0,25 pg/ul, Roche, Penzberg, Deutschland)
abgeglichen.



Material und Methoden 29

2.47 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Sowohl nach der nested PCR (s. Kap. 2.4.4) als auch nach der Restriktion des ligierten
pCR4-TOPO-TA-Vektors und des pGL4.19-Leervektors (s. Kap. 2.4.11) waren die
weiterzuverwendenden DNA-Abschnitte von den librigen DNA-Fragmenten im jeweiligen
Ansatz zu isolieren, da diese die nachfolgenden Methoden beeintrdchtigen kdnnten. Hierzu
wurde eine Gelaufreinigung aus Agarosegelen mit dem ,,Qiaex II Gel Extraction Kit* der
Firma Qiagen durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird ein chaotropes Salz eingesetzt,
welches einerseits das Agarosegel durch Spaltung der Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Polysaccharidketten auflost und andererseits durch Stérung der
Wasserstruktur die Adsorption der DNA an beigefiigte Silica-Partikel begiinstigt.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente wurden die gewliinschten
DNA-Banden unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
in 1,5 ml-Eppendorfgefde iiberfiihrt. Hierbei wurden die Banden des linearisierten
pGL4.19-Leervektors in Vorbereitung der anschlieBenden Ligation jeweils direkt mit einer
Bande des einzubauenden Promotorabschnitts in einem Eppendorfgefdll zusammengefiihrt.
Die Gel-Proben wurden gewogen und jedem Ansatz pro 100 mg Gel 300 pl QX1-Puffer
zugefiigt. Sodann wurde jede Probe mit 20 ul ,,Qiaex II versetzt, welches zuvor 30
Sekunden gemischt worden war, um die darin enthaltenen Silica-Partikel in Suspension zu
bringen. Die Proben wurden 10 Minuten bei 50 °C im Heizblock (Schutron Thermoshaker,
Wolf Laboratories, York, UK) inkubiert und wihrend der Inkubation alle 2 Minuten erneut
gemischt. AnschlieBend wurden die Ansédtze 30 Sekunden bei 15 700 g zentrifugiert
(Zentrifuge 5415 D, Eppendorf), wodurch sich die DNA-tragenden Silika-Partikel als
Sediment absetzten. Der Uberstand wurde verworfen. Zur Entfernung von
Agaroserilickstinden wurden die Silika-Partikel in 500 pl QX1-Puffer resuspendiert und
anschlieend zur Sedimentation nochmals 30 Sekunden bei 15 700 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut verworfen. Durch die zweimalige Wiederholung dieses
Waschschrittes mit je 500 ul PE-Puffer wurden die Proben im Anschluss von
tiberschiissigem Salz gereinigt. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Silica-Partikel-
Sediment im Eppendorfgefa3 10-20 Minuten luftgetrocknet, bevor es zur Loslosung der
DNA von den Partikeln in 20 ul DEPC-Wasser resuspendiert und 10 Minuten bei 50 °C im
Heizblock inkubiert wurde. AbschlieBend wurde die Suspension 1 Minute bei 15700 g
zentrifugiert und die extrahierte DNA im Uberstand in ein neues 1,5 ml-Eppendorfgefi3
iiberfiihrt.
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An die aufgereinigten Produkte der nested PCR wurden direkt im Anschluss zunéchst
3-Desoxyadenosin-Uberhiinge angehiingt (s. Kap. 2.4.4), bevor sie fiir eine Ligation
weiterverwendet werden konnten. Die aufgereinigten DNA-Fragmente des pGL4.19-
Leervektors und des ausgeschnittenen Promotorsegments aus dem rekombinanten pCR4-

TOPO-TA-Vektor konnten hingegen direkt einer Ligation zugefiihrt werden.

2.4.8 Ligation

Die Promotorabschnitte wurden insgesamt in drei unterschiedliche Vektoren kloniert: den
pGeneBLAzer-TOPO-TA-, den pCR4-TOPO-TA- oder den pGL4.19-Vektor.

Bei den TOPO-TA-Vektoren wird die Ligation durch das Enzym Topoisomerase I
katalysiert, welches sowohl eine Restriktions- als auch eine Ligaseeigenschaft besitzt und
dadurch sehr =zeitsparend und hocheffizient ligieren kann (239). Durch seine
Restriktionsaktivitit spaltet das Enzym Topoisomerase I die Phosphodiester-Bindung eines
DNA-Einzelstranges spezifisch hinter der Sequenz 5°-CCCTT-3¢ auf. Da sowohl der
pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor als auch der pCR4-TOPO-TA-Vektor diese Sequenz an
ihren Klonierungsstellen auf beiden Komplementirstringen aufweisen, werden sie an
dieser Stelle durch die Topoisomerase linearisiert (s. Abb. 2.3). Dabei entstehen an den
aufgespaltenen Vektoren 3’-Desoxythymidin-Uberhange mit Phosphatgruppe, welche als
»sticky ends®“ bezeichnet werden. Die bei der Aufspaltung des DNA-Doppelstranges
freigewordene Energie wird durch Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen der
Topoisomerase I und dem geschnittenen Strang konserviert. Diese Bindung verhindert die
erneute Selbstligation der beiden Stringe und die Topoisomerase nutzt die konservierte

Energie zur Katalyse der darauf folgenden Ligation. Hierbei wird ein PCR-Produkt mit

Topoisomerase I-Erkennungssequenzen Topoisomerase lwird freigegeben
TOPO 5Minuten bei
| Raumtemperatur TOPO
® OH B
# A cce <
geet TTCCC. A PCR-Produkt el P CR-Produkt N
/ \ S
7 ® OH ty
3“.Phosphat | TOPO
TOPO
Taqg-amplifizierter
TOPO-TA-Klonierungsvektor Promotorabschnitt Ligation beendet

Abbildung 2.3: Ligation eines Promotorabschnitts in einen TOPO-TA-Klonierungsvektor mit Hilfe der
Topoisomerase. TOPO: Topoisomerase I; OH: Hydroxylgruppe (nach dem Handbuch des Herstellers
Invitrogen)
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3’-Desoxyadenosin-Uberhingen (,sticky ends“) wund 5°‘-Hydroxylgruppen unter
Ausbildung einer neuen Phosphodiester-Bindung an der Spaltungsstelle in den Vektor
integriert, wobei die Topoisomerase wieder freigesetzt wird (s. Abb. 2.3).

Die Ligation der TOPO-TA-Vektoren erfolgte sofort im Anschluss an das Anhédngen der
3‘-Desoxyadenosin-Uberhinge an die jeweiligen PCR-Produkte (s. Kap. 2.4.4). Fiir die
Klonierung der PCR-Produkte in den pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor wurde das
»pGeneBLAzer TOPO TA Expression Kit* (Invitrogen) verwendet, fiir die Klonierung in
den pCR4-TOPO-TA-Vektor das ,,TOPO TA Cloning Kit for Sequencing* (Invitrogen).
Zur Ligation wurden je 4 ul des PCR-Produkts, 1 ul Salt Solution (1,2 M NacCl, 0,06 M
MgCl;) und 1 pl des jeweils bendtigten TOPO-TA-Vektors zusammengefiigt und 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Ansdtze bis zur
Transformation auf Eis aufbewahrt.

Die Ligation eines durch Exonukleasen aus dem pCR4-TOPO-TA-Vektor
ausgeschnittenen Promotorabschnitts (s. Kap. 2.4.11) in den pGL4.19-Vektor wurde
hingegen mit T4-DNA-Ligase (New England BioLabs, Frankfurt, Deutschland)
durchgefiihrt. Da sowohl die pGL4.19-Leervektoren als auch die einzubauenden
Promotorabschnitte  aus den  pCR4-TOPO-TA-Vektoren zuvor mit den
Restriktionsenzymen Xho I und Kpn I geschnitten worden waren, wiesen Vektoren und
PCR-Fragmente komplementdre Schnittstellen auf (s. Abb. 2.4). Die zur Ligation
verwendete T4-DNA-Ligase katalysiert ATP-abhingig die Ausbildung einer neuen
Phosphodiester-Bindung zwischen den freien 5°‘-Phosphat- und 3‘-Hydroxylgruppen an
den Schnittstellen der Leervektoren und der einzubauenden PCR-Produkte.

Die Ligation in den pGL4.19-Leervektor wurde direkt im Anschluss an die
Gelaufreinigung der beiden Fragmente durchgefiihrt (s. Kap. 2.4.7). Hierzu wurden 10 pl
Gelaufreinigungseluat, 7 ul DEPC-Wasser, 1 ul T4-DNA-Ligase (400 000 cohesive end

Kpn I-Schnittstelle
Xho I-Schnittstelle 18 Stunden
bei 16°C
® OH
\ /
GGTAC TCGAG GGTA CGAG
C\ C- + CATG PCR-ProduktAGC + —_— PNCATG PCR-ProduktAGc C
/
®\ OH
5‘Phosphat
Xho I- und Kpn I-geschnittener
pGL4.19-Klonierungsvektor Promotorabschnitt aus dem Ligation beendet
pCR4-TOPO-TA-Vektor

Abbildung 2.4: Ligation eines Promotorabschnitts in den pGL4.19-Klonierungsvektor mit Hilfe der T4-
DNA-Ligase. T4: T4-DNA-Ligase; OH: Hydroxylgruppe
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units/ml) und 2 pl T4-Puffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 10 mM
Dithiothreitol, pH 7,5 bei 25 °C; New England BioLabs) 18 Stunden im T3-Thermocycler
(Biometra) bei 16 °C inkubiert. Die Ansédtze wurden anschliefend bis zum Beginn der

Transformation auf Eis aufbewahrt.

2.4.9 Transformation

Fiir die Transformation wurden Luria-Bertani-Medium-haltige Agarplatten hergestellt, auf
denen die transformierten Bakterien spéter angeziichtet werden sollten. Zur Herstellung
von 20 Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin wurden 32 g LB-Agar-Pulver (10 g Pepton
140, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 12 g Agar, Invitrogen) in 1000 ml Aqua bidestillata gelost,
die Losung autoklaviert, auf 50 °C abgekiihlt und mit 100 mg Ampicillin (Stratagene,
Amsterdam, Niederlande) versetzt. Das Medium wurde zur Polymerisation in Petrischalen
gegossen, die bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt wurden.

Die ligierten Vektoren wurden in chemisch kompetente Zellen aus dem ,,OneShot TOP10
Kit* der Firma Invitrogen transformiert. Hierzu wurden die chemisch kompetenten Zellen
zunichst kurz auf Eis aufgetaut. Danach wurden in jedes Zellrohrchen, welches 50 pl
Bakterienlosung enthielt, 2 pl eines Ligationsansatzes pipettiert und die Ansédtze durch
vorsichtiges Schiitteln vermischt. Die Proben wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert,
anschlieBend exakt 30 Sekunden im Wasserbad bei 42 °C hitzegeschockt und danach
wieder auf Eis platziert. Zu jedem Ansatz wurden 250 pl SOC-Medium hinzupipettiert
(2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCIl, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgS0O4, 20 mM Glukose) und die Proben sodann 1 Stunde bei 37°C und
200 Umdrehungen pro Minute im Schiittelinkubator (GFL 3032, GFL, Burgwedel,
Deutschland) horizontal geschiittelt. Danach wurden die Zellen auf den vorbereiteten LB-
Agarplatten ausgestrichen, welche anschlieBend 18 Stunden bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert wurden. Da sowohl die TOPO-TA-Vektoren als auch der pGL4.19-Vektor ein
Resistenzgen gegen Ampicillin besitzen (s. Abb. 2.5), wuchsen nach der Inkubationszeit
nur solche Bakterien, die das Plasmid mit dem Resistenzgen aufgenommen hatten. Der
pCR4-TOPO-TA-Vektor weist dariiber hinaus an seiner Klonierungsstelle als zusdtzlichen
Selektionsmechanismus das Gen fiir das zytotoxische Protein ccdB auf (s. Abb. 2.5).
Dieses Gen wird durch den Einbau eines DNA-Fragments an der Klonierungsstelle
inaktiviert, wodurch bei diesem Vektor nach der Transformation ausschlielich

rekombinante Klone angeziichtet werden (15).
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TOPO Klonierungsstelle
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Abbildung 2.5: Karten der Vektoren. A: pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor mit der TA (Thymin/Adenosin)-
Klonierungsstelle zum Einbau des PCR-Produkts, dem B-Laktamase-Gen als Reportergen, dem Ampicillin-
Resistenzgen zur Selektion in E.coli-Zellen, dem Neomycin-Resistenzgen zur Selektion stabiler Zelllinien,
dem pUC-origin-Gen (pUC ori) als Replikationsursprung fiir high-copy-Plasmide und der T7-Promotor-
Primer-Sequenz zur Sequenzierung (T7); B: pGeneBLAzer/UbC-Plasmid als Positivkontrolle von
Transfektion und Expression mit dem humanem Ubiquitin C-Promotor an der Klonierungsstelle; C: pCR4-
TOPO-TA-Vektor mit der TA-Klonierungsstelle, dem LacZa-ccdB-Fusionsgen unter der Kontrolle des Lac-
Promotors (Pr,.), den Ampicillin- und Kanamycin- Resistenzgenen, dem pUC-Replikationsursprung und der
T3-Primer-Sequenz zur Sequenzierung (T3); D: pGL4.19-Vektor mit der Kpn I- und Xho I-geschnittenen
Klonierungsstelle, dem luc2CP-Luziferase-Reportergen, den Ampicillin- und Neomycin-Resistenzgenen,
dem ColEl-abgeleiteten Replikationsursprung (ColE1 ori) und der GLprimer4-Sequenz zur Sequenzierung

(GL4).
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Alternativ zur chemischen Transformation wurde eine Elektroporation mit dem Gene
Pulser II der Firma BioRad durchgefiihrt. Hierzu musste die vorangehende Ligation mit
einer 1:4 verdiinnten Salzlosung vorgenommen werden. Von diesem Ligationsansatz
wurden anschlieBend 2 pl in ein Zellrohrchen pipettiert, welches 50 pl elektrokompetente
Zellen (OneShot TOP10 electrocompetent E.coli, Invitrogen) enthielt. Sodann erfolgte die
Elektroporation im ,,Gene Pulser I11* bei 1,8 kV, 200 Q und 25 kF. Sofort nach dem Impuls
wurden zu jeder Probe 250 pul SOC-Medium hinzupipettiert. Danach wurde wie bei der
chemischen Transformation weiterverfahren.

Um die Transformationseffizienz der OneShot TOP10 Zellen zu {iberpriifen, wurden
zusdtzlich 50 pl der chemisch bzw. elektrokompetenten Zellen mit 1 pul des Kontroll-
Plasmids pUC19 (10 pg/ul, Invitrogen) transformiert, welches ebenfalls ein Ampicillin-
Resistenzgen besitzt (Vektorkarte im Anhang, s. Kap. 7.1).

Dariiber hinaus wurden chemisch kompetente Zellen mit dem pGeneBLAzer/UbC-Vektor
(Invitrogen) transformiert, um diesen Vektor als Positivkontrolle fiir die anschlieBenden
Versuche anzuziichten (s. Abb. 2.5). In diesem Vektor kontrolliert der humane Ubiquitin C
(UbC)-Promotor die Expression des B-Laktamase-Gens. Aufgrund seiner ubiquitér hohen
Aktivitdit in Zellkulturzellen eignet sich dieser Promotor als Positivkontrolle von
Transfektion und Expression der pGeneBLAzer-Vektoren in den NCI-H295R-Zielzellen
(236).

2.4.10 Plasmid-Priparation

Zur Plasmidisolierung wurden pro Platte vier bis zehn Bakterienkolonien ausgewihlt und
mit einem sterilen Holzstdbchen in 3 ml LB-Fliissigmedium (LB Broth Base: 1 % Pepton
140, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl, Invitrogen) mit 100 pg/ml Ampicillin tiberimpft. Die
Kulturrohrchen wurden iiber Nacht bei 37 °C und 200 Umdrehungen pro Minute
geschiittelt. Vor der Zell-Lyse wurden von allen Bakterienstimmen stabile
Glycerinkulturen angelegt, indem je 200 pl Bakterienlosung mit 200 pl autoklaviertem
Glycerin vermischt und anschlieBend bei -80 °C eingefroren wurden.

Fiir die Plasmidisolierung im analytischen Malistab (Mini-Prdp) wurde das ,,NucleoSpin
Plasmid QuickPure Kit*“ der Firma Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) verwendet,
welches auf dem Prinzip der alkalischen Lyse in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat
(,,sodiumdodecylsulfate®, SDS) beruht. Bei dieser Methode werden die Bakterien in einem

basischen Milieu lysiert, durch welches zunédchst sowohl die chromosomale als auch die
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Plasmid-DNA der Bakterien denaturieren. AnschlieBend werden neutrale Bedingungen
geschaffen, unter denen die beiden Stringe der Plasmid-DNA wieder hybridisieren,
wiahrend die grofere chromosomale DNA einzelstringig bleibt und mit den Proteinen
prézipitiert (23).

Die Ubernacht-Kulturen der Bakterienstimme wurden 10 Minuten bei 4500 g und 4 °C
zentrifugiert (Zentrifuge 5804 R, Eppendorf), der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 250 pl RNase-haltigem Puffer Al resuspendiert. Danach wurden 250 pl
alkalischer, SDS-haltiger Puffer A2 hinzugegeben und die Ansdtze 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Neutralisation wurden zum Zell-Lysat 300 pl Puffer A3
hinzupipettiert. Die Losung wurde vorsichtig gemischt und die Zellreste mit der
chromosomalen DNA wurden durch fiinfminiitige Zentrifugation bei 11 000 g entfernt
(Zentrifuge 5415 D, Eppendorf). Der die Plasmide enthaltende Uberstand wurde
anschlieBend auf eine NucleoSpin-Séule pipettiert und zur Bindung der Plasmide an das
darin enthaltene Silica-Gel 1 Minute bei 11 000 g zentrifugiert. Um die Membran von
eventuell ebenfalls gebundenen Verunreinigungen, wie ldslichen Zellbestandteilen oder
Salzen zu reinigen, wurden 450 pl des ethanolhaltigen Waschpuffers AQ auf die Membran
gegeben. Durch dreiminiitige Zentrifugation bei 11000g wurde die Membran
anschlieend wieder getrocknet. Danach wurde die membrangebundene DNA in 50 pl
steriles DEPC-Wasser eluiert.

Fir eine Plasmidisolierung im priparativen Malstab (Maxi-Prdp) wurden die
Ubernachtkulturen der Bakterienkolonien statt in 3 ml in 50 ml LB-Fliissigmedium mit
100 pg/ml Ampicillin kultiviert. Zur Isolierung wurden das ,,NucleoBond PC 500 Kit* und
das ,,NucleoBond Finalizer Kit*“ der Firma Macherey-Nagel verwendet, welche ebenfalls
nach dem Prinzip von Birnboim und Doly arbeiten (23). Im erstgenannten Kit wurde das
Protokoll fiir high-copy Plasmide befolgt, da es sich sowohl beim pUC-origin-Gen der
pGeneBLAzer-Vektoren als auch beim ColEl-abgeleiteten origin-Gen des pGL4.19-
Vektors um Replikationsurspriinge fiir hohe Kopienzahlen handelt (s. Abb. 2.5). Die iiber
Nacht inkubierte Bakteriensuspension wurde in 50 ml-Falkonréhrchen iiberfiihrt und durch
zwanzigminiitige Zentrifugation bei 4500 g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 12 ml S1-Puffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA,
100 pg/ml RNase A, pH 8,0) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zell-Lyse durch
Hinzufiigen von 12 ml S2-Puffer (200 mM NaOH, 1 % SDS) und vorsichtiges Vermischen
eingeleitet. Es folgte eine zwei- bis dreiminiitige Inkubation bei Raumtemperatur. Die Lyse

wurde beendet, indem 12 ml S3-Puffer (2,8 M KAc, pH 5,1) hinzugefiigt, die Proben
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erneut vorsichtig gemischt und 5 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Das dabei entstandene
flockige Prézipitat wurde sodann mittels eines mit 200 pl N2-Puffer (100 mM Tris, 15 %
Ethanol, 900 mM KCI, 0,15 % Triton X-100, pH 6,3) angefeuchteten Filters von der
Losung getrennt. Die klare Losung wurde auf eine mit 6 ml N2-Puffer adquilibrierte
Anionenaustauschersdule gegeben, an welche die DNA beim DurchflieBen der Saule
gebunden wurde. Nunmehr wurde die Sdule mit 32 ml N3-Puffer (100 mM Tris, 15 %
Ethanol, 1,15 M KCI, pH 6,3) gewaschen und die DNA in 15 ml N5-Puffer (100 mM Tris,
15 % Ethanol, 1M KCI, pH 8,5) eluiert. Das Eluat wurde mit 10,5 ml Isopropanol
vermischt und 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wurde mit einer
Spritze durch einen Filter gepresst, an dessen Silica-Membran die DNA gebunden wurde.
Zur Entfernung stérender Salze wurde der Filter mit 70 %igem Ethanol gewaschen und die
DNA abschlieBend in hochkonzentrierter Form in 600 ul TE-Puffer eluiert.

Die Konzentration der isolierten DNA im Eluat wurde in einer 1:50 Verdiinnung mit
DEPC-Wasser am Smart Spec 3000 Spektralphotometer der Firma Bio-Rad gemessen (s.
Kap. 2.4.2).

Bis zur weiteren Verwendung wurden die DNA-Proben bei -20 °C gelagert.

2.4.11 Restriktion

Die aufgereinigten pGeneBLAzer-TOPO-TA-Plasmide wurden durch Restriktion mit der
fiir diesen Vektor geeigneten Endonuklease Bgl II analysiert, welche Doppelstrang-DNA
spezifisch innerhalb der pallindromischen Erkennungssequenz 5’-AGATCT schneidet.
Hierzu wurde je 1 pg Plasmid mit 20 U Bgl II sowie 2 pl NE-Puffer 3 (beide New England
BioLabs; NE-Puffer: 100 mM NaCl, 50 mM TrisHCI, 10 mM MgCl,, 1 mM Dithiothreitol,
pH 7,9 bei 25 °C) versetzt und mit DEPC-Wasser auf 20 pl ergénzt. Die Ansidtze wurden
eine Stunde im Thermocycler (Biometra) bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mittels
Agarosegelelektrophorese hinsichtlich des FEinbaus des PCR-Produktes und dessen
Orientierung untersucht.

Da die pGL4.19-Vektoren im Unterschied zu den TOPO-TA-Vektoren nicht linearisiert
vorlagen, mussten diese Vektoren nicht nur zur Analyse nach der Ligation, sondern bereits
zur Vorbereitung der Ligation durch Endonukleasen aufgespalten werden. Der pGL4.19-
Leervektor kann mit Hilfe der Restriktionsenzyme Kpn I und Xho I geschnitten werden,
welche die pallindromischen Erkennungssequenzen 5°-GGTACC bzw. 5°-CTCGAG

besitzen. Durch die Aufspaltung mit diesen beiden Enzymen entsteht ein linearisierter
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Vektor mit zwei unterschiedlichen Sequenzen an seinen beiden Strangenden. Die
Ungleichheit dieser Endsequenzen kann zur gerichteten Ligation eines DNA-Fragments in
den Vektor genutzt werden. Zu diesem Zweck enthielten die PCR-Primer zur
Amplifikation der zu ligierenden Promotorabschnitte an den 5°-Enden ebenfalls die
Erkennungssequenzen von Kpn I und Xho I (s. Kap. 2.4.3). Dadurch erhalten die PCR-
Produkte nach der Restriktion die komplementédren Schnittstellen zu den offenen Enden
der pGL4.19-Leervektoren. Da die Restriktionsenzyme an den distalen Enden eines DNA-
Doppelstranges nur sehr ineffizient spalten, ist bei der direkten Restriktion der PCR-
Produkte mit den Endonukleasen die Ausbeute an PCR-Produkten mit aufgespaltenen
Schnittenden sehr gering. Um die Ausbeute korrekt geschnittener PCR-Produkte zu
erhéhen, wurden diese nach dem Anhédngen zusétzlicher ,,sticky-ends* zunichst in einem
Zwischenschritt in den pCR4-TOPO-TA-Vektor kloniert (s. Kap. 2.4.8). Aus diesen
rekombinanten pCR4-TOPO-TA-Vektoren konnten die Fragmente anschliefend mit den
Restriktionsenzymen Kpn I und Xho 1 effizient ausgeschnitten werden, da die
Erkennungssequenzen der Enzyme hier inmitten einer doppelstringigen DNA-Sequenz
liegen. Die pCR4-TOPO-TA- und pGL4.19-Vektoren wurden auflerdem im Anschluss an
die Ligation zur Uberpriifung des Einbaus der korrekten Fragmente mit den
Endonukleasen Kpn I und Xho I geschnitten.

Zur Durchfiihrung der Restriktion bei den pCR4-TOPO-TA- und pGL4.19-Vektoren
wurden je 1 pg des jeweiligen Plasmids, 20 U Xho I, 20 U Kpn I, 2 ul BSA (bovines
Serumalbumin, 1 pg/ul) und 2 ul NE-Puffer 1 (alle New England BioLabs, NE-Puffer:
10 mM Bis-Tris-Propan-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM Dithiothreitol, pH 7,0 bei 25 °C) mit
DEPC-Wasser zu einem Gesamtvolumen von 20 pl ergénzt und eine Stunde im
Thermocycler (Biometra) bei 37 °C inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden anschlieend
durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und analysiert. Zur Subklonierung der PCR-
Produkte aus dem pCR4-TOPO-TA- in den pGL4.19-Vektor wurden die DNA-Fragmente
des ausgeschnittenen PCR-Produkts und des aufgespaltenen pGL4.19-Leervektors
anschlieBend gemeinsam aus dem Gel isoliert und einer Ligation zugefiihrt (s. Kap. 2.4.7

und 2.4.8).

2.4.12 Ethanolfillung und externe Sequenzierung

Zur weiteren Aufreinigung der DNA wurde eine Ethanolfdllung der im kleinen Mafstab

isolierten Plasmide vorgenommen. Von den aufgetauten Proben wurden jeweils 40 ul in
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neue Eppendorf-Gefale iiberfiihrt. Diese wurden mit 4 pul Natriumacetat (3 M, pH 5,2,
Sigma-Aldrich) sowie 80 ul eiskaltem 100 %igem Ethanol (Mallinckrodt Baker, Deventer,
Niederlande) vermischt und eine Stunde bei -20 °C inkubiert. Danach wurde die DNA
durch dreiBigminiitige Zentrifugation bei 23 440 g und 4 °C sedimentiert (Mikro 200R
Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen, das DNA-
Pellet in 500 pl eiskaltem 70 %igem Ethanol (Mallinckrodt Baker) resuspendiert und
abermals 30 Minuten bei 23 440 g und 4 °C zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde
erneut entfernt. Sodann wurde das DNA-Pellet unter dem Abzug 30 Minuten getrocknet.
Abschliefend wurde das Pellet in 10 pl Tris (10 mM, pH 8,5, steril, Sigma-Aldrich)
aufgelost und die Konzentration der DNA in einer 1:50 Verdiinnung mit DEPC-Wasser
spektralphotometrisch bestimmt (s. Kap. 2.4.2).

Zur externen Sequenzierung wurden von den Plasmiden Sequenzierungsansétze mit einem
Endvolumen von je 7 ul angefertigt. Die Ansétze besal3en eine Plasmid-Endkonzentration
von 0,7 ug Plasmid/ml, enthielten 2 pl eines vektorspezifischen Sequenzierungsprimers
und wurden mit Tris (10 mM, pH 8,5) auf ein Endvolumen von 7 pl ergénzt. Den Ansétzen
der pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektoren wurde als Sequenzierungsprimer der T7-
Promotor-Primer (Invitrogen) zugefligt. Fiir die pGL4.19-Vektor-Ansédtze wurde der
GLprimer4 (Sequenz von Sequiserve, Vaterstetten, Deutschland) verwendet, der ebenfalls
von Invitrogen synthetisiert wurde. Die Sequenzierung der Plasmide wurde anschlieend
von den Sequence Laboratories Gottingen (SeqlLab, Gottingen, Deutschland) in einem

automatisierten, Fluoreszenzfarbstoff-basierten Kettenabbruchverfahren durchgefiihrt.

2.5 Transfektion

Um die anhand der Sequenzierung ausgewihlten Plasmide fiir Reportergen-
Untersuchungen in die NCI-H295R-Zellen zu schleusen, wurde eine transiente
Transfektion  mittels  kationischer ~ Liposomen  durchgefiihrt. = Durch  eine
Ultraschallbehandlung bilden polykationische Lipide positiv geladene Liposomen, an
welche die negativ geladenen Plasmide binden. Die so entstandenen Liposomen-
Nukleinsdure-Komplexe konnen anschlieBend mit der Zellwand der NCI-H295R-Zellen
fusionieren, wodurch die Plasmide ins Zellinnere transportiert werden und von dort zur
Expression weiter in den Zellkern gelangen (65, 255).

Nachdem die NCI-H295R-Zellen fiir die Transfektion eine mindestens 85 %ige Konfluenz
erreicht hatten, wurde das verbrauchte Medium in jedem Well durch 400 pl
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antibiotikafreies DMEM-Ham’s-F12-Ndhrmedium ersetzt. Zur Transfektion mit den
pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektoren wurden pro Ansatz 0,8 pg der entsprechenden
isolierten Plasmide mit OptiMEM-Medium (1x, Invitrogen) zu einem Endvolumen von
50 pul ergénzt. Zur Transfektion mit den pGL4.19-Vektoren wurden stattdessen je 0,4 pg
der entsprechenden Plasmide in Kotransfektion mit 0,2 ng des synthetischen Renilla-
Luziferase-Kontrollvektors pRL-SV40 (Promega, Vektorkarte im Anhang, s. Kap. 7.1) mit
OptiMEM-Medium auf ein Gesamtvolumen von 50 pl ergidnzt. AnschlieBend wurden die
Ansitze vorsichtig gemischt. Parallel wurden pro Plasmid-Probe jeweils 2 pl Lipofektamin
(Lipofectamine 2000, Invitrogen) zu 48 ul OptiMEM-Medium hinzupipettiert und 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Sodann wurde jede 50 pl-Plasmid-Probe mit
einem 50 pl-Lipofektamin-OptiMEM-Ansatz vereint und das Gemisch zur Bildung der
Liposomen-Plasmid-Komplexe 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde
jedes Well der NCI-H295R-Zellen mit einem 100 pl-Ansatz der Liposomen-Plasmid-
Komplexe versetzt und 5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Zur Beendigung der Transfektion
wurde nach der Inkubationszeit das Transfektionsmedium abgesaugt und durch 500 pl
frisches DMEM-Ham’s-F12-Kulturmedium (5 % FBS, ohne Antibiotika) ersetzt. Die

Zellen wurden vor der anschlieBenden Stimulation tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.6 Reportergenstudien

Reportergene sind Gene, die fiir leicht nachweisbare Proteine kodieren und in speziellen,
fiir Promotoraktivitdts-Studien konzipierten Expressionsvektoren der Klonierungsstelle
nachgeschaltet sind, wodurch sie bei Aktivierung des eingebauten Promotors verstirkt
exprimiert werden. Das Produkt eines Reportergens darf in der Zielzelle, in der es
exprimiert werden soll, endogen nicht vorkommen und die Zelle nicht toxisch schiadigen.
Zur Untersuchung der Promotoraktivitit selektiver Steroidbiosyntheseenzyme wurden

zwei unterschiedliche Reportergensysteme verwendet.

2.6.1 p-Laktamase-Reportergensystem

Im pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor dient das dem eingebauten Promotor nachgeschaltete
B-Laktamase-Gen aus E.coli-Zellen als Reportergen (s. Abb. 2.5) (257). Dieses Enzym
dient in seinen Ursprungszellen dazu, B-Laktam-Antibiotika zu spalten und dadurch zu

inaktivieren. In eukaryotischen Zellen wird es endogen nicht exprimiert. Der speziell
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konzipierte Fluoreszenz-Farbstoff Coumarin-Cephalosporin-Fluorescein 2 (CCF2) kann
von der B-Laktamase hydrolysiert werden, wodurch es zu einer messbaren Anderung der
Emissionswellenldnge kommt. Dies liegt daran, dass das intakte CCF2-Farbstoffmolekiil
die Fahigkeit zum Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) besitzt. Regt man das
Substrat mit 409 nm an, iibertrdgt ein Donor-Fluochrom die Energie strahlungslos auf ein
Akzeptor-Fluochrom, dessen Emission dann bei 520 nm (griin) gemessen werden kann (s.
Abb. 2.6). Werden Donor und Akzeptor jedoch durch die Hydrolyse rdumlich voneinander
getrennt, findet kein Energie-Transfer mehr statt und bei einer Anregung mit 409 nm wird
nun direkt die Emissionswellenldnge des Donor-Fluochroms von 447 nm (blau) gemessen
(289). Eine vermehrte Bildung der f-Laktamase in den Zellen fiihrt daher zum Ansteigen
der Emission der Proben bei 447 nm, wihrend die Emission bei 520 nm parallel dazu
absinkt. Die Aktivitdt der B-Laktamase wird filir jedes Well als Verhéltnis von blauer zu
griimer Fluoreszenz-Signalintensitdt berechnet. Dies ist im Vergleich zu anderen
Reportergensystemen ein methodischer Vorteil, da durch diese ,,Verhéltnis-
Quantifizierung® technische Variablen wie Unterschiede zwischen den einzelnen Proben in
Signalintensitit, Emissionssensitivitdt oder Substratkonzentration korrigiert werden (85,
126, 204, 289). Das B-Laktamase-Reportergenassay zeichnet sich liberdies durch eine hohe
Sensitivitdt aus, da bereits 50 B-Laktamase-Molekiile in einer Zelle ausreichen, um das

Emissions-Verhéltnis signifikant zu dndern (289).

409 nm 520 nm
FRET

'O\\I o/_\ol O /O
S et
O O;EN CO,-
H
CCF2 Oj;%?z\/s

409 nm 447 nm l B-Laktamase
.O\ 0 O O (0]
SO heve

CI/ = N
(0] 02 CO,-
N S

CO, SH

Abbildung 2.6: Schema der von der B-Laktamase katalysierten Reaktion mit den Emissionswellenlédngen des
CCF2-Farbstoffmolekiils und der hydrolysierten Produkte bei Anregung mit einer Wellenldnge von 409 nm
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Nachdem die transfizierten Zellen iiber Nacht bei 37 °C inkubiert worden waren, wurden
sie flir die Dauer von 3, 6, 12 oder 24 Stunden mit Orexin A (1 uM) sowie in einigen
Versuchen auch mit Angiotensin II (0,1 uM) oder Forskolin (25 uM) behandelt. Um die
Stimulation zu beenden, wurde anschlieBend das Medium abgesaugt und die Zellen
wurden mit 200 ul CHAPS-Lyse-Puffer (50 mg Cs;HssN>O7S in 10 ml Aqua destillata,
Sigma-Aldrich) lysiert. Fiir die Messung wurden von jeder Probe 90 ul in ein Well einer
96-Well-Platte iiberfiihrt und 10 pl des sdurefreien, wasserloslichen Farbstoff-Derivats
CCF2-FA (100 uM) hinzugegeben. Unmittelbar danach wurde die Emissions-Fluoreszenz
der Proben bei 520 und 460 nm in fiinfminiitigen Abstidnden iiber eine Gesamtdauer von
45, 90 oder 105 Minuten im FLUOstar Optima Fluorometer (BMG Labtech) bei einer
Anregungswellenldnge von 410 nm gemessen. Zur Auswertung der Daten wurden in jeder
Gruppe die Messwerte der Fluoreszenz bei 460 nm ins Verhidltnis zu denjenigen bei
520nm  gesetzt. Von diesen Werten wurden zur Beriicksichtigung der
Hintergrundstrahlung anschlieend diejenigen eines Vektors mit falscher Orientierung des

eingebauten Promotors abgezogen.

2.6.2 Dual-Luziferase-Reportergensystem

Das ,,.Dual Luciferase Reporter Assay System* von Promega beruht auf dem Phédnomen der
Biolumineszenz, das heiflt der Fahigkeit von Lebewesen, durch chemische Reaktionen
Licht zu erzeugen. Die Enzyme, die diese Reaktionen katalysieren, werden als Luziferasen
bezeichnet und kommen in menschlichen Zellen natiirlicher Weise nicht vor. Es handelt
sich insofern um ein ,,duales System, als dass die Zielzellen in diesem System gleichzeitig
mit zwei verschiedenen Plasmiden kotransfiziert werden, dem pGL4.19-Vektor als
experimentellen Vektor und dem pRL-SV40-Vektor als Kontrollvektor, wobei die
Vektoren fiir zwei unterschiedliche Luziferasen kodieren.

Der pGL4.19-Vektor dient als experimenteller Vektor, in den der gewiinschte
Promotorabschnitt zur Untersuchung seiner Aktivitdt integriert wird (s. Kap. 2.4.8). Der
Klonierungsstelle des pGL4.19-Vektors ist das Luziferase-Gen luc2CP als Reportergen
nachgeschaltet (s. Abb. 2.5), welches in seiner urspriinglichen Form aus Leuchtkéfern
isoliert wurde. Dort katalysiert das Enzym unter Verbrauch von Sauerstoff, Mg*" und ATP
die Oxidation von Luziferin zu Oxyluziferin. Die bei dieser Reaktion freiwerdende Energie
wird in Form von sichtbarem Licht emittiert, welches in vivo typischerweise im gelb-

griinen Wellenlédngenbereich von etwa 550-570 nm liegt (s. Abb. 2.7). Die Messung dieser
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elektromagnetischen Strahlung als MaB fiir die Enzymaktivitit ist nahezu unmittelbar nach
der Translation moglich, da das Protein fiir seine Funktionsfahigkeit keine
posttranslationalen Modifikationen bendtigt. Um die Eignung der Leuchtkéfer-Luziferase
als Reportergen fir humane Zelllinien noch zu steigern, wurde durch einige
Verdnderungen der Gensequenz das synthetische luc2CP-Reportergen von der
urspriinglichen Leuchtkifer-Luziferase abgeleitet. Zu diesen Anderungen zihlen das
Anhidngen einer C-terminalen Sequenz, welche die Akkumulation des Proteins in den
Peroxisomen verhindert, sowie die Entfernung kryptischer regulatorischer DNA-
Sequenzen zur Reduktion storender Einfliisse auf die Expression unter Beibehaltung der
kodierten ~Aminosduresequenz. Des Weiteren wurde eine Codon-Optimierung
durchgefiihrt, bei der die Codons der Leuchtkéfer-Luziferase durch die in menschlichen
Zellen am héufigsten verwendeten Codons fiir diese Aminosduren ausgetauscht wurden,
wodurch die Expression des Reportergens in humanen Zellen erhoht wird. Als
Besonderheit wurden dem Luziferase-Gen zusétzlich zwei Sequenzen angehingt, CL1 und
PEST, die den Abbau des fertigen Proteins beschleunigen (74, 215). Der Vorteil dieser
Enzym-Destabilisierung liegt darin, dass es in der Folge zu einer geringeren Akkumulation
der Luziferase kommen kann, wodurch zwar die Signalintensitit insgesamt etwas
abnimmt, aber bereits kleinere Anderungen der Expressionsrate messbar werden.
Destabilisierte Reporterproteine reagieren daher préziser und schneller auf zelluldre
Stimuli und konnen so die Expressionsdynamik exakter reflektieren. Hervorzuheben ist
dartiber hinaus noch die hohe Sensitivitdt des Leuchtkéfer-Luziferase-Systems, das eine

Detektion von bis zu 10 Leuchtkéfer-Luziferase-Molekiilen pro Zelle ermdglicht (279).

Leuchtkafer-Luziferase
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Abbildung 2.7: Schema der von der von der Leuchtkdfer-Luziferase katalysierten Chemilumineszenz-
Reaktion. Bei der Oxidation von Luziferin zu Oxyluziferin wird Energie in Form von sichtbarem Licht
freigesetzt.

Der pRL-SV40-Vektor dient im Dual-Luziferase-System als interner Kontrollvektor, der
mit den rekombinanten pGL4.19-Vektoren in die Zielzellen kotransfiziert wird. Der pRL-
SV40-Vektor kodiert fiir das Gen der Renilla-Luziferase aus der Weichkoralle Renilla
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reniformis, dem der SV40-Early-Enhancer/Promotor aus dem Simian-Virus 40
vorgeschaltet ist, welcher in humanen Zellen keiner Regulation unterliegt und dadurch eine
hohe konstitutive Expression der Renilla-Luziferase in einer Vielzahl von Zellen bewirkt
(Vektorkarte im Anhang, s. Kap. 7.1). Die Renilla-Luziferase katalysiert
sauerstoffabhidngig die Oxidation von Coelenterazin zu Coelenteramid, wobei sichtbares
Licht im blaulichen Wellenldangenbereich von 480 nm emittiert wird (s. Abb. 2.8). Wie die
Leuchtkéfer-Luziferase benotigt auch die Renilla-Luziferase fiir ihre Funktionsfdhigkeit
keine posttranslationalen Modifikationen, weshalb ihre enzymatische Aktivitit ebenfalls

direkt nach der Translation gemessen werden kann.

OH OH
o, ) o0
NN N NH
| NI Renilla-Luziferase 1
H N + Lichtquant
HO @ HO”
Coelenterazin Coelenteramid
+0, +CO;

Abbildung 2.8: Schema der von der von der Renilla-Luziferase katalysierten Chemilumineszenz-Reaktion.
Bei der Oxidation von Coelenterazin zu Coelenteramid wird Energie in Form von sichtbarem Licht
freigesetzt.

Da die beiden Luziferasen in den kotransfizierten Zellen zwei voneinander unabhéngige
Reaktionen mit unterschiedlichen Substraten katalysieren, konnen ihre Aktivititen im
Anschluss an die Zell-Lyse sequenziell in einer Probe bestimmt werden. Hierzu wird dem
Zell-Lysat zundchst das Substrat der Leuchtkéfer-Luziferase hinzugefiigt und anschlieend
die emittierte Lumineszenz gemessen. Danach wird diese erste Reaktion durch Zugabe
eines speziellen Reagenzes, welches eine Substanz zur Lumineszenz-Loschung enthilt,
beendet. Da dieses Reagenz gleichzeitig das Substrat der Renilla-Luziferase enthélt, kann
die Lumineszenz aus dieser zweiten Reaktion unmittelbar anschlieBend detektiert werden.
Die nachfolgende Bildung des Verhiltnisses der Lumineszenzwerte aus der Leuchtkifer-
Luziferase- und der Renilla-Luziferase-Reaktion dient der Normalisierung der Aktivitét
der Leuchtkéfer-Luziferase und korrigiert schwer zu beeinflussende systemische Fehler.
Hierbei handelt es sich um Unterschiede zwischen den Proben in Transfektionseffizienz,
Zelldichte und Zellfunktionstiichtigkeit sowie in der Effizienz der Zell-Lyse und in den zur

Messung eingesetzten Proben-Volumina (279). Diese Normalisierung ist neben der
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dynamischen Reaktion der Luziferase-Aktivitdit auf Expressionsinderungen als
Hauptvorteil dieses Systems gegeniiber anderen Systemen anzusehen.

Die kotransfizierten Zellen wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert und anschlielend 1, 3,
6, 12 oder 24 Stunden mit Orexin A (1 uM), Orexin B (1 uM), Angiotensin II (1 pM) oder
Forskolin (10 uM) stimuliert. Um die Behandlung zu beenden, wurden die Zellen zunéchst
mit 500 ul PBS (PAA Laboratories) pro Well gewaschen. Danach wurden zur Zell-Lyse in
jedes Well 100 pl Passiv-Lysis-Puffer (Promega) pipettiert und die Platten bei
Raumtemperatur 15 Minuten auf einem Kreisschiittler (DSG 304, Heidolph, Schwabach,
Deutschland) geriittelt. Von den Zell-Lysaten wurden je 20 ul in ein Well einer 96-Well-
Platte liberfiihrt. Diese wurde zur Messung in das FLUOstar Optima Fluorometer (BMG
Labtech) eingesetzt. Sodann wurden jeder Probe 100 pl ,,Luciferase Assay Reagent II*
(Promega) hinzupipettiert. Nach einer Verzogerung von 1 Sekunde wurde die
Lumineszenz aus der Leuchtkidfer-Luziferase-Reaktion iiber 10 Sekunden gemessen.
Direkt im Anschluss wurden pro Well 100 ul ,,Stop & Glo Reagent* (Promega)
hinzugefiigt. Nach einer erneuten Verzdgerung von 1 Sekunde wurde die Lumineszenz aus
der Renilla-Luziferase-Reaktion tiber 10 Sekunden detektiert. Aus den Lumineszenzwerten
der einzelnen Luziferase-Reaktionen wurden die Mittelwerte gebildet, welche zur oben
beschriebenen Normalisierung ins Verhéltnis zueinander gesetzt wurden. Hiernach wurden
zur Beriicksichtigung der Hintergrundstrahlung von den Werten der rekombinanten

Vektoren diejenigen entsprechend behandelter pGL4.19-Leervektoren abgezogen.

2.7  Zellzahlbestimmung

Eine gesteigerte Zellproliferation kann durch die frilhere Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten die Differenzierung der Zellen induzieren, wodurch die Expression selektiver
Gene in der Zelle gesteigert oder auch gehemmt wird (194). Daher konnte der beobachtete
Effekt von Orexin A auf die Expression von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2
durch eine gesteigerte Proliferationsrate und damit einhergehende adrenokortikale
Differenzierung der NCI-H295R-Zellen verursacht werden. Um eine Auswirkung von
Orexin A oder B auf die Proliferation der NCI-H295R-Zellen zu untersuchen, wurde die
relative Zellzahl orexinbehandelter Zellen im Vergleich zur Zahl unbehandelter Zellen mit
dem ,,CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay* (Promega) bestimmit.
Das bei dieser Methode verwendete ,,CellTiter 96 AQueous One Solution*“-Reagenz enthélt
das Mono-Tetrazoliumsalz MTS (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
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carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), welches in Anwesenheit des
Elektroneniibertragers Phenazinethosulfat (PES) von den Dehydrogenasen metabolisch
aktiver Zellen zu einem wasserloslichen Formazan reduziert wird. Dieses kann durch
Absorption bei 490 nm quantifiziert werden, wobei sich seine Konzentration zur
Stoffwechselaktivitidt und damit zur Anzahl vitaler Zellen in der Kultur direkt proportional
verhilt.

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 3x10° Zellen/ml in 96-Well-Platten
ausgesit, bis zu einer etwa 80 %igen Konfluenz kultiviert und anschlieBend 12 oder 24
Stunden mit Orexin A (1 uM) oder Orexin B (1 uM) stimuliert. Direkt nach dieser
Behandlung wurden die Zellen pro Well mit 20 ul des MTS-Reagenzes versetzt und erneut
3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Absorption des Formazans wurde hiernach ohne

Verzogerung im FLUOstar Optima Fluorometer (BMG Labtech) bei 490 nm gemessen.

2.8 Statistische Auswertung

Die Daten der durchgefiihrten Versuche wurden wie folgt mit Hilfe des Programms
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) analysiert:

Die Ergebnisse der Reportergenstudien wurden mittels einfaktorieller Varianzanalysen
(ANOVA) ausgewertet. Hierzu wurden die Mittelwerte aus jeweils fiinf bis sieben
unabhingigen Versuchen herangezogen. Zum Vergleich der Mittelwerte aus den einzelnen
Behandlungsgruppen mit dem Mittelwert der jeweiligen Kontrollgruppe wurde
anschlieBend ein Dunnett’s Post-Test durchgefiihrt. Zur Testung von Mittelwerten gegen
einen hypothetischen Wert (z. B. 0) wurde der Einstichproben t-Test angewandt. Innerhalb
der Regressionsanalyse wurde zur Untersuchung des Unterschieds zwischen den
Steigungen zweier Geraden die in das Programm integrierte zweiseitige Testung der
Nullhypothese nach Zar durchgefiihrt (285). In allen Testverfahren wurden die Ergebnisse
als signifikant erachtet, wenn die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
weniger als 5 % verworfen werden konnte (p < 0,05).

Die GraphPad Prism Software wurde auflerdem zur Erstellung sdmtlicher Graphen

verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von Orexin A auf die mRNA-Spiegel der Steroid-
biosyntheseenzyme in NCI-H295R-Zellen

3.1.1 Quantitative Auswertung des Effekts von Orexin A auf die mRNA-Spiegel der

Steroidbiosyntheseenzyme

Nach 12 Stunden Behandlung mit Orexin A (1 uM) zeigte sich durch Analyse mittels
quantitativer ,,real-time* PCR ein Anstieg der mRNA-Spiegel von CYP11B1, CYP11B2,
CYP21 und HSD3B2 im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Hierbei fand sich bei
CYP11BI1 eine Zunahme der mRNA-Kopien um annihernd 84 % (13,6 x 10°+ 1,3 x 10°
vs. 7,4 x 10° £+ 7,8 x 10° Kopien pro 100 ng Gesamt-RNA) und bei CYP11B2 um ungefihr
120 % (6,4 x 10°+ 8,8 x 10° vs. 2,9 x 10° + 3,0 x 10° Kopien pro 100 ng Gesamt-RNA) im
Vergleich zur Kopienanzahl in unbehandelten Zellen (s. Abb. 3.1). Die mRNA-Kopien des

HSD3B2-Gens nahmen unter Orexin A um etwa zwei Drittel zu (60,0 x 10° + 4,1x 10 vs.
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Abbildung 3.1: Expressionsmuster der Steroidbiosyntheseenzyme CYP11A1 (A), CYP11B1 (B), CYP11B2
(C), CYP17 (D), CYP21 (E) und HSD3B2 (F) in NCI-H295R-Zellen nach 12 Stunden Orexin A-Behandlung
(1 uM) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe. Die mRNA-Kopien jedes Enzyms wurden
mittels quantitativer ,real-time* PCR bestimmt und pro 100 ng Gesamt-RNA standardisiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus einer Fiinffachbestimmung + Standardfehler.
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36,7 x 10° + 2,0 x 10° Kopien pro 100 ng Gesamt-RNA), wihrend die Anzahl der mRNA-
Kopien von CYP21 im Vergleich zur Kontrollgruppe um ungefihr ein Viertel stieg
(472x 10" + 4,6 x 107 vs. 37,5x 10’ + 0,8 x 10’ Kopien pro 100 ng Gesamt-RNA). Die
mRNA-Spiegel von CYP11A1 und CYP17 unterlagen hingegen keiner Regulation durch
Orexin A. Dieser Versuch bestétigte frithere Ergebnisse der Arbeitsgruppe.

3.1.2 Spezifitit der amplifizierten cDNA-Fragmente

Die Spezifitit der in der ,,real-time* PCR amplifizierten cDNA wurde routinemafig durch
DNA-Schmelzkurven-Analyse bestitigt, indem im Anschluss an die ,,real-time*“ PCR die
PCR-Produkte stetig erhitzt wurden und wéhrenddessen kontinuierlich die Fluoreszenz
gemessen wurde. Da DNA-Fragmente bestimmter Lidnge und bestimmter Basenpaar-
Zusammensetzung bei einer definierten Temperatur schmelzen, ldsst die Form und
Position der DNA-Schmelzkurve eine schnelle und sichere Differenzierung der

entstandenen PCR-Produkte zu. Bei allen untersuchten Enzymen iiberlagerten sich die
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Abbildung 3.2: Schmelzkurven der PCR-Produkte der quantitativen ,real-time”“ PCR von CYP11A1 (A),
CYP11B1 (B), CYP11B2 (C), CYP17 (D), CYP21 (E) und HSD3B2 (F). Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte der 10 Standard-cDNA-Proben und die Mittelwerte der 10 untersuchten cDNA-Proben.
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gemittelten Schmelzkurven der cDNA-Standard-Proben und der zu analysierenden Proben
fast vollstindig, wodurch auf eine Ubereinstimmung der amplifizierten DNA-Fragmente

geschlossen werden konnte (s. Abb. 3.2).

3.1.3 Einfluss von Orexin A auf die mRNA-Stabilitit der Enzyme CYP11Bl,
CYP11B2, CYP21 und HSD3B2

Zur Feststellung der Ursache des mRNA-Spiegelanstiegs von CYP11B1, CYP11B2,
CYP21 und HSD3B2 unter Orexin A wurde der mRNA-Abbau dieser Enzyme nach
Transkriptionsblockade mit Actinomycin D evaluiert. Hierzu wurden die mRNA-Kopien

der Enzyme in einer iiber 12 Stunden mit Orexin A (1 pM) vorbehandelten Gruppe und in
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Abbildung 3.3: Verlauf der relativen mRNA-Spiegel der Enzyme CYP11B1 (A), CYP11B2 (B), CYP21 (C)
und HSD3B2 (D) nach Transkriptionsblockade mit Actinomycin D (5 pg/ml) iiber 6 Stunden in einer 12
Stunden mit Orexin A (1 pM) vorbehandelten Gruppe im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe.
Der prozentuale Abbau der mRNA-Kopien ist als Regressionsgerade durch die Mittelwerte aus 3
unabhéngigen Versuchen + Standardfehler dargestellt. ns: nicht signifikant
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einer unbehandelten Kontrollgruppe mittels quantitativer ,real-time*“ PCR iiber sechs
Stunden nach Zugabe von Actinomycin D (5 pg/ml) beobachtet (s. Abb. 3.3). Die mRNA-
Kopien zum Untersuchungsbeginn (0 Stunden) wurde in allen Gruppen gleich 100 %
gesetzt und die Kopienanzahlen zu den spiteren Zeitpunkten im Verhéltnis hierzu
berechnet. Mittels linearer Interpolation wurden Regressionsgeraden durch die Mittelwerte
aus drei unabhingigen Versuchen gelegt, deren Steigungen somit den
Abbaugeschwindigkeiten der mRNA in Prozent pro Stunde entsprechen. Die innerhalb der
Regressionsanalyse durchgefiihrte zweiseitige Testung der Nullhypothese, die Steigungen
der Geraden seien identisch, ergab fiir keines der Enzyme einen signifikanten Unterschied
zwischen der Abbaugeschwindigkeit der jeweiligen mRNA unter Orexin A-Behandlung
und unter Kontrollbedingungen. Ein geringer Unterschied in der Geschwindigkeit der
mRNA-Degradierung fand sich bei CYP11B2 (-6,64 + 2,29 vs. -2,73 + 1,75 Prozent

mRNA-Kopien pro Stunde), wobei sich auch diese Differenz als nicht signifikant erwies

(p=0,19).

3.2 Promotorklonierung und Konstruktion von Reportergenvektoren

Um zu untersuchen, ob Orexine die mRNA-Spiegel von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und
HSD3B2 durch eine erhdhte Transkription der entsprechenden Gene steigern, wurde die
Aktivitdt der Promotoren dieser Gene unter Orexin-Behandlung in Reportergenstudien
analysiert. Hierzu mussten die Promotorabschnitte amplifiziert, kloniert und in geeignete
Expressionsvektoren eingebaut werden, die nach Uberpriifung der Sequenz zur
Aktivititsmessung im B-Laktamase- oder Dual-Luziferase-Reportergensystem eingesetzt
werden konnten. Zur Durchfilhrung der B-Laktamase-Reportergenstudien wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit vier verschiedene Abschnitte des HSD3B2-Promotors in
den pGeneBLAzer-TOPO-TA-Reportergenvektor kloniert (s. Kap. 2.4.3). Fiir die Dual-
Luziferase-Reportergenstudien sollten die Promotoren von CYP11B1, CYP11B2, CYP21
und HSD3B2 in den pGL4.19-Reportergenvektor kloniert werden. Da eine direkte
Klonierung in diesen Vektor jedoch diffizil und meist sehr ineffizient ist, wurden die
jeweiligen Promotorabschnitte in einem Zwischenschritt zunéchst in den pCR4-TOPO-TA-
Vektor eingebaut und aus diesem anschlieBend durch Restriktion und erneute Klonierung

in den Expressionsvektor pGL4.19 tiberfiihrt.
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3.2.1 Optimale Bindungstemperatur der Primerpaare und spezifische Amplifikation

der DNA-Fragmente

Fiir die Synthese der Promotorabschnitte von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2
wurden die in Tabelle 2.2 angegebenen Primerpaare eingesetzt. Zur empirischen
Bestimmung der optimalen Temperatur fiir die Bindung der Promotor-Primer an die
jeweilige Matrizen-DNA wurde fiir jedes Primerpaar eine PCR mehrerer identischer
Reaktionsansdtze  durchgefiihrt, die  widhrend der  Primeranlagerung einen
Temperaturgradienten aufwies. Die entstandenen DNA-Fragmente wurden anschlieend in
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Kriterien zur Bestimmung der optimalen Bindungstemperatur waren eine moglichst
hohe PCR-Produktausbeute sowie gleichzeitig eine moglichst spezifische Amplifikation
des gewiinschten DNA-Fragments. Bestand zwischen den Banden der DNA-Fragmente bei
unterschiedlichen Temperaturen kein klar ersichtlicher Unterschied, wurde die hochste
Temperatur als Optimum gewdhlt, da das Risiko unspezifischer Amplifikationen

grundsiétzlich mit steigender Temperatur abnimmt.

Primer der Promotorfragmente fiir den pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor

In den pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ausschlieBlich der Promotor von HSD3B2 kloniert. Da der rekombinante Klon mit dem
zundchst amplifizierten Promotorfragment von -1073 bis +53 bp in den anschliefend
durchgefiihrten -Laktamase-Reportergenstudien eine sehr geringe Aktivierbarkeit zeigte,
wurden sukzessive drei weitere Promotorabschnitte vervielfiltigt: von -1298 bis +299 bp,
von -1298 bis -1 bp sowie von -1298 bis +250 bp. Das Segment von -1298 bis +299 bp
diente aufgrund des darin enthaltenen Start-Codons (s. Abb. 2.2) ausschlieBlich als Matrize
fir eine ,verschachtelte PCR mit den Primerkombinationen S -1298/-1 AS und
S -1298/+250 AS und wurde nicht in Reportergenstudien eingesetzt.

Die in Abbildung 3.4 A dargestellte Gelelektrophorese verdeutlicht, dass die optimale
Bindungstemperatur fiir das HSD3B2-Promotor-Primerpaar S -1073/+53 AS nach den
oben genannten Kriterien bei 60,6 °C lag. In allen Ansétzen zeigte sich eine einzelne
Bande der erwarteten Lange von 1126 bp. Hingegen lag die optimale Temperatur wihrend
der Primeranlagerung fiir das Primerpaar S -1298/+299 AS bei 59,4 °C (s. Abb. 3.4 B).
Auch bei diesem Primerpaar zeigten sich die Banden der errechneten Gréf3e von 1597 bp,

jedoch wurde hier zusétzlich ein unspezifisches DNA-Fragment mit einer Lange von etwa
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A.HSD3B2 -1073/+53 B.HSD3B2 -1298/+299
1636 bp - 1636 bp
1018 bp - 1018 bp
517 bp 1. 517 bp
M 60,6 61,8 63,0 64,1 65,0 M 59,4 60,6 61,8 63,0 64,0 65,0

C.HSD3B2 -1298/+299 ,,nested“ PCR
~ -1298/-1 _ /+250
2642 bp

1500 bp
1300 bp

1000 bp

M 54,0 54,0 54,0 54,0

Abbildung 3.4: Agarosegelelektrophoresen der RT-PCR-Temperaturoptimierungen mit den HSD3B2-
Promotor-Primern zur Synthese von Promotorabschnitten fiir die Klonierung in den pGeneBLAzer-TOPO-
TA-Vektor. Die Primer wurden in den Kombinationen S -1073/+53 AS (A), S -1298/+299 AS (B) sowie
S -1298/-1 AS und S -1298/+250 AS (C) eingesetzt. Der DNA-GroBenstandard (M) diente zur Uberpriifung
der spezifischen Amplifikation der gewiinschten DNA-Fragmente. Am unteren Bildrand finden sich jeweils
die Temperaturen in °Celsius.

800-900 bp vervielfiltigt, welches im Vergleich zum gewiinschten Fragment allerdings nur
in einer geringfligigen Menge amplifiziert worden war. Die verschachtelte PCR des
HSD3B2-Promotors mit den Primerkombinationen S -1298/-1 AS sowie S -1298/+250 AS
konnte aufgrund der hohen Konzentration der Matrizenstringe im Ansatz bei dieser
Methode ohne weitere Testung direkt bei 54,0 °C durchgefiihrt werden (s. Abb. 3.4 C). Die
Gelelektrophorese bestitigte die spezifische Amplifikation singuldrer DNA-Fragmente der
erwarteten Grof3en von 1297 bp bzw. 1548 bp.

Primer der Promotorabschnitte fiir den pCR4-TOPO-TA- und pGL4.19-Vektor

Zur Analyse im Dual-Luziferase-Reportergensystem sollten im Rahmen der vorliegenden
Arbeit die Promotoren von CYP11BI1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 in den pCR4-
TOPO-TA-Vektor und anschlieBend in den pGL4.19-Reportergenvektor kloniert werden.
Die PCR des CYP11BI1-Promotors mit dem Primerpaar S -1099Kpnl/+4Xhol AS zur
Synthese eines Fragments fiir die anschlieBende Ligation in den pCR4-TOPO-TA- und
pGL4.19-Vektor verlief nach den genannten Kriterien bei einer Bedingung von 56,0 °C

optimal (s. Abb. 3.5 A). Bei allen Temperaturen zeigte sich eine einzelne, spezifische
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Abbildung 3.5: Agarosegelelektrophoresen der RT-PCR-Temperaturoptimierungen mit den CYP11B1- (A),
CYP11B2- (B), CYP21- (C) und HSD3B2-Promotor-Primern (D) zur Synthese von Promotorfragmenten fiir
die Klonierung in den pCR4-TOPO-TA- und pGL4.19-Vektor. Die Primer sind in der Reihenfolge sense
Primer/antisense Primer angegeben. Der DNA-GroBenstandard (M) diente zur Uberpriifung der spezifischen
Amplifikation der gewiinschten DNA-Fragmente. Am unteren Bildrand sind jeweils die Temperaturen
in °Celsius angegeben.

Bande der 1115bp. Bei der
S -1499Kpnl/-1Xhol AS fiir den CYP11B2-Promotor ergaben sich die besten Resultate bei

kalkulierten GroBe von Primerkombination
einer Bindungstemperatur von 62,0 °C (s. Abb. 3.5 B). Bei niedrigeren Temperaturen von
54,0-58,4 °C fanden sich im Agarosegel zusétzlich zum erwarteten DNA-Fragment von
1511 bp Lénge unspezifische Banden in den Gréfen von etwa 1000 bp und 2000 bp. Fiir
die PCR des CYP21-Promotors mit den Primern S -999Kpnl/+15Xhol AS wurde eine
Temperatur von 62,0 °C fiir die Primerbindung ausgewihlt. Wie Abbildung 3.5 C
veranschaulicht, fanden sich neben der spezifischen Bande von 1026 bp keine
unspezifischen Banden im Agarosegel. Die optimale Bindungstemperatur fiir die PCR des
HSD3B2-Promotors mit der Primerkombination S -1073Kpnl/+53Xhol AS lag ebenfalls
bei 62,0 °C. Wie aus Abbildung 3.5 D ersichtlich, lieBen sich auch hier ausschliefSlich

spezifische Banden der erwarteten Lange von 1138 bp nachweisen.
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3.2.2 Selektion rekombinanter Vektoren mittels Restriktionsanalyse

Nach dem enzymatischen Einbau der PCR-Produkte in die drei unterschiedlichen Vektoren
wurden kompetente Zellen mit diesen transformiert und angeziichtet. Um fiir die weiteren
Versuche solche Bakterienklone auswihlen zu konnen, die rekombinante Plasmide mit
korrekt eingebautem Promotorelement aufgenommen hatten, wurden die Plasmide der
einzelnen Klone aufgereinigt und durch Restriktionsenzyme in Fragmente geschnitten.
Durch die Analyse der gelelektrophoretisch aufgetrennten Fragmente konnte anschlieend

auf die Struktur der Plasmide riickgeschlossen werden.

Selektion rekombinanter pGeneBLAzer-TOPO-TA-Reportergenvektoren

Zur Veranschaulichung des Analyse-Prinzips ist in Abbildung 3.6 beispielhaft die
schematische Vektorkarte des ersten der in diesem Kapitel besprochenen rekombinanten
Reportergenvektoren mit dem HSD3B2-Promotorfragment von -1073 bis +53 bp in
richtiger (3.6 A) sowie falscher (3.6 B) Orientierung dargestellt. In der Abbildung sind die
Schnittstellen des hier zur Analyse eingesetzten Restriktionsenzyms Bgl II dunkel
hervorgehoben. Die Vektorkarten aller iibrigen rekombinanten Vektoren mit den
Schnittstellen der jeweils verwendeten Restriktionsenzyme finden sich im Anhang (s. Kap.

7.2).

Bgl Il (6105) +53 AS-Primer Bgl Il (6280) -1073 S-Primer
HSD3B2-Promotor HSD3B2-Promotor

R-Laktamase R-Laktamase
_Balll (5604) '\ Bgin(1097) D9l (5779)- N( Byl Il (1097)

pGeneBLAzer-TOPO-TA
HSD3B2-Promotor
~1073/+53“R ~1073/+53“F

Neomycin Neomycin

pGeneBLAzer-TOPO-TA
HSD3B2-Promotor

pUCori puC ori”

Abbildung 3.6: Schema der Schnittstellen des Restriktionsenzyms Bgl I im rekombinanten pGeneBLAzer-
TOPO-TA-Vektor nach Einbau des HSD3B2-Promotorabschnitts von -1073 bp bis +53 bp (,,-1073/+53%) in
richtiger (A) und falscher Orientierung (B). F: falsche Orientierung; R: richtige Orientierung

Wie die Abbildung veranschaulicht, entstehen bei der vollstindigen Aufspaltung des
pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektors mit korrekt eingebautem HSD3B2-Promotorsegment
von -1073 bp bis +53 bp insgesamt vier Fragmente von 327, 501, 1498 und 4180 bp
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Lange. Bei Aufspaltung eines Plasmids mit falsch orientiertem Promotorabschnitt
entstehen hingegen vier Fragmente von 501, 502, 1323 und 4180 bp Linge. Durch
unvollstindige Aufspaltung konnen bei beiden Plasmiden zusétzliche Fragmente entstehen,
deren GroBen den Gesamtldngen von zwei oder mehr benachbarten Einzelfragmenten
entsprechen. Im Falle eines nicht rekombinanten Vektors spaltet Bgl IT den Leervektor von
5380 bp Gesamtlidnge nur an den beiden abgebildeten Schnittstellen im Vektorriickgrat bei
1097 bp und 5277 bp auf, wodurch zwei Fragmente von 1200 und 4180 bp Grofe
entstehen.

Aus der in Abbildung 3.7 dargestellten Restriktionsanalyse der Plasmide aus zehn
transformierten Bakterienklonen liel sich demzufolge schlieBen, dass die Plasmide in den
Spuren 1-3 und 5-8 das DNA-Fragment in falscher und die Plasmide in den Spuren 4 und 9
in richtiger Orientierung eingebaut hatten, wihrend das Plasmid in Spur 10 nicht
rekombinant war. Die in den Spuren 1, 2, 4 und 9 analysierten Plasmide wurden zur
Uberpriifung der Sequenz mittels externer Sequenzierung ausgewihlt, um im Falle der
Ubereinstimmung mit den Originalsequenzen in den anschlieBend geplanten
Reportergenstudien eingesetzt zu werden. Die Plasmide mit falsch orientiertem Promotor

aus den Spuren 1 und 2 sollten in diesen Untersuchungen als Negativkontrollen dienen.

pGeneBLAzer-TOPO-TA/HSD3B2-Promotor-Abschnitt,,-1073/+53“

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 3.7: Agarosegelelektrophorese der mit dem HSD3B2-Promotorabschnitt von -1073 bp bis +53 bp
ligierten und mit Bgl II geschnittenen pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektoren aus zehn transformierten
Bakterienklonen. In den Spuren 1-3 und 5-8 =zeigt sich das charakteristische Bandenmuster der
rekombinanten Vektoren mit falsch eingebautem Promotor, in den Spuren 4 und 9 das der Vektoren mit
korrekt eingebautem Promotorabschnitt und in Spur 10 das Muster eines nicht rekombinanten Vektors. M:
DNA-GroBenstandard



Ergebnisse 55

Nach Ligation des HSD3B2-Promotorabschnitts von -1298 bp bis +299 bp in den
pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor wurden die Plasmide aus zehn transformierten
Bakterienklonen ebenfalls mittels einer Restriktionsanalyse mit Bgl II untersucht.

Bei der vollstindigen Aufspaltung eines rekombinanten Plasmids mit korrekt eingebautem
Promotor entstehen hier DNA-Fragmente von 243, 313, 501, 556, 1188 und 4180 bp
Linge, wihrend bei falscher Orientierung des Promotors Fragmente von 192, 243, 501,
556, 1309 und 4180 bp Lénge entstehen.

Die in Abbildung 3.8 veranschaulichten Resultate der elektrophoretischen Auftrennung der
geschnittenen Plasmide lieBen daher den Schluss zu, dass die Plasmide in den Spuren 2, 4,
5, 6 und 9 einen richtig orientierten und die Plasmide in den Spuren 1, 7, 8 und 10 einen
falsch orientierten Promotor eingebaut hatten. In den Spuren 2 und 9 zeigten sich
auflerdem zahlreiche unvollstindig aufgespaltene Fragmente. Der Vektor in Spur 3 war
nicht rekombinant, da hier ausschlieBlich die fiir einen aufgespaltenen Leervektor
charakteristischen Banden von 2801 und 4180 bp Linge zu erkennen waren. Die in den

Spuren 1, 5, 6 und 7 untersuchten Plasmide wurden anschlieBend extern sequenziert.

pGeneBLAzer-TOPO-TA/HSD3B2-Promotor-Abschnitt,,-1298/+299“

2642bp
1500 bp
1000 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 3.8: Agarosegelelektrophorese der mit dem HSD3B2-Promotorabschnitt von -1298 bp bis
+299 bp ligierten und mit Bgl IT geschnittenen pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektoren aus zehn transformierten
Bakterienklonen. Das Bandenmuster in den Spuren 1, 7, 8 und 10 ist kennzeichnend fiir rekombinante
Vektoren mit falsch orientiertem Promotor, das Muster in den Spuren 2, 4, 5, 6 und 9 fiir solche mit korrekt
eingebautem Promotor und das in Spur 3 fiir nicht rekombinante Vektoren. M: DNA-GroéBenstandard

Das mittels verschachtelter PCR hergestellte HSD3B2-Promotorfragment von -1298 bp bis
+250 bp wurde ebenfalls in den pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor kloniert. Die
aufgereinigten Plasmide aus neun transformierten Bakterienklonen wurden abermals mit

Bgl I geschnitten. Wie in Abbildung 3.9 illustriert, entstanden hierdurch aus den
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Plasmiden in den Spuren 2, 5 und 8 jeweils sechs Fragmente von 143, 243, 501, 556, 1309
und 4180 bp Lénge, die charakteristisch sind fiir den rekombinanten Vektor mit falsch
orientiertem Promotor. Die Banden von 243, 313, 501, 556, 1139 und 4180 bp GrofBe in
den iibrigen Spuren entsprechen hingegen dem Bandenmuster des rekombinanten Vektors
mit richtig orientiertem Promotor. Die in den Spuren 1 und 2 iiberpriiften Plasmide wurden

fiir die Durchfithrung der nachfolgenden Versuche vorgesehen.

pGeneBLAzer-TOPO-TA/HSD3B2-Promotor-Abschnitt,,-1298/+250“

3054 bp -
1636 bp
1018 bp

517 bp

298 bp

154 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 3.9: Agarosegelelektrophorese der mit dem HSD3B2-Promotorabschnitt von -1298 bp bis
+250 bp ligierten und mit Bgl II geschnittenen pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektoren aus neun transformierten
Bakterienklonen. Das Bandenmuster in den Spuren 2, 5 und 8 entspricht dem typischen Muster
rekombinanter Plasmiden mit falsch orientiertem Promotor, wahrend in den ibrigen Spuren das Muster
rekombinanter Plasmide mit richtig eingebautem Promotor erkennbar ist. M: DNA-GroBenstandard

Die mit dem HSD3B2-Promotorsegment von -1298 bp bis -1 bp ligierten pGeneBLAzer-
TOPO-TA-Vektoren wurden nach der Aufreinigung aus neun transformierten
Bakterienklonen mit Bgl II geschnitten und elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abb. 3.10).
Die Fragmente der Liangen 243, 449, 501, 1309 und 4180 bp in den Spuren 1, 2 und 5
stimmen mit dem Muster rekombinanter Vektoren mit falsch eingebautem Promotor
tiberein, wihrend die Fragmente der Liangen 243, 313, 501, 1445 und 4180 bp in den
Spuren 3, 4, 7, 8 und 9 rekombinanten Vektoren mit korrekt eingebautem Promotor
zuzuordnen sind. Das Plasmid in Spur 6 war nicht rekombinant. Die in den Spuren 5 und 9

analysierten Plasmide wurden fiir die externe Sequenzierung ausgewahlt.
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pGeneBLAzer-TOPO-TA/HSD3B2-Promotor-Abschnitt,,-1298/-1“

3054 bp -
1636 bp
1018 bp

517 bp

298 bp -
201bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 3.10: Agarosegelelektrophorese der mit dem HSD3B2-Promotorabschnitt von -1298 bp bis -1 bp
ligierten und mit Bgl II geschnittenen pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektoren aus neun transformierten
Bakterienklonen. In den Spuren 1, 2 und 5 lésst sich das charakteristische Bandenmuster des rekombinanten
Plasmids mit falsch orientiertem Promotorabschnitt erkennen, in den Spuren 3 und 4 sowie 7-9 das Muster
des Plasmids mit korrekt eingebautem Promotorabschnitt und in Spur 6 das eines nicht rekombinanten
Vektors. M: DNA-Gro6Benstandard

Selektion rekombinanter pCR4-TOPO-TA-Vektoren

Die Fragmente der Promotoren von CYPI11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 wurden
zur Uberfiihrung in den pGL4.19-Vektor zunichst in den pCR4-TOPO-TA-Vektor ligiert.
An die Enden der fiir die Ligation verwendeten Promotorsegmente waren hierzu die
Schnittstellen der Restriktionsenzyme Kpn I und Xho I als Bestandteil der entsprechenden
Primersequenz angefiigt worden (s. Kap. 2.4.3). Im Unterschied zur Untersuchung der
pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektoren wurde die Restriktionsanalyse der pCR4-TOPO-TA-
Vektoren ausschlieBlich auf den Einbau des jeweiligen Promotorsegments beschriankt. Die
Orientierung der Fragmente in den rekombinanten Vektoren war nicht von Relevanz, da
die Plasmide nicht als eigenstdndige Reportergenvektoren genutzt wurden.

In Abbildung 3.11 A sind die mit dem CYP11B1-Promotorabschnitt von -1099 bp bis
+4 bp ligierten pCR4-TOPO-TA-Vektoren aus vier transformierten Bakterienklonen
dargestellt, nachdem sie von Kpn I und Xho I aufgespalten worden waren. In den Spuren 2
und 4 war zusétzlich zum Vektorriickgrat von 3958 bp Lénge ein Fragment in der Gréf3e
von 1113 bp zu erkennen, welches dem ausgeschnittenen CYP11B1-Promotorabschnitt
entspricht. Die Plasmide in den Spuren 1 und 3 waren dagegen nicht rekombinant,
weswegen sich hier eine einzige Bande von 3956 bp GréBe nachweisen lie3, die dem nicht
linearisierten Leervektor zuzuordnen ist. Das in Spur 4 untersuchte Plasmid wurde zur

anschlieBenden Uberfiihrung des Promotorfragments in den pGL4.19-Vektor eingesetzt.
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A.pCR4-TOPO-TA/CYP11B1 B. pCR4-TOPO-TA/CYP11B2

3054 bp -

2642 bp -
1500 bp 1636 bp -

C.pCR4-TOPO-TA/CYP21

2642 bp-
1500 bp -
1000 bp -

500 bp -

M 1 2 3 4

Abbildung 3.11: Agarosegelelektrophoresen der mit den CYP11B1- (A), CYP11B2- (B), CYP2I- (C) oder
HSD3B2-Promotorfragmenten (D) ligierten und mit Kpn I und Xho I geschnittenen pCR4-TOPO-TA-
Vektoren aus vier bis sechs transformierten Bakterienklonen. Die rekombinanten Plasmide aus den Spuren 4
(A), 3 (B), 1 (C) und 6 (D) wurden fiir die anschlieBende Uberfiihrung des jeweiligen Promotorfragments in
den pGL4.19-Vektor ausgewihlt. M: DNA-Gro6Benstandard

Abbildung 3.11 B zeigt die mit Kpn I und Xho I geschnittenen Plasmide aus fiinf
transformierten Bakterienklonen nach der vorherigen Ligation des Vektors mit dem
CYP11B2-Promotorabschnitt von -1499 bp bis -1 bp. In den Spuren 3-5 war hier das
typische Bandenmuster der rekombinanten Plasmide mit einer Bande des Vektorriickgrats
von 3958 bp Lénge und einer Bande des Promotorabschnitts von 1509 bp Linge zu
erkennen. Das Plasmid in Spur 2 war nicht rekombinant. In Spur 1 zeigte sich zusétzlich
zur Bande des Vektrorriickgrats ein kleineres Fragment, welches jedoch kiirzer war als das
Fragment von 1509 bp Lédnge in den Spuren 3-5. Es handelte sich bei diesem Fragment
somit nicht um den vollstindigen Promotorabschnitt. Fiir die anschlieBende Klonierung
des Promotorabschnitts in den pGL4.19-Vektor wurde das in Spur 3 analysierte Plasmid
verwendet.

Die mit dem CYP21-Promotorsegment von -999 bp bis +15 bp ligierten pCR4-TOPO-TA-
Vektoren aus vier transformierten Bakterienklonen wurden ebenso mit Kpn I und Xho I
geschnitten und elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abb. 3.11 C). Da der CYP2I-
Promotorabschnitt im Bereich von +6 bis +11 bp fiir die Kpn I-Erkennungssequnz kodiert,
kann das durch die Restriktionsenzyme aus dem pCR4-TOPO-TA-Vektor ausgeschnittene
Promotorsegment eine Lange von 1018 oder 1024 bp aufweisen. In den Spuren 1, 3 und 4

war das Muster des rekombinanten Plasmids mit einer Bande des eingebauten Promotors
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der erwarteten Lange von 1018 bzw. 1024 bp sowie einer Bande des aufgespaltenen
Vektors von 3958 bp Léange zu erkennen. Die zwei kleineren Banden des Plasmids in Spur
2 entsprachen hingegen nicht dem intakten Promotorabschnitt. Das Plasmid aus Spur 1
wurde fiir die Klonierung des Promotorsegments in den pGL4.19-Vektor ausgewéhlt.

In Abbildung 3.11 D ist das Bandenmuster der mit Kpn I und Xho I enzymatisch
aufgetrennten Plasmide aus sechs transformierten Bakterienklonen nach der
vorangegangenen Ligation der Plasmide mit dem HSD3B2-Promotorsegment von
-1073 bp bis +53 bp zu sehen. Die Plasmide in den Spuren 2, 4 und 7 konnten von den
Restriktionsenzymen nicht in Fragmente aufgespalten werden, was die Schlussfolgerung
zulieB3, dass es sich hierbei um nicht rekombinante Plasmide handelte. Im Gegensatz hierzu
fand sich bei den in den Spuren 3, 5 und 6 untersuchten Plasmiden zusitzlich zur Bande
des Vektorriickgrats von 3958 bp Lénge die charakteristische Bande von 1136 bp Linge
des ausgeschnittenen Promotorabschnitts. Das Plasmid aus Spur 6 wurde fiir die darauf

folgende Klonierung des Promotorsegements in den pGL4.19-Vektor verwendet.

Selektion rekombinanter pGL4.19-Reportergenvektoren

Nach der Aufreinigung der Promotorfragmente von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und
HSD3B2 aus den ausgewihlten pCR4-TOPO-TA-Vektoren wurden diese in pGL4.19-
Reportergenvektoren kloniert, die anschlieBend in kompetente Zellen eingeschleust
wurden. Da die Promotorfragmente und die linearisierten pGL4.19-Vektoren an den Enden
ihrer Basenpaarstringe komplementére Schnittstellen aufwiesen, konnten die
Promotorfragmente in diese Vektoren ausschlieBlich in korrekter Orientierung eingebaut
werden. In Abbildung 3.12 ist die elektrophoretische Auftrennung der mit Kpn I und Xho I
geschnittenen Plasmide aus je vier oder fiinf transformierten Bakterienklonen dargestellt.
Die vier untersuchten Plasmide, die zuvor mit dem CYP11B1-Promotorfragment ligiert
worden waren, erwiesen sich sdmtlich mit einer fiir das Promotorsegement
charakteristischen Bande von 1113 bp Lidnge und einer Bande des Vektorriickgrats von
5763 bp Linge als rekombinant (s. Abb. 3.12 A). Das in Spur 4 analysierte Plasmid wurde
fiir die Durchfiihrung der weiteren Versuche ausgewihlt und hierzu extern sequenziert.

Die mit dem CYP11B2-Promotorfragment ligierten Plasmide aus fiinf Bakterienklonen
lieBen mit einer Bande des Promotorabschnitts von 1509 bp Lénge ebenfalls allesamt das
typische Muster des rekombinanten Vektors erkennen (s. Abb. 3.12 B). Das in Spur 1
analysierte Plasmid wurde anschlieBend extern sequenziert.

Unter den mit dem CYP21-Promotorabschnitt ligierten Plasmiden aus vier transformierten



Ergebnisse 60

A.pGL4.19/CYP11B1 B.pGL4.19/CYP11B2

2642bp -
1500 bp
1000 bp

C.pGL4.19/CYP21 D. pGL4.19/HSD3B2

2642bp- 5090 bp

1500 bp
1000 bp

1636 bp

1018 bp
M 1 2 3 4 M 1 2 3 4 5

Abbildung 3.12: Agarosegelelektrophoresen der mit den CYP11B1- (A), CYP11B2- (B), CYP21- (C) oder
HSD3B2-Promotorfragmenten (D) ligierten und mit Kpn I und Xho I geschnittenen pGL4.19-Vektoren aus
jeweils vier oder fiinf transformierten Bakterienklonen. Als rekombinant erwiesen sich die untersuchten
Plasmide in den Spuren 1-4 (A), 1-5 (B), 3 (C) und 1-4 (D). M: DNA-Gro8enstandard

Bakterienklonen fand sich hingegen nur ein rekombinantes Plasmid mit der Bande des
Promotorsegments von 1024 bp Lénge (s. Abb. 3.12 C). Dieses Plasmid wurde fiir die
nachfolgenden Versuche ausgewihlt.

Die Restriktionsanalyse der Plasmide aus sechs transformierten Bakterienklonen nach der
vorherigen Ligation der Plasmide mit dem HSD3B2-Promotorfragment ergab das in
Abbildung 3.12 D gezeigte Bandenmuster. Wéhrend die Plasmide in den Spuren 1-4 das
Promotorfragment von 1136 bp Linge aufgenommen hatten, erwies sich das in Spur 5
untersuchte Plasmid als nicht rekombinant. Das in Spur 4 analysierte Plasmid wurde zur

Durchfiihrung der anschlieBenden Experimente ausgewahlt.

3.2.3 Bestitigung der Sequenzen der ausgewihlten Plasmide durch externe

Sequenzierung

Zur Bestitigung der durch Restriktionsanalyse ermittelten Ergebnisse wurden die fiir die
Durchfiihrung der anschlieBenden Versuchsreihen ausgewihlten rekombinanten
pGeneBLAzer-TOPO-TA- und pGL4.19-Vektoren von den Sequence Laboratories
Gottingen an  den  Ubergangsstellen von  Vektorriickgrat und  eingebautem

Promotorabschnitt {iber eine Lange von etwa 350 bp sequenziert. Es ergab sich in allen
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Fillen eine annihernd 100 %ige Ubereinstimmung der Sequenzen der eingesandten
Plasmide mit den in der GenBank verdffentlichten und durch die Vector NTI Software
kombinierten Originalsequenzen des jeweiligen Promotorabschnitts und Vektors. Die von
SeqLab ermittelten Teilsequenzen der fiir die Versuche ausgewihlten pGL4.19-Plasmide
finden sich in Gegeniiberstellung mit den jeweiligen Originalsequenzen im Anhang (s.

Kap. 7.3).

3.3 Wirkung der Orexine auf die Aktivititen der Promotoren von

CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 in NCI-H295R-Zellen

3.3.1 Etablierung des p-Laktamase-Reportergensystems zur Untersuchung der

Wirkung von Orexinen auf die Aktivitit des HSD3B2-Promotors

Zur Analyse eines potenziellen Effekts der Orexine auf die Aktivitdit des HSD3B2-
Promotors war das [(-Laktamase-Reportergensystem zundchst durch einige
Voruntersuchungen auf seine Eignung fiir die geplanten Versuchsreihen zu testen und
gegebenenfalls zu optimieren. Im Rahmen dieser Untersuchungen sollte auBerdem der
geeignetste der rekombinanten Klone fiir die anschlieBenden Versuchsreihen ausgewéhlt
werden. Die Promotoraktivitit wurde in diesem System {iber die Transkription des f-
Laktamase-Reportergens bestimmt, die durch die Anderung des Fluoreszenzverhiltnisses
der Proben von 460 nm zu 520 nm wéhrend der 45 Minuten dauernden Messung indirekt
quantifiziert werden konnte.

Nach der transienten Transfektion der NCI-H295R-Zielzellen wurde zunéchst die
Basalaktivitit der HSD3B2-Promotorabschnitte in den rekombinanten Vektoren mit
derjenigen eines Kontrollvektors mit umgekehrt eingebautem Promotorabschnitt in
unbehandelten Zellen verglichen (s. Abb. 3.13). Von allen untersuchten HSD3B2-
Promotorabschnitten wies das Promotorsegment von -1073bp bis +53bp im
pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor in unbehandelten Zellen die hochste Grundaktivitét auf.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe fand sich beim Vektor mit diesem Promotorabschnitt
eine etwa l4fach hohere basale Expression des nachgeschalteten [-Laktamase-
Reportergens (0,1538 + 0,0154 vs. 0,0109 + 0,0039). Der HSD3B2-Promotorabschnitt von
-1298 bp bis -1 bp besall im pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor gegeniiber der Transkription
des Reportergens im Kontrollvektor eine ungefidhr sechsfach hoéhere Grundaktivitit

(0,0706 £+ 0,0084 vs. 0,0109 £ 0,0039), wéihrend die Aktivitit des Fragments von -1298 bp
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Abbildung 3.13: Basale Aktivitdt der HSD3B2-Promotorabschnitte von -1073 bp bis +53 bp sowie von
-1298 bp bis -1 bp und von -1298 bp bis +250 bp im pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor im Vergleich zum
pGeneBLAzer-TOPO-TA-Kontrollvektor. Dargestellt sind die Zunahmen des Fluoreszenzverhiltnisses von
460 nm zu 520 nm wihrend der Messung iiber 45 Minuten aus einer Doppel- bis Fiinffachbestimmung +
Standardfehler.

bis +250 bp nur etwa 42 % tiber der des Kontrollvektors lag (0,0155 = 0,0012 vs. 0,0109 +
0,0039).

Die Induzierbarkeit der Aktivitit des HSD3B2-Promotorfragments von -1073 bp bis
+53 bp im pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor durch Orexin A (1 uM) wurde in transient
transfizierten NCI-H295R-Zellen nach 6, 12 und 24 Stunden Inkubationszeit im Vergleich
zur Aktivitit in unbehandelten Kontrollzellen untersucht (s. Abb. 3.14). Zu allen

-1073/+53bp-HSD3B2-Promotor
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Abbildung 3.14: Zeitkinetik der Aktivitit des HSD3B2-Promotorabschnitts von -1073 bp bis +53 bp im
rekombinanten pGeneBLAzer-TOPO-TA-Reportergenvektor nach 6, 12 und 24 Stunden Behandlung mit
Orexin A (1 uM) im Vergleich zur Aktivitét unter Kontrollbedingungen. Die Promotoraktivitét ist angegeben
als Anderung des Emissionsverhiltnisses von 460 nm zu 520 nm wihrend der Detektion iiber 45 Minuten aus
einer Fiinffachbestimmung + Standardfehler.
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Abbildung 3.15: Aktivitdt des HSD3B2-Promotorfragments von -1298 bp bis -1 bp nach Ligation in den
pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor nach 6, 12 und 24 Stunden Behandlung mit Orexin A (1 pM) im Vergleich
zur Aktivitdit des Promotors in unbehandelten Zellen. Dargestellt sind die Zunahmen des
Fluoreszenzverhéltnisses von 460 nm zu 520 nm wihrend der Messung iiber 45 Minuten aus einer
Fiinffachbestimmung + Standardfehler.

Zeitpunkten wiesen die Promotoren in den mit Orexin A behandelten Zellen eine hohere
Aktivitdt auf als in den unbehandelten Kontrollzellen. Die grofite Steigerung der Aktivitét
fand sich nach 24 Stunden Orexin A-Behandlung, wobei die Zunahme gegeniiber der
Kontrollgruppe bei ungefahr 22 % lag (0,2286 + 0,0144 vs. 0,1878 + 0,0175).

Die Aktivitit des HSD3B2-Promotorfragments von -1298bp bis -1bp wurde
gleichermallen analysiert (s. Abb. 3.15). Auch bei diesem Promotorabschnitt lag die
Aktivitdit unter Orexin A-Behandlung konstant iiber derjenigen in den Kontrollzellen,
wobei die maximale Steigerung, die etwa ein Drittel des Kontrollwertes betrug (0,0653 +
0,0135 vs. 0,0488 + 0,0074), nach 12 Stunden festzustellen war. Insgesamt lagen die Werte
auf einem niedrigeren Grundniveau als beim Promotorsegment von -1073 bp bis +53 bp.
Die Aktivitit des HSD3B2-Promotorsegments von -1298 bp bis +250 bp wurde nach 24
Stunden Orexin A-Behandlung (1 pM) untersucht (ohne Abb.). Die hierbei gemessenen
Veranderungen der Fluoreszenzrelation (Orexin A: 0,0212 £ 0,0020 vs. Kontrolle: 0,0066
+ 0,0016) fielen jedoch um mehr als eine Zehnerpotenz geringer aus als die des HSD3B2-
Promotorabschnitts von -1073 bp bis +53 bp und unterschieden sich im Einstichproben
t-Test nicht mehr signifikant von Null (Behandlungsgruppe: p = 0,06; Kontrollgruppe:
p=0,15). Da sich die bei diesem Promotor messbaren Fluoreszenzrelationen demnach
nicht signifikant von der Hintergrundstrahlung unterschieden, wurde der zugehdrige

rekombinante Vektor nicht fiir weitere Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 3.16: Aktivitit des HSD3B2-Promotorabschnitts von -1073 bp bis +53 bp im pGeneBLAzer-
TOPO-TA-Vektor nach 6, 12 und 24 Stunden Behandlung mit Orexin A (1 pM) und Forskolin (25 pM) im
Vergleich zur Aktivitit des Promotors in unbehandelten Kontrollzellen. Gezeigt sind die Anderungen des
Emissionsverhiltnisses der Proben von 460 nm zu 520 nm wéhrend der 45 Minuten dauernden Messung aus
einer Fiinffachbestimmung + Standardfehler.

In den weiterfihrenden Versuchen wurde zur zusitzlichen Uberpriifung der
Induzierbarkeit der Promotoraktivititen der AC-Aktivator Forskolin als Positivkontrolle
eingesetzt, der in dieser Zelllinie als Alternative zu ACTH genutzt wird.

Eine erneute Aktivititsstudie des HSD3B2-Promotorsegments von -1073 bp bis +53 bp
iiber die Behandlungszeitrdume von 6, 12 und 24 Stunden bestitigte sowohl nach 12
Stunden (0,1966 + 0,0074 vs. 0,1755 + 0,0121) als auch nach 24 Stunden (0,2609 + 0,0265
vs. 0,2292 + 0,0177) eine leichte Steigerung der Promotoraktivitdt durch Orexin A (1 pM)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 3.16). Die Positivkontrolle Forskolin (25 uM)
bewirkte lediglich nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden einen Anstieg der
Promotoraktivitdt, welcher etwa 58 % gegeniiber der Kontrollgruppe betrug (0,3628 +
0,0194 vs. 0,2292 + 0,0177).

In Abbildung 3.17 sind die Ergebnisse einer wiederholten Analyse der Aktivitit des
Promotorsegments von -1073 bp bis +53 bp nach 24 Stunden Inkubation mit Orexin A und
Forskolin illustriert, wobei hier als weitere Positivkontrolle Angiotensin II (0,1 uM)
eingesetzt wurde. In diesem Versuch zeigte sich unter Orexin A (0,1703 + 0,0183) und
Forskolin (0,1814 + 0,0166) eine Zunahme der Promotoraktivitit um jeweils etwa ein
Drittel im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,1290 + 0,0086), wéhrend Angiotensin II einen
hemmenden Einfluss auf die Promotoraktivitit hatte (0,1019 + 0,0110).

Am Institut lag zusatzlich ein rekombinanter pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektor mit dem
Promotorabschnitt des Enzyms CYP21 von -999bp bis +15bp vor, der fiir
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Abbildung 3.17: Aktivitit des HSD3B2-Promotorfragments von -1073 bp bis +53 bp im pGeneBLAzer-
TOPO-TA-Reportergenvektor nach 24 Stunden Inkubation mit Orexin A (1 uM), Angiotensin II (0,1 uM)
und Forskolin (25 pM) im Vergleich zur Aktivitit unter Kontrollbedingungen. Dargestellt sind die
Anderungen des Emissionsverhiltnisses von 460 nm zu 520 nm wihrend der Detektion iiber 45 Minuten aus
einer Fiinffachbestimmung + Standardfehler.

Untersuchungen im B-Laktamase-Reportergensystem zu Verfligung gestellt wurde. In
Abbildung 3.18 A ist die basale Promotoraktivitit des rekombinanten Vektors im
Vergleich zum Kontrollvektor dargestellt (0,1571 + 0,0210 vs. 0,0193 + 0,0019), die in
etwa der basalen Aktivitit des HSD3B2-Promotorfragments von -1073 bp bis +53 bp
entsprach. In einer vergleichenden Studie der Promotoraktivitit unter 24 Stunden Orexin

A- (1 uM), Angiotensin II- (0,1 uM) oder Forskolin-Behandlung (25 uM) fiihrten sowohl
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Abbildung 3.18: Aktivitit des CYP21-Promotors im rekombinanten pGeneBLAzer-TOPO-TA-
Reportergenvektor. A: Basalaktivitit des unbehandelten CYP21-pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektors
gegeniiber einem unbehandelten Kontrollvektor; B: Aktivitit des CYP21-Promotors nach 24 Stunden
Behandlung mit Orexin A (1 uM), Angiotensin II (0,1 pM) und Forskolin (25 uM) im Vergleich zur
Aktivitit unter Kontrollbedingungen. Dargestellt sind die Anderungen des Emissionsverhiltnisses von
460 nm zu 520 nm wéhrend der Messung iiber 45 Minuten aus einer Vierfachbestimmung + Standardfehler.
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Orexin A (0,1848 = 0,0151) als auch Angiotensin II (0,1902 + 0,0185) zu einer Steigerung
der Promotoraktivitit um etwa ein Fiinftel gegeniiber der Kontrollgruppe (0,1563 +
0,0210). Die Stimulation mit Forskolin iiber 24 Stunden bewirkte bei diesem Promotor
eine Aktivititssteigerung um ndherungsweise zwei Drittel (0,2540 + 0,0191 vs. 0,1563 +
0,0210).

Weitere in der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Versuche mit den in pGeneBLAzer-TOPO-
TA-Vektoren klonierten Promotoren von CYP11B1, CYP11B2 und CYP21 im -
Laktamase-Reportergensystem lieferten den hier vorgestellten Ergebnissen vergleichbare
Resultate (unveroffentlicht, ohne Abb.).

Auch weitere Modifikationen des Versuchsaufbaus, wie die Anderung der verwendeten
Konzentrationen, der Zell-Lyse-Methode sowie der Detektionsdauer, fiihrten nicht zu einer
verbesserten  Aktivierbarkeit der Reportgenvektoren durch die verschiedenen
Behandlungen. Die unter den Positivkontrollen Angiotensin II und Forskolin beobachteten
Aktivitdten blieben somit deutlich hinter den aus der Literatur bekannten Effekten zuriick.
Zusammenfassend erwies sich das p-Laktamase-Reportergensystem im Rahmen der
Voruntersuchungen weder in Bezug auf seine Reliabilitidt noch auf seine Sensitivitét als

geeignete Untersuchungsmethode fiir die geplanten Versuchsreihen.

3.3.2 Optimierung des Luziferase-Reportergensystems zur Untersuchung der
Aktivititen der CYP11B1-, CYP11B2-, CYP21- und HSD3B2-Promotoren in
rekombinanten pGL4.19-Vektoren

Als weiteres Untersuchungssystem wurde das Dual-Luziferase-Reportergensystem
ausgewdhlt, welches zu diesem Zeitpunkt bereits in der Arbeitsgruppe etabliert war und
daher lediglich in einigen Vorversuchen fiir die Untersuchung der Promotoraktivititen von
CYPI1BI1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 optimiert werden sollte. Da sich bereits friih
zeigte, dass die Untersuchungsergebnisse mit diesem Reportergensystem eine geringe
Streuung aufwiesen und gut reproduzierbar waren, wurden die Vorversuche zwecks
groBBeren  Probendurchsatzes bald in  Einfachbestimmung durchgefiihrt. Die
Promotoraktivitit wurde in diesem System anhand der Expression des Reportergens
Leuchtkafer-Luziferase bestimmt, welche indirekt {iber die Lumineszenz der Proben
quantifiziert wurde. Zur Normalisierung von Ungleichheiten zwischen den einzelnen

Proben wurden die Lumineszenzwerte der Leuchtkéfer-Luziferase-Reaktion (LLuc) auf die
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Abbildung 3.19: Basalaktivititen der Promotoren von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 im
jeweiligen rekombinanten pGL4.19-Reportergenvektor im Vergleich zum pGL4.19-Leervektor in transient
transfizierten NCI-H295R-Zellen. Dargestellt ist das Verhédltnis der Lumineszenzwerte der Leuchtkifer-
Luziferase-Reaktion (LLuc) zu denjenigen der Renilla-Luziferase-Reaktion (RLuUC) aus einer
Einfachbestimmung.

Lumineszenzwerte der Kontrollreaktion der koexprimierten Renilla-Luziferase (RLuc)
bezogen.

In Abbildung 3.19 sind die Basalaktivititen der Promotoren der Enzyme CYPI11BI,
CYPI11B2, CYP21 und HSD3B2 in den entsprechenden rekombinanten pGL4.19-Vektoren
im Vergleich zum pGL4.19-Leervektor in transient transfizierten NCI-H295R-Zellen unter
Kontrollbedingungen dargestellt. Wahrend die Aktivitit des CYPI11BI-Promotors in
unbehandelten Zellen nur etwa 27 % iiber der Hintergrundaktivitit des Leervektors lag
(0,94 vs. 0,74), verursachte der CYP11B2-Promotor eine Zunahme um anndhernd 47 %
(1,09 vs. 0,74). Die Promotoren der Enzyme CYP21 und HSD3B2 zeigten mit einer
knappen Versechs- bzw. Verdreifachung (4,27 bzw. 2,00 vs. 0,74) indessen deutlich
hohere Grundaktivititen im Vergleich zum Leervektor in NCI-H295R-Zellen.

Zur Auswahl geeigneter Untersuchungszeitpunkte fiir die anschlieBenden Versuchsreihen
wurde mit jedem der rekombinanten Vektoren eine Zeitkinetik liber 3, 6, 12 und 24
Stunden Behandlung mit Orexin A (1 uM) und Orexin B (1 uM) durchgefiihrt. Zur
Uberpriifung der Induzierbarkeit der Promotoraktivititen wurden die beiden
Positivkontrollen Angiotensin II (1 uM) und Forskolin (10 uM) eingesetzt. Im Gegensatz
zu den rekombinanten pGeneBLAzer-TOPO-TA-Vektoren lief sich bei den im Dual-
Luziferase-Reportergensystem verwendeten rekombinanten pGL4.19-Reportergenvektoren
konstant eine deutliche Aktivierbarkeit der untersuchten Promotoren durch Forskolin und

Angiotensin II feststellen. Zur Berlicksichtigung der Hintergrundaktivitit des Leervektors
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Abbildung 3.20: Zeitkinetik der Aktivitit des rekombinanten pGL4.19-CYP11B1-Reportergenvektors nach
3, 6, 12 und 24 Stunden Behandlung mit Orexin A (1 uM), Orexin B (1 uM), Angiotensin II (1 uM) oder
Forskolin (10 uM) im Vergleich zur Aktivitit des Promotors in unbehandelten Zellen. Dargestellt ist das
Verhiltnis der Lumineszenzwerte der Leuchtkéfer-Luziferase-Reaktion (LLuc) zu denjenigen der Renilla-
Luziferase-Reaktion (RLuc) aus einer Einfachbestimmung.

wurde nach der oben beschriebenen Normalisierung in jeder Behandlungsgruppe die
Aktivitit des pGL4.19-Leervektors von derjenigen des rekombinanten Vektors abgezogen.
Abbildung 3.20 veranschaulicht die Aktivitit des CYP11B1-Promotors im rekombinanten
pGL4.19-Reportergenkonstrukt in transient transfizierten NCI-H295R-Zellen nach 3, 6, 12
und 24 Stunden Inkubationszeit mit Orexin A, Orexin B, Angiotensin II und Forskolin im
Verhiltnis zur Promotoraktivitit in unbehandelten Zellen. Orexin A und B zeigten nach
3 Stunden Inkubationszeit das groBte Aktivierungspotential (0,38 bzw. 0,40 vs. 0,24),
welches mit Verldngerung der Inkubationszeit kontinuierlich abnahm. Auch Angiotensin II
und Forskolin vermochten die Promotoraktivitit nach kiirzerer Behandlungsdauer starker
zu aktivieren als zu spiteren Zeitpunkten.

Der in den pGLA4.19-Reportergenvektor klonierte Promotor von CYP11B2 sprach in
transient transfizierten NCI-H295R-Zellen nach 6 Stunden Inkubation auf eine Stimulation
mit Orexin A (1,04 vs. 0,79) oder Orexin B (1,40 vs. 0,79) an (s. Abb. 3.21). Die
Positivkontrolle Forskolin bestétigte die Aktivierbarkeit des Promotors zu allen
Zeitpunkten, wihrend Angiotensin II nur nach 3 und 6 Stunden einen Effekt zeigte.

Wie Abbildung 3.22 veranschaulicht, lieB sich der Promotor des Enzyms CYP21 im
Vergleich zur Kontrollgruppe am deutlichsten nach 12 Stunden Inkubationszeit durch
Orexin A und Orexin B (3,93 bzw. 4,50 vs. 3,60) aktivieren. Gleichermalen zeigte sich das

Maximum der Aktivierbarkeit durch Angiotensin II nach 12 Stunden. Eine Steigerung der
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Abbildung 3.21: Aktivitit des CYP11B2-Promotors im rekombinanten pGL4.19-Reportergenvektor nach 3,
6, 12 und 24 Stunden Behandlung mit Orexin A (1 pM), Orexin B (1 uM), Angiotensin II (1 uM) oder
Forskolin (10 uM) im Vergleich zur Promotoraktivitit unter Kontrollbedingungen. Abgebildet ist das
Verhéltnis der Lumineszenzwerte der Leuchtkéfer-Luziferase-Reaktion (LLuc) zu denjenigen der Renilla-
Luziferase-Reaktion (RLuc) aus einer Einfachbestimmung.

Promotoraktivitit durch Forskolin war in ansteigendem Mal} nach 6, 12 und 24 Stunden zu
verzeichnen.

Der rekombinante HSD3B2-Reportergenvektor zeigte zu allen Zeitpunkten eine
Aktivierbarkeit durch Orexin A und Orexin B. Nach 6 Stunden Inkubation wies der

Promotor eine hohe Stimulierbarkeit durch alle Substanzen auf (Orexin A: 3,22 bzw.

Orexin B: 3,11 vs. Kontrolle: 2,08). Wihrend die Positivkontrolle Angiotensin II
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Abbildung 3.22: Zeitkinetik der Aktivitdt des CYP21-Promotors im pGL4.19-Vektor nach 3, 6, 12 und 24
Stunden Behandlung mit Orexin A (1 uM), Orexin B (1 uM), Angiotensin II (1 uM) oder Forskolin (10 pM)
im Vergleich zur Aktivitit des Promotors in unbehandelten Kontrollzellen. Dargestellt ist das Verhiltnis der
Lumineszenzwerte der Leuchtkdfer-Luziferase-Reaktion (LLuc) zu denjenigen der Renilla-Luziferase-
Reaktion (RLuc) aus einer Einfachbestimmung.
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Abbildung 3.23: Aktivitdt des HSD3B2-Promotors im rekombinanten pGL4.19-Reportergenvektor nach 3,
6, 12 und 24 Stunden Behandlung mit Orexin A (1 pM), Orexin B (1 uM), Angiotensin II (1 uM) oder
Forskolin (10 uM) im Vergleich zur Promotoraktivitit unter Kontrollbedingungen. Dargestellt ist das
Verhiltnis der Lumineszenzwerte der Leuchtkifer-Luziferase-Reaktion (LLuc) zu denjenigen der Renilla-
Luziferase-Reaktion (RLuc) aus einer Einfachbestimmung.

ausschlieflich nach 3 und 6 Stunden ein Aktivierungspotenzial besal, induzierte Forskolin

die Promotoraktivitit zu allen Zeitpunkten (s. Abb. 3.23).

3.3.3 Effekt der Orexine auf die Aktivititen der Promotoren der Enzyme CYP11B1,
CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 im pGL4.19-Reportergenvektor

Die Wirkung von Orexin A (1 uM) und Orexin B (1 uM) auf die in den pGL4.19-Vektor
klonierten Promotoren der Enzyme CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 wurde in
transient transfizierten NCI-H295R-Zellen untersucht. Die Behandlungszeitraume wurden
fiir jeden Promotor entsprechend den Ergebnissen der Vorversuche gewédhlt. Zu allen
Zeitpunkten wurden die Positivkontrollen Angiotensin II und Forskolin zur Uberpriifung
der  Promotorinduzierbarkeit  mitgefilhrt, ~ wodurch  die  Reliabilitdt  des
Untersuchungssystems fortlaufend kontrolliert werden konnte. Die Lumineszenzwerte der
Leuchtkifer-Luziferase-Reaktion wurden abermals mit den Werten der Kontrollreaktion
der koexprimierten Renilla-Luziferase normalisiert (LLuc/RLuc). Sodann wurde in jeder
Behandlungsgruppe die Aktivitit des Leervektors von derjenigen des rekombinanten
Vektors abgezogen. Um die relative Expressionsidnderung in den Behandlungsgruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu analysieren, wurden die so ermittelten Lumineszenzwerte
der Behandlungsgruppen anschlieBend ins Verhiltnis zu den Werten der jeweiligen

Kontrollgruppe gesetzt. Daher sind die auf diese Weise ermittelten Aktivitidtsverhdltnisse
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Abbildung 3.24: Aktivitit des CYP11B1-Promotors im pGL4.19-Reportergenvektor nach 1 und 3 Stunden
Behandlung mit Orexin A (1 uM) und Orexin B (1 uM) im Vergleich zur Aktivitdt des Promotors in
unbehandelten Kontrollzellen. Dargestellt ist die Aktivitdt des Promotors in den Behandlungsgruppen im
Verhéltnis zur Aktivitdt in den Kontrollgruppen aus fiinf unabhéngigen Versuchen + Standardfehler.
% p < 0,001

aus jeweils fiinf bis sieben unabhingigen Versuchen im Folgenden als ,relative
Aktivitidten* dargestellt.

Zur Untersuchung der Aktivitit des CYP11BI1-Promotors im rekombinanten pGL4.19-
Vektor wurden gemil den Ergebnissen der Vorversuche Behandlungszeitraume von 1 und
3 Stunden ausgewdéhlt. In den Orexin-Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe wurden
nach einstiindiger Behandlungsdauer unterschiedliche Aktivititen gemessen (Orexin A:
1,26 = 0,11 bzw. Orexin B: 1,28 + 0,08 vs. Kontrolle: 1,00 £+ 0,00), die sich im Dunnett’s
Post-Test jedoch statistisch als nicht signifikant erwiesen (s. Abb. 3.24). Der nach 3
Stunden Behandlungsdauer beobachtete Anstieg der Promotoraktivitdt unter Orexin A um
etwa die Hilfte gegeniiber der Kontrollgruppe (1,51 £ 0,04 vs. 1,00 = 0,00) wies hingegen
eine statistische Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 0,1 % auf. Auch die
Stimulation mit Orexin B iiber 3 Stunden fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der
Luziferase-Expression, die etwa 60 % tliber dem Wert der Kontrollgruppe lag (1,59 + 0,04
vs. 1,00 £ 0,00; p < 0,001).

Wie in Abbildung 3.25 dargestellt, wurden zur Untersuchung einer potenziellen
Beeinflussung der Aktivitit des in den pGL4.19-Reportergenvektor klonierten CYP11B2-
Promotors durch Orexin A und Orexin B aufgrund der Resultate der Vorversuche
Inkubationszeiten von 6 und 12 Stunden gewéhlt. Sowohl Orexin A (2,33 + 0,29 vs. 1,00 £
0,00) als auch Orexin B (2,33 + 0,19 vs. 1,00 £ 0,00) fiihrten nach 6 Stunden
Behandlungsdauer zu einer signifikanten Aktivitdtszunahme um 133 % im Vergleich zur

Kontrollgruppe (p < 0,001). Nach 12 Stunden Stimulation bewirkten Orexin A (1,78 £+ 0,20
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Abbildung 3.25: Aktivitdt des CYP11B2-Promotors im pGL4.19-Reportergenvektor nach 6 und 12 Stunden
Behandlung mit Orexin A (1 pM) und Orexin B (1 uM) im Vergleich zur Transkription des Reportergens
unter Kontrollbedingungen. Dargestellt ist die Aktivitit des CYP11B2-Promotors in den
Behandlungsgruppen im Verhiltnis zur Aktivitit in den Kontrollgruppen aus sechs (A) oder sieben (B)
unabhingigen Versuchen + Standardfehler. ** p <0,01; *** p < 0,001

vs. 1,00 = 0,00) und Orexin B (1,85 + 0,13 vs. 1,00 = 0,00) eine Erhéhung der
Promotoraktivitit um etwa vier Flinftel. Bei letztgenannten Effekten betrug die
Wahrscheinlichkeit, dass sie auf einem Zufall beruhen, im Post-Test der einfaktoriellen
Varianzanalyse weniger als 1 % bzw. 0,1 %.

Nach den Voruntersuchungen wurden fiir die Analyse der Aktivitit des CYP21- Promotors
unter Orexin-Behandlung Stimulationszeitrdume von 6 und 12 Stunden ausgewdhlt (s.

Abb. 3.26). Unter Orexin A zeigte der CYP21-Promotor im Vergleich zur Kontrollgruppe
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Abbildung 3.26: Aktivitdt des CYP21-Promotors im pGL4.19-Reportergenvektor nach 6 und 12 Stunden
Behandlung mit Orexin A (1 uM) und Orexin B (1 uM) im Vergleich zur Promotoraktivitdt in unbehandelten
Zellen. Gezeigt ist die Aktivitdit des CYP21-Promotors in den Behandlungsgruppen im Verhéltnis zur
Aktivitdt in den Kontrollgruppen aus sechs unabhingigen Versuchen + Standardfehler. ** p<0,01;
% p < 0,001
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sowohl nach 6 Stunden (1,14 £+ 0,04 vs. 1,00 &+ 0,00) als auch nach 12 Stunden (1,13 + 0,03
vs. 1,00 £ 0,00) eine geringe, aber signifikante Steigerung der Luziferase-Expression
(p <0,01). Auch die Zugabe von Orexin B zum Nihrmedium bewirkte nach 6 Stunden
eine signifikante Steigerung der Transkription des Luziferase-Reportergens um 14 % (1,14
+ 0,03 vs. 1,00 = 0,00; p <0,01). Nach 12 Stunden Stimulation mit Orexin B (1,18 + 0,04
vs. 1,00 + 0,00) betrug die Irrtumswahrscheinlichkeit der beobachteten Steigerung weniger
als 0,1 % (p <0,001).

Wie Abbildung 3.27 veranschaulicht, wurden entsprechend den Vorversuchen auch beim
HSD3B2-Promotor die Behandlungszeitriume von 6 wund 12 Stunden als
Untersuchungszeitpunkte gewidhlt. Nach einer Stimulation mit Orexin A oder Orexin B
tiber 6 Stunden war in beiden Gruppen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von unter
0,1 % ein Anstieg der Promotoraktivitit um etwa drei Viertel festzustellen (1,78 + 0,12 vs.
1,00 = 0,00 bzw. 1,74 £ 0,09 vs. 1,00 = 0,00; p <0,001). Nach einer doppelt so langen
Behandlungsdauer zeigte sich in beiden Gruppen eine Zunahme der Promotoraktivitit um
95 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (1,95 + 0,21 vs. 1,00 £ 0,00 bzw. 1,95 + 0,20 vs.
1,00 = 0,00), wobei sich diese Resultate im Dunnett‘s Post-Test ebenfalls als signifikant

erwiesen (p <0,01).
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Abbildung 3.27: Aktivitit des HSD3B2-Promotors im pGL4.19-Reportergenvektor nach 6 und 12 Stunden
Behandlung mit Orexin A (1 pM) und Orexin B (1 uM) im Vergleich zur Aktivitdt des Vektors unter
Kontrollbedingungen. Dargestellt ist die Aktivitit des Promotors in den Behandlungsgruppen im Verhéltnis
zur Aktivitit in den Kontrollgruppen aus sieben unabhéngigen Versuchen + Standardfehler. ** p <0,01;
**% p < 0,001
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3.3.4 Quantitativer Vergleich der Promtoraktivierungen von CYP11B1, CYP11B2,
CYP21 und HSD3B2 durch Orexin A, Orexin B, Angiotensin II und Forskolin

Um Aufschluss tiber die relative Stirke des Effekts von Orexin A und B auf die Aktivitét
der Promotoren von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 zu erlangen, wurden die
Orexin-Effekte (je 1 pM) in Relation zu den Effekten der bereits bekannten Stimulatoren
Angiotensin II (1 puM) und Forskolin (10 pM) analysiert. Hiervon abgesehen entsprachen
Versuchsablauf und Auswertungsmethode den Dual-Luziferase-Reportergenstudien wie
unter 3.3.3 dargelegt.

Abbildung 3.28 illustriert, dass die Behandlung mit Forskolin und Angiotensin II bei den
analysierten Promotoren zu fast allen Untersuchungszeitpunkten eine groflere Aktivierung
hervorrief als die Inkubation mit Orexin A und B. Die deutlichsten Unterschiede zwischen
den Effekten der Orexine und von Forskolin oder Angiotensin II lieBen sich beim
CYPI11B2-Promotor nach 6 Stunden Behandlung ausmachen. Wéhrend die Orexine hier
wie in den vorangegangenen Untersuchungen abermals annidhernd eine Verdoppelung der
Promotoraktivitdt bewirkten, fiihrte Angiotensin II etwa zu einer Verdreizehnfachung und
Forskolin zu einer VerdreiundreiBBigfachung (12,61 + 0,44 bzw. 33,30 + 1,14 vs. 1,00 £
0,04) der Promotoraktivitidt (s. Abb. 3.28 B). Eine deutliche Differenz zwischen den
Effekten liel sich weiterhin beim Promotor von CYP11B1 nach 3 Stunden Inkubation
nachweisen (s. Abb. 3.28 A). Wie in den vorherigen Untersuchungen riefen die Orexine
bei diesem Promotor eine Aktivitdtszunahme um etwa die Hélfte hervor, Angiotensin II
und Forskolin bewirkten hingegen Zunahmen um etwa 210-340 % (3,12 + 0,16 bzw. 4,41
+ 0,10 vs. 1,00 = 0,10). Die Aktivitdit des HSD3B2-Promotors fiel nach sechsstiindiger
Inkubation mit Angiotensin II und Forskolin (4,83 + 0,26 bzw. 4,85 + 0,49 vs. 1,00 + 0,02)
fast dreimal so hoch aus wie unter Orexinen (s. Abb. 3.28 D). Nach 12 Stunden Inkubation
fand sich beim Promotor von HSD3B2 indessen eine vergleichbare Steigerung der
Promotoraktivitit durch Orexine und durch Angiotensin II (1,83 £ 0,10 vs. 1,00 = 0,06).
Auch beim Promotor von CYP11B2 lagen die Effekte der Orexine und von Angiotensin II
nach zwolfstiindiger Behandlung (2,60 £+ 0,15 vs. 1,00 = 0,05) deutlich néher beieinander
als nach 6 Stunden. Die Inkubation mit Forskolin war in beiden Féllen jedoch abermals um
ein Vielfaches effektiver als die Behandlung mit Orexinen (CYP11B2: 17,40 + 0,72 vs.
1,00 = 0,05; HSD3B2: 4,66 + 0,28 vs. 1,00 = 0,06). Auffillig war iiberdies, dass die

insgesamt schwiéchste Aktivierung durch Angiotensin II und Forskolin, wie bereits in den
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vorangegangenen Untersuchungen unter Orexin-Behandlung, beim CYP21-Promotor lag,

der in diesem Versuch iiberhaupt nicht durch Orexine reguliert wurde (s. Abb. 3.28 C).
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Abbildung 3.28: Aktivititen der rekombinanten pGL4.19-Reportergenvektoren unter Behandlung mit
Orexin A (1 pM), Orexin B (1 uM), Angiotensin II (1 uM) oder Forskolin (10 uM) im Vergleich zu den
Aktivititen der Vektoren unter Kontrollbedingungen. A: CYP11B1-Promotor nach 1 und 3 Stunden
Behandlung; B CYP11B2-Promotor nach 6 und 12 Stunden Behandlung; C: CYP21-Promotor nach 6 und 12
Stunden Behandlung; D: HSD3B2-Promotor nach 6 und 12 Stunden Behandlung. Dargestellt sind die
Aktivitdten der Promotoren in den Behandlungsgruppen im Verhéltnis zur Aktivitit in den Kontrollgruppen
aus einer Drei- bis Vierfachbestimmung + Standardfehler.

3.4 Proliferation der NCI-H295R-Zellen unter Orexin-Behandlung

Die Proliferation der NCI-H295R-Zellen unter Orexin-Behandlung wurde mit einem MTS-
basierten kolorimetrischen Nachweisverfahren ermittelt. Bei dieser Methode wird von
stoffwechselaktiven Zellen ein wasserlosliches Formazan gebildet, dessen Absorption bei
490 nm der Zellzahl direkt proportional ist. Wie aus Abbildung 3.29 hervorgeht, konnte
weder nach 12 Stunden noch nach 24 Stunden Behandlung mit Orexin A (1 pM) oder
Orexin B (1 uM) eine Differenz der Zellzahlen im Vergleich zur unbehandelten

Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.29: Kolorimetrische Bestimmung des Effekts einer 12 (A) oder 24 (B) Stunden dauernden
Orexin A- oder Orexin B-Behandlung (1 uM) auf die relative Zellzahl von NCI-H295R-Zellen jeweils im
Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhédngigen

Experimenten + Standardfehler.
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4 Diskussion

Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass das Orexin-System auf unterschiedlichen
Ebenen an der Regulation der HHN-Achse beteiligt ist (32, 107, 110, 115, 152, 186, 229,
248, 288). In diesem Zusammenhang konnten diverse Arbeitsgruppen einen direkten
stimulierenden Effekt der Orexine auf die Glukokortikoid- sowie teilweise auch auf die
Mineralokortikoid-Ausschiittung aus NNR-Zellen von Mensch, Ratte und Schwein
nachweisen, welche Orexin-Rezeptoren exprimieren (112, 150, 152, 153, 162, 177, 186,
249, 275, 288). Derartige ACTH-unabhéngige Effekte der Orexine auf die
Kortikoidfreisetzung aus NNR-Zellen wurden bislang ausschlieBlich  nach
Stimulationszeitriumen von mindestens 1 Stunde beobachtet. Nach kiirzeren
Zeitintervallen konnten die Neuropeptide bei peripherer Applikation keinen signifikanten
Anstieg der Steroide bewirken (107). Die Latenz bis zum Eintritt der Orexin-Wirkung ldsst
daher als zugrunde liegenden Mechanismus eine Langzeit-Regulation der
Steroidbiosynthese vermuten, welche in NNR-Zellen mafgeblich iiber eine erhohte
Transkription der Steroidbiosyntheseenzyme erfolgt (195, 237, 243). Hiermit
tibereinstimmend konnte kiirzlich in der humanen NNR-Zelllinie NCI-H295R durch die
Behandlung mit Orexin A und B eine Erhohung der mRNA-Kopien selektiver
Steroidbiosyntheseenzyme und des StAR-Proteins nachgewiesen werden (211, 275). Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, den molekularbiologischen Regulationsmechanismus zu
identifizieren, der in NCI-H295R-Zellen zu dem beobachteten mRNA-Spiegelanstieg der
Steroidbiosyntheseenzyme fiihrt.

Die hierzu durchgefiihrten Untersuchungen zeigten erstmalig, dass Orexine die
Promotoraktivititen der Enzyme CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 in NCI-
H295R-Zellen signifikant steigern, was auf eine erhohte Transkription dieser Enzyme
schlielen ldsst. Dariiber hinaus wurde an NCI-H295R-Zellen erstmals demonstriert, dass
Orexine weder die mRNA-Stabilitit dieser Enzyme beeinflussen noch die Zellproliferation

erhohen.
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4.1 Orexine verandern das Expressionsmuster der Steroidbiosynthese-

enzyme in NCI-H295R-Zellen auf mRNA-Ebene

Bereits in fritheren Untersuchungen an NCI-H295R-Zellen konnte unsere Arbeitsgruppe
nachweisen, dass Orexin A neben einer Steigerung der Kortisolausschiittung eine
simultane Erhéhung der mRNA-Kopien von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2
bewirkt (275). In einer Zeitkinetik {iber 3, 6, 12 und 24 Stunden zeigten CYP11B1, CYP21
und HSD3B2 nach 12 Stunden Inkubation ein deutliches Expressionsmaximum, wihrend
die Expression von CYP11B2 zu allen Zeitpunkten anndhernd gleich stark erhéht wurde.
Die mRNA-Kopien der Enzyme CYP11A1 und CYP17 blieben von der Inkubation mit
Orexin A unbeeinflusst.

Da Zellen in Kultur durch unterschiedliche Mechanismen, wie Selektion, Adaptation oder
Mutation, substanzielle Verdnderungen erfahren konnen, wire eine Entstehung
orexinunempfindlicher Klone wihrend der Subkultivierung denkbar (97, 194, 209, 235).
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die oben beschriebene Anderung des
Expressionsmusters der Steroidbiosyntheseenzyme in NCI-H295R-Zellen nach 12 Stunden
Orexin A-Inkubation mittels quantitativer ,,real-time* PCR verifiziert. So wurde in diesem
Versuch abermals die Expression der Enzyme CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2
durch die Behandlung mit Orexin A gesteigert, wéhrend die Enzyme CYP11Al und
CYPI17 erneut keiner Regulation durch Orexin A unterlagen. Ein direkter quantitativer
Vergleich der Ergebnisse der hier durchgefiihrten ,real-time* PCR mit denjenigen der
vorherigen Untersuchungen ist nicht zuldssig, da diese nicht im selben PCR-Ansatz
durchgefiihrt wurden. AuBerdem konnen aufgrund des zeitlichen Abstands der
Untersuchungen Anderungen schwer kontrollierbarer #uBerer Bedingungen, die in der
Auswertung keine Beriicksichtigung finden, nicht ausgeschlossen werden. Ein Vergleich
der beiden  Untersuchungen  hinsichtlich der  Verhéltnisse der mRNA-
Expressionsdnderungen der einzelnen Enzyme untereinander bleibt von diesen
Einschriankungen jedoch unberiihrt. Hierbei lassen sich geringfiigige Abweichungen
zwischen den Ergebnissen feststellen. So fand sich im urspriinglichen Experiment die
groBite Steigerung der mRNA-Expression mit einer anndhernden Verdreifachung beim
Enzym HSD3B2, gefolgt von den Orexin-Effekten auf die mRNA-Kopien von CYP11B1,
CYPI11B2 und CYP21, die mit einer ungefdhren Verdoppelung in etwa auf demselben
Niveau lagen. Im Bestétigungsexperiment lief sich hingegen der stirkste Effekt mit einer

Verdoppelung der mRNA-Kopien bei den Enzymen CYP11B1 und CYP11B2 feststellen,
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wéhrend die Wirkung der Orexine auf die mRNA-Expression von CYP21 und HSD3B2
mit einer Zunahme um etwa ein Viertel bzw. zwei Drittel in Relation dazu abgenommen
hatte. Als mogliche Erkldrung fiir diese Unterschiede ldsst sich anfiihren, dass die
Grundexpressionen von HSD3B2 und CYP21 in den Kontrollgruppen des
Bestdtigungsexperiments um ein bis zwei Zehnerpotenzen iiber dem Niveau der
Kontrollgruppen der urspriinglichen Untersuchung lagen. Die Expressionssteigerung durch
die Zugabe von Orexin hitte durch diese bereits sehr hohe Grundexpression beeintrichtigt
werden konnen, da der Expressionssteigerung jedes Gens aufgrund der Dauer der hierzu
jeweils aktivierten zelluldiren Prozesse sowie der Verfiigbarkeit der erforderlichen
Kofaktoren biologisch eine Grenze gesetzt ist. Die eingangs beschriebenen potenziellen
Anderungen der Zelleigenschaften wihrend der Subkultivierung kénnen ebenfalls als eine
mogliche Erkldrung fiir ein solches Abweichen der Basalexpression angefiihrt werden. Die
Grundexpressionen von CYP11B1 und CYP11B2 lagen im Unterschied hierzu in beiden
Versuchen anndhernd auf dem gleichen Niveau.

Da durch den orexininduzierten Anstieg der mRNA-Expression der Enzyme CYP11Bl1,
CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 im hier durchgefiihrten Bestitigungsexperiment die
grundsitzliche Anderung des Expressionsmusters des vorherigen Versuchs validiert
werden konnte, wurden die experimentellen Voraussetzungen fiir die weiterfiihrenden

Untersuchungen als gegeben angesehen.

4.2 Orexine regulieren die Expression der Steroidbiosyntheseenzyme

in NCI-H295R-Zellen auf Transkriptionsebene

Als Regulationsmechanismus, durch den Orexine zum Anstieg der mRNA-Spiegel von
CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 in NCI-H295R-Zellen fiithren, wurde eine
Erhéhung der mRNA-Stabilitit dieser Enzyme in Betracht gezogen. Zur Uberpriifung
dieser Hypothese wurde die Abbaugeschwindigkeit der mRNA dieser Enzyme unter
Actinomycin D in Orexin A-behandelten Zellen und in unbehandelten Zellen bestimmt.
Dieser Versuch zeigte jedoch, dass zwischen den mRNA-Abbaugeschwindigkeiten aller
untersuchten Enzyme in der Behandlungs- und in der Kontrollgruppe kein signifikanter
Unterschied bestand. Die Stabilitit der mRNA von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und
HSD3B2 wird folglich in NCI-H295R-Zellen durch Orexin A nicht beeinflusst und der
nachgewiesene Anstieg der mRNA-Kopien unter Orexin A kann nicht auf eine Erhéhung

der mRNA-Stabilitdt zuriickgefiihrt werden.
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Alternativ kommt als ursdchlicher Mechanismus fiir den beschriebenen Anstieg der
mRNA-Spiegel eine verstirkte Ablesung der entsprechenden Gene durch eine erhdhte
Promotoraktivitit in Frage. Diese Annahme sollte in einer Reportergenstudie tiberpriift
werden. Hierzu wurde zunichst der Promotor von HSD3B2 in den pGene-BLAzer-TOPO-
TA-Reportergenvektor kloniert. Insgesamt wurden drei verschiedene Abschnitte des
Promotors, von -1073 bis +53 bp, von -1298 bis -1 bp sowie von -1298 bis +250 bp, zur
Aktivitdtsanalyse erfolgreich in den pGene-BLAzer-TOPO-TA-Vektor eingebaut. In den
anschlieBenden B-Laktamase-Reportergenstudien blieben die Effekte der Positivkontrollen
Angiotensin II und Forskolin, zwei bekannten Stimulatoren der HSD3B2-Transkription in
NCI-H295R-Zellen, deutlich hinter den in der Literatur beschriebenen Werten zuriick und
die Messwerte besallen gleichzeitig eine relativ hohe Streuung (19, 20, 22, 195, 209, 237,
242, 243). Daher wurde sowohl die ausreichende Sensitivitit als auch die ausreichende
Reliabilitit des Untersuchungssystems angezweifelt. Unter Orexin A zeigte sich nach 6, 12
und 24 Stunden Inkubation zwar konstant eine Steigerung der Aktivitit des HSD3B2-
Promotors, allerdings blieb auch diese mit einer durchschnittlichen maximalen Zunahme
um etwa 20-30 % gegeniiber der Kontrollgruppe hinter den aufgrund der Vorversuche zu
erwartenden Effekten zuriick und besal ebenfalls eine vergleichsweise hohe Streuung.
Auch ein zusitzlicher Versuch mit dem klonierten Promotor von CYP21 sowie weitere in
der Arbeitsgruppe durchgefiihrte B-Laktamase-Reportergenstudien mit den Promotoren
von CYP11B1, CYP11B2 und CYP21 fiihrten zu vergleichbaren Ergebnissen. Da diverse
Anderungen am Versuchsaufbau diese grundlegenden Mingel des Systems nicht zu
beheben vermochten, wurde das B-Laktamase-Reportergensystem schlussendlich weder als
ausreichend sensitiv noch als ausreichend reliabel fiir die geplanten Versuchsreihen
erachtet.

Zur weiteren Uberpriifung, ob Orexine den mRNA-Spiegelanstieg von CYP11Bl,
CYPI11B2, CYP21 und HSD3B2 iiber eine erhohte Promotoraktivitit bedingen, wurden die
Promotoren dieser Enzyme nunmehr im Dual-Luziferase-Reportergensystem untersucht.
Dieses System wurde ausgewdhlt, da es sich im Unterschied zum [-Laktamase-
Reportergensystem besonders durch eine hohe Messdynamik auszeichnet, wodurch
Anderungen der Expressionsrate exakter erfasst werden konnen. Fiir diese Untersuchungen
wurden die Promotoren erfolgreich iiber den pCR4-TOPO-TA-Vektor in den pGL4.19-
Reportergenvektor kloniert. Im Gegensatz zum [-Laktamase-Reportergensystem zeigte
sich bereits in den Vorversuchen, dass mit dieser Methode nicht nur die Ergebnisse sehr

gut reproduzierbar waren und eine sehr geringe Streuung aufwiesen, sondern auch, dass
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sich die Promotoraktivitdten durch die Positivkontrollen Forskolin und Angiotensin II stark
induzieren lieBen. Mit diesem Untersuchungssystem konnte in der vorliegenden Arbeit in
jeweils fiinf bis sieben unabhéngigen Untersuchungen erstmals nachgewiesen werden, dass
Orexine die Promotoraktivititen von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 in NCI-
H295R-Zellen signifikant steigern. Die insgesamt grofite Zunahme liel sich beim
Promotor von CYP11B2 mit einer mehr als verdoppelten Aktivitit im Vergleich zur
Kontrollgruppe nach 6 Stunden Orexin A- oder Orexin B-Behandlung beobachten. Die
zweithochste Steigerung der Promotoraktivitit ergab sich beim Promotor von HSD3B2 mit
einer knappen Verdoppelung nach 12 Stunden Inkubation mit Orexin A oder B. Die
Aktivitit des CYP11B1-Promotors wurde durch die Neuropeptide nach 3 Stunden
Behandlung um etwa die Hélfte gegeniiber der Kontrollgruppe gesteigert. Einen sehr
geringen Effekt zeigten Orexin A und B auf die Aktivitit des Promotors von CYP21,
dessen Aktivitdt durch eine Stimulation iiber 6 oder 12 Stunden um weniger als ein Fiinftel
anstieg.

Die mit dem Dual-Luziferase-Reportergensystem gemessenen Steigerungen der
Promotoraktivititen von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 lassen sich nicht nur
qualitativ, sondern auch im Verhéltnis zueinander sehr gut mit den in der vorliegenden
Arbeit ermittelten Befunden zum Anstieg der mRNA-Spiegel dieser Enzyme unter
Orexin A in Einklang bringen. So fand sich auch auf mRNA-Ebene die maximale
Steigerung durch Orexine beim Enzym CYP11B2 und nur eine sehr geringe beim Enzym
CYP21, wihrend die Effekte auf die Expressionen von CYP11B1 und HSD3B2 in beiden
Untersuchungen zwischen diesen Extremen lagen. Dass das Enzym CYP11B1 auf mRNA-
Ebene nach CYP11B2 die zweitstirkste Induzierbarkeit zeigte, aber auf Promotorebene
nach CYP11B2 und HSD3B2 lediglich die drittstirkste Aktivierbarkeit aufwies, kann
einerseits darauf zurlickzufiihren sein, dass in der Dual-Luziferase-Reportergenstudie
aufgrund der Zeitkinetik-Vorversuche ein wesentlich kiirzerer Inkubationszeitraum
gewdhlt wurde als in der ,,real-time* PCR. Alternativ kommt in Betracht, dass die Orexine
neben der Steigerung der Promotoraktivitit noch in einen weiteren Schritt der mRNA-
Synthese, wie beispielsweise in die mRNA-Prozessierung, eingreifen und dadurch einen
zusdtzlichen steigernden Einfluss auf die mRNA-Spiegel besitzen (14). Allerdings kann
auch hier aufgrund des zeitlichen Abstandes zwischen der ,,real-time* PCR- und den Dual-
Luziferase-Reportergen-Untersuchungen eine Verdnderung der Stimulierbarkeit der Zellen

durch Orexine wihrend der Subkultivierung nicht ausgeschlossen werden.
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Als Ursache fiir die nicht zufriedenstellende Sensitivitdt des zunéchst eingesetzten [-
Laktamase-Reportergensystems ldsst sich anfiihren, dass in diesem System im Unterschied
zum Dual-Luziferase-Reportergensystem das Reporterprotein aufgrund seiner Stabilitét
intrazellular akkumuliert (251, 290). Da die Promotoren der untersuchten Enzyme im
Vergleich zum Leervektor bereits sehr hohe Basalaktivititen aufwiesen, wurden daher
besonders bei ldngeren Inkubationszeitrdumen groB3e Mengen des B-Laktamase-Molekiils
angehduft, welche eine hohe basale Emission des Detektionsfarbstoffs bei 447 nm
bewirkten. Diese hohe basale Emission korreliert jedoch invers mit der
Nachweissensitivitidt, da Verdnderungen der Expressionsrate durch die Zugabe von
Stimulanzien nur noch vergleichsweise geringfiigige Emissionsdnderungen bedingen.
Hierdurch verschiebt sich die Nachweisgrenze fiir Verdnderungen der Expressionsrate
nach oben, wodurch die Sensitivitit absinkt. Diese geringe Dynamik des B-Laktamase-
Reportergensystems ist in der Literatur bereits beschrieben worden (204). Trotz der
methodischen Vorteile, die das System durch seine spezielle Verhidltnis-Quantifizierung
bietet, wie die Normalisierung von Unterschieden in der Substratkonzentration oder
Signalintensitdt zwischen den einzelnen Proben, erwies sich seine geringe Dynamik
schlussendlich als limitierend fiir die geplante Versuchsreihe.

Das Dual-Luziferase-System zeichnet sich im Unterschied hierzu besonders durch seine
hohe Dynamik aus, da das Leuchtkifer-Luziferase-Reportergen im pGL4.19-
Reportergenvektor durch die beiden synthetisch angehdngten Sequenzen CL1 und PEST
destabilisiert wird (74, 215). Auf diese Weise wird eine intrazellulire Akkumulation des
Reporterproteins verhindert und eine hohe Messdynamik erzielt, durch welche die
aktuellen Expressionsraten des Reporterproteins sehr prizise erfasst werden konnen. Zur
Messgenauigkeit des Dual-Luziferase-Reportergensystems  trdgt iiberdies seine
Funktionsweise auf der Basis von Chemilumineszenz bei, da diese im Unterschied zum
ubiquitdren Phdnomen der Fluoreszenz in kultivierten Sdugetier-Zellen endogen nicht
vorkommt. Eine artifizielle Verfdlschung der Messwerte wird hierdurch minimiert und die
Streuung der Messwerte reduziert. Dariiber hinaus ist die Kotransfektion der Zielzellen mit
der Renilla-Luziferase als wichtiger methodischer Vorteil anzusehen, da hierdurch nicht
nur Unterschiede zwischen den Proben in Zellzahl und ZellgréBe, sondern auch in
Transfektionseffizienz, Zellfunktionstiichtigkeit, Zell-Lyse-Effizienz und eingesetzten
Probenvolumina normalisiert werden (64, 84, 279).

Im Einklang mit diesen Ausfithrungen zeigte sich beim Vergleich der Basalaktivititen der

Promotoren eine vielfach niedrigere Grundaktivitit der Promotoren von CYP21 und
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HSD3B2 im Dual-Luziferase-Reportergensystem als im B-Laktamase-Reportergensystem.
Wihrend die Basalaktivitidten des CYP21-Promotors und des HSD3B2-Promotorabschnitts
von -1073 bis +53 bp im B-Laktamase-Reportergensystem im Verhéltnis zum Leervektor
beide das etwa Vierzehnfache betrugen, waren sie im Dual-Luziferase-Reportergensystem
bei einem ebenso langen Inkubationsintervall zwischen Transfektion und Messung auf das
knapp Drei- bis Sechsfache abgesunken. Die zusitzlich klonierten Promotoren von
CYPI1B1 und CYP11B2 wiesen in diesem System sogar noch deutlich kleinere
Basalaktivitdten auf.

Zusammenfassend ist unter Berilicksichtigung der hier ermittelten Befunde anzunehmen,
dass Orexine die mRNA-Spiegel der Steroidbiosyntheseenzyme CYPI11B1, CYPI11B2,
CYP21 und HSD3B2 in NCI-H295R-Zellen erhohen, indem sie die Transkription der

entsprechenden Gene durch eine Induktion der Promotoraktivitit steigern.

4.3 Bedeutung der Transkriptionssteigerung selektiver Steroid-

biosyntheseenzyme durch Orexine in der NNR auf zelluléirer Ebene

In Anbetracht der zahlreichen Befunde zur Stimulation der Gluko- und teilweise auch
Mineralokortikoid-Ausschiittung aus NNR-Zellen durch Orexine ist davon auszugehen,
dass diese Zunahme aus der hier nachgewiesenen Transkriptionssteigerung selektiver
Steroidbiosyntheseenzyme resultiert.

Diese Hypothese ldsst sich sehr gut mit den speziellen Funktionen der einzelnen
untersuchten Enzyme in der Steroidbiosynthese in Einklang bringen. So kommen die in
threr Transkription erhdhten Enzyme CYP11B1, CYP11B2 und CYP21 ausschlieBlich in
den Synthesewegen von Gluko- und Mineralokortikoiden vor und lenken die
Steroidbiosynthese bei erhohter Expression unweigerlich in Richtung der Produktion
dieser Steroidklassen (s. Abb. 1.3) (195). Das Enzym HSD3B2 ist zwar fiir die Synthese
aller NNR-Steroide erforderlich, da es aber mit dem androgenspezifischen Enzym CYP17
um Steroidvorstufen konkurriert, fithrt eine erhohte Transkription der HSD3B2 ebenfalls
zu einer Ausrichtung der NNR-Steroidbiosynthese auf die Produktion von Gluko- und
Mineralokortikoiden (71, 195, 208). Die nicht durch Orexine regulierten Enzyme CYP17
und CYP11A1 wiirden aufgrund ihrer Funktionen in der Steroidbiosynthese bei erhdhter
Transkription hingegen keine Verschiebung der NNR-Steroidproduktion zugunsten von
Mineralo- oder Glukokortikoiden bedingen. Da von den hier untersuchten Enzymen die

Expression der Aldosteronsynthase, CYP11B2, am stirksten durch Orexine reguliert
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wurde, wére eine Untersuchung des Einflusses der Orexine auf die Aldosteronausschiittung
aus NCI-H295R-Zellen eine interessante Ankniipfung an die hier vorgestellten Ergebnisse.
Dies gilt insbesondere deshalb, weil bisher insgesamt weniger Studien zur Wirkung der
Orexine auf die Mineralokortikoid- als auf die Glukokortikoid-Freisetzung aus NNR-
Zellen vorliegen. Moglicherweise liegt die Funktion der Orexine vor allem in der
beschriebenen Verschiebung des Expressionsmusters der Steroidbiosyntheseenzyme. Diese
konnte eine nachfolgende ACTH-Wirkung bahnen, welche akut zu einer Phosphorylierung
des StAR-Proteins fiihrt. Auf diese Weise konnten Orexine eine Verschiebung der unter
ACTH verstarkt freigesetzten Steroide zugunsten von Gluko- und Mineralokortikoiden
bedingen. Um dies zu kldren, wire es interessant, das Kortikoidfreisetzungsprofil von
NNR-Zellen unter ACTH in orexinvorbehandelten und nicht vorbehandelten Zellen zu
vergleichen.

Dass die Expression des Enzyms CYP21 sowohl auf mRNA- als auch auf Promotorebene
im Vergleich zu CYP11B1, CYP11B2 und HSD3B2 am geringsten auf die Orexin-
Behandlung ansprach, ldsst sich mdglicherweise mit der auch im Dual-Luziferase-
Reportergensystem noch mit Abstand hdchsten Basalaktivitit des zugehdrigen Promotors
begriinden. Eine solch hohe basale Expression von CYP21 in menschlichen NNR-Zellen
ist auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet worden (21, 44, 195). Moglicherweise
dient sie der Aufrechterhaltung der basalen Produktion von Mineralo- und
Glukokortikoiden in der Zona glomerulosa und fasciculata. Allerdings bedingt eine hohe
basale Genexpression grundsitzlich eine geringere maximale Aktivierbarkeit der
Transkription durch die Zugabe von Stimulanzien, da die Ableserate jedes Gens durch die
Dauer von Initiation, Transkription und Termination sowie durch die intrazelluldre
Verfiigbarkeit der notigen Kofaktoren biologisch limitiert ist. Im Einklang damit wies der
CYP21-Promotor im vergleichenden Ubersichtsversuch ebenfalls die geringste
Aktivierbarkeit durch die Behandlung mit den bekannten Stimulatoren Angiotensin II und
Forskolin auf.

Die hier erhobenen Befunde auf mRNA- und Promotorebene werden durch die kiirzlich
beschriebene orexininduzierte Expressionszunahme des StAR-Proteins in NCI-H295R-
Zellen schliissig ergénzt (211). Da das StAR-Protein fiir die Bereitstellung von
Cholesterin, dem Substrat aller Steroide, in den Mitochondrien der NNR-Zellen
verantwortlich ist, konnte die erhohte Expression unter Orexinen dem insgesamt
gesteigerten Substratbedarf durch die erhdhte Steroidproduktion Rechnung tragen.

Ramanjaneya et al. beobachteten auf mRNA-Ebene eine maximale Expressionszunahme
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des StAR-Proteins nach 2 Stunden Inkubation, gefolgt von einer sukzessiven Abnahme
tiber 4, 6 und 12 Stunden sowie einem erneuten Anstieg der mRNA-Kopien nach 24
Stunden. Dies ldsst vermuten, dass der Orexin-Effekt auf die StAR-Expression zur
Kompensation des erhohten Substratbedarfs bei gesteigerter Steroidproduktion zeitlich
versetzt von der Expressionszunahme der Steroidbiosyntheseenzyme einsetzt. Hierbei ist
sowohl ein zeitlich vorausgehendes als auch ein nachfolgendes Einsetzen der StAR-
Expressionssteigerung vorstellbar. Eventuell liegt in dem von Ramanjaneya et al.
beschriebenen zweigipfligen Effekt der Orexine auf die StAR-mRNA-Expression
gleichzeitig die Erklarung dafiir, weswegen einige Arbeitsgruppen einen Anstieg der
Kortikoidfreisetzung aus NNR-Zellen unter Orexin-Behandlung nach 1 bis 2 Stunden
beobachten konnten, wéhrend andere Gruppen einen solchen Anstieg nach
Behandlungsintervallen von 6 bis 24 Stunden fanden. Da die meisten Arbeitsgruppen die
Kortikoidausschiittung entweder nur zu einem oder zu zwei eng beieinander liegenden
Zeitpunkten bestimmten, konnten sie anhand ihrer eigenen Daten bisher keinen derartigen
zweigipfligen Effekt auf die Steroidausschiittung beschreiben, er wird jedoch beim
Vergleich der Ergebnisse der wunterschiedlichen Arbeitsgruppen augenscheinlich.
Moglicherweise resultiert der frithe Orexin-Effekt auf die Steroidausschiittung
ausschlieBlich aus einer gesteigerten StAR-Expression, wiahrend der spéte Effekt durch
eine gesteigerte Synthese von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2, gefolgt von
einer kompensatorisch erhohten StAR-Produktion, verursacht wird. Auch ACTH,
Angiotensin II und Kalium verursachen ihren akuten und chronischen Effekt iiber die
zeitlich versetzte Beeinflussung des StAR-Proteins und der Steroidbiosyntheseenzyme.
Denkbar wire indessen auch, dass der frithe und der spate Effekt der Orexine jeweils nur in
Abhingigkeit vom untersuchten NNR-Zelltypus beobachtet werden kann.

Die Hypothese, dass Orexine die NNR-Steroidproduktion durch die in der vorliegenden
Arbeit nachgewiesene Transkriptionssteigerung selektiver Steroidbiosyntheseenzyme
regulieren, deckt sich dariiber hinaus in Bezug auf den Wirkmechanismus und die
Inkubationszeiten mit dem seit langem bekannten Langzeit-Regulations-Mechanismus der
NNR-Steroidbiosynthese durch ACTH, Angiotensin II und Kalium. Der chronische Effekt
dieser Hauptaktivatoren der Gluko- und Mineralokortikoid-Produktion, welcher mit einer
Verzogerung von mehreren Stunden einsetzt, wird gleichermallen {iber eine gesteigerte
Genexpression selektiver Steroidbiosyntheseenzyme vermittelt. Im Gegensatz hierzu wird
ihr akuter Effekt, welcher innerhalb von Sekunden bis Minuten eintritt, iiber die

Phosphorylierung des StAR-Proteins verursacht (237, 243). Die in der Literatur
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beschriebene Zeitverzogerung bis zum FEinsetzen des Langzeit-Effekts von ACTH,
Angiotensin I  und Kalium entspricht weitgehend den hier ermittelten
Inkubationszeitrdumen bis zum Beginn der Orexin-Wirkung auf Promotorebene. So
erreichen die mRNA-Spiegel von CYP11B1, CYP21 und HSD3B2 unter ACTH oder dem
AC-Aktivator Forskolin ebenfalls nach Behandlungsintervallen von etwa 8 bis 24 Stunden
thr Maximum (11, 173, 244, 252). Die stirksten Zunahmen der mRNA-Kopien von
CYPI11B2, CYP21 und HSD3B2 unter Angiotensin II oder Kalium werden nach
Inkubationszeitraumen von 12 bis 24 Stunden beschrieben (18, 20, 21, 252). Auch in den
Vorversuchen der hier durchgefiihrten Dual-Luziferase-Reportergenstudien zeigte sich
eine weitgehende Ubereinstimmung der Inkubationszeitriume bis zur maximalen
Aktivierung der untersuchten Promotoren durch Orexine sowie durch Angiotensin II und
Forskolin.

Insgesamt kann demnach festgehalten werden, dass es sich bei den hier erstmalig
beobachteten Transkriptionssteigerungen selektiver Steroidbiosyntheseenzyme durch
Orexine aller Wahrscheinlichkeit nach um den molekularen Regulationsmechanismus
handelt, der zu den vielfach beschriebenen Steigerungen der adrenokortikalen
Steroidfreisetzung durch Orexine fiihrt. Die hier prisentierten Ergebnisse stellen nicht nur
eine schliissige Ergidnzung zu den bisher bekannten Wirkungen der Orexine an der NNR
dar, sondern stehen dariiber hinaus auch im Einklang mit dem bereits bekannten
Regulationsmechanismus der NNR-Kortikoidproduktion durch ihre Hauptaktivatoren
ACTH, Angiotensin II und Kalium.

4.4 Orexininduzierte Signaltransduktion und Promotoraktivierung in

NCI-H295R-Zellen

Auf welche Weise die intrazelluldre Weiterleitung des Orexin-Effekts von der Bindung der
Orexine an ihre Rezeptoren auf der Zelloberfliche bis zu den Promotoraktivierungen im
Zellkern erfolgt, ist mit den voranstehenden Ausfiihrungen allerdings noch nicht geklért.

Aufgrund der relativ langen Verzogerung bis zum Einsetzen des Orexin-Effekts auf die
Promotoraktivititen von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 von bis zu 12
Stunden wurde die Hypothese aufgestellt, dass Orexine die Expression dieser Enzyme
durch eine gesteigerte Zellproliferation und dadurch frithere Ausbildung von Zell-
Zellkontakten induzieren (194, 209). Fiir diesen Vermittlungsweg spricht aulerdem, dass

die Ausbildung der funktionellen Untergliederung der NNR wéhrend der Embryonal-
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Entwicklung mutmaBlich iiber die zonenspezifische Regulation der Expression der
Steroidbiosyntheseenzyme bedingt wird (207). Da dieser Prozess mit einer erhdhten
Proliferationsrate der NNR-Zellen einhergeht und in fetalem NNR-Gewebe bereits sowohl
die Expression von Prapro-Orexin als auch des OX,R detektiert wurde, erscheint eine
Assoziation der Orexine mit der Vermehrung der NNR-Zellen denkbar (119). Ferner
konnten Spinazzi et al. in kortisolproduzierenden NNR-Adenomen, welche ebenfalls mit
einer gesteigerten Zellproliferation vergesellschaftet sind, nicht aber in gesundem NNR-
Gewebe, die mRNA von Pripro-Orexin sowie eine gesteigerte Orexin-Rezeptor-
Expression nachweisen (249). AuBBerdem beobachteten mehrere Arbeitsgruppen, dass die
ERK1/2- und p38-MAPK-Wege, welche malgeblich in die Regulation der
Zellproliferation und -differenzierung involviert sind, in NNR-Zellen unter Orexin-
Behandlung aktiviert wurden (210, 211, 250, 275). Direkte Untersuchungen der
Zellproliferation unter Orexin-Behandlung an NNR-Gewebe von Menschen und Ratten
haben indessen bisher zu widerspriichlichen Ergebnissen gefiihrt (151, 249, 250). In der
vorliegenden Arbeit lieB sich kein Einfluss der Orexine auf die Proliferation der NCI-
H295R-Zellen feststellen. Zusammenfassend kann zum gegenwirtigen Zeitpunkt somit
kein endgiiltiger Schluss hinsichtlich der Wirkung von Orexinen auf die Teilungsrate von
NNR-Zellen gezogen werden. In Bezug auf die NCI-H295R-Zelllinie erscheint es jedoch
unter  Beriicksichtigung der hier durchgefiihrten  Untersuchungen zumindest
unwahrscheinlich, dass Orexine die beschriebenen Transkriptionseffekte iiber eine
gesteigerte Proliferation und frithere Differenzierung der Zellen hervorrufen.

Alternativ zur Zelldifferenzierung ist eine direkte Vermittlung des Orexin-Effekts von den
aktivierten Orexin-Rezeptoren iiber sekundire Botenstoffe auf die DNA-Transkription in
Betracht zu ziehen. Welcher Orexin-Rezeptor-Subtyp und welche intrazelluldre
Signalkaskade an der Transduktion des Orexin-Effekts in NNR-Zellen mafigeblich
beteiligt sein konnten, ist zum gegenwirtigen Zeitpunkt noch nicht abschlieend geklart.
So konnte in den NCI-H295R-Zellen, wie in zahlreichen vorherigen Studien an NNR-
Material von Ratten und Menschen, die simultane Expression beider Orexin-
Rezeptorsubtypen nachgewiesen werden. Zwei unabhingige Studien demonstrierten
mittels ,,real-time* PCR jedoch eine vielfach hohere Expression des OX;R als des OX;R in
dieser Zelllinie (211, 275). In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigte sich
aullerdem, dass der Effekt von Orexin A auf die mRNA-Kopien von HSD3B2 durch die
gleichzeitige Behandlung mit einem OX;R-Antagonisten nahezu vollstindig aufgehoben

wurde, wéhrend die Blockade des OX;R nur zu einer leichten Abschwéichung der Orexin
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A-Wirkung fiihrte (77). Dartliber hinaus konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dass die
Expression des OX,;R in NCI-H295R-Zellen nach 6, 12 und 24 Stunden Inkubation mit
Orexin A herunterreguliert wurde (275). Diese verminderte Expression erhirtet nicht nur
die Vermutung, dass dieser Rezeptorsubtyp wesentlich in die Vermittlung der
beobachteten Orexin-Wirkung involviert ist, sondern gibt gleichzeitig auch Aufschluss
dariiber, weshalb der maximale Effekt meist nach 6-12 Stunden und nicht zu einem
spiteren Zeitpunkt zu beobachten war. Als letzter Hinweis auf eine malgebliche
Beteiligung des OX;R lésst sich anfiihren, dass in den hier durchgefiihrten Untersuchungen
Orexin A und B konstant einen fast identischen Effekt auf die Promotoraktivititen
besalen. Da Orexin A und B nur am OX;R mit gleich groBBer Affinitdt binden, wihrend der
OX;R nahezu selektiv Orexin A bindet, bestitigt dies indirekt die Rolle des OX,R in der
Signaltransduktion in NCI-H295R-Zellen (226). Experimentell lieBe sich die Rolle der
einzelnen Rezeptorsubtypen in der Weiterleitung des Orexin-Effekts an der NNR durch
den Einsatz selektiver OX;R- oder OX;R-Antagonisten in den Reportergenstudien
verifizieren (163, 246).

Beide Orexin-Rezeptorsubtypen konnen grundsitzlich an verschiedene G-Proteine
gekoppelt sein, wobei sich bisher Abhdngigkeiten von der Ligandenkonzentration, dem
analysierten Zell- und Gewebetypus sowie von der metabolischen Situation der
untersuchten Organismen ergeben haben. Eine weitere Regulation der Kopplung durch
bisher noch unbekannte Faktoren, wie beispielsweise den Differenzierungsgrad der NNR-
Zellen oder das Alter der Herkunftsorganismen, kann daher nicht ausgeschlossen werden.
Diese Beeinflussungsmoglichkeiten der Kopplung bergen potenzielle Erkldarungen fiir die
Divergenz der bisher erhobenen Befunde.

In Studien an NNR-Zellen von Schweinen, Ratten und Menschen lielen sich bereits
sowohl eine Kopplung der lokal exprimierten Orexin-Rezeptoren an Gg als auch eine
orexininduzierte Aktivierung der AC und der PKA als auch ein intrazelluldrer Anstieg von
cAMP nachweisen (31, 118, 153, 162, 177, 288). Einige Arbeitsgruppen konnten dariiber
hinaus demonstrieren, dass der stimulierende Effekt der Orexine auf die Glukokortikoid-
Ausschiittung aus den NNR-Zellen durch Blockade der AC oder der PKA aufgehoben
wurde (153, 162, 288). Parallel hierzu fanden sich in Untersuchungen an NN-Zellen von
Ratten und Menschen eine Kopplung der lokal exprimierten Orexin-Rezeptoren an G4 und
ein intrazelluldrer Anstieg von IP; unter der Behandlung mit Orexinen (118, 119, 212).
Ramanjaneya et al. wiesen in NCI-H295R-Zellen nach, dass der von ihnen beobachtete

Orexin-Effekt auf die StAR-Expression durch Ausschaltung der G-Proteine G4 und Gg
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sowie durch Blockade der PKA, der PKC, aber auch der p38- sowie ERK1/2-MAPK
vermindert bis aufgehoben wurde (211). In Zusammenarbeit mit Ramanjaneya et al.
konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die orexininduzierte Aktivierung der p38- und
ERK1/2-MAPK in NCI-H295R-Zellen iiber den OX,R und die G-Proteine Gq und Gg
vermittelt werden kann (210). Die von unserer Arbeitsgruppe beschriebene Erhohung des
HSD3B2-mRNA-Spiegels wurde in NCI-H295R-Zellen durch Blockade der PKC, nicht
aber der PKA, gehemmt (77, 275). Im Einklang hiermit fand sich ausschlieBlich ein
orexinbedingter Anstieg der intrazelluldren Ca’'-, nicht aber der cAMP-Konzentration.
Des Weiteren lieB3 sich eine Minderung des Orexin-Effekts nach Inhibition der ERK1/2-
Signalkaskade feststellen, wihrend die Blockade der p38-MAPK keinen Einfluss auf den
Orexin-Effekt besall. Im Unterschied zu den Kopplungen an G-Proteine vom Subtyp Gq
und G; ist eine Kopplung der Orexin-Rezeptoren in NNR-Zellen an G; oder Gy bisher
weniger gut gesichert (118, 211, 212).

Zusammenfassend kann daher angenommen werden, dass der in der vorliegenden Arbeit
beschriebene Effekt von Orexin A und B auf die Transkription der Enzyme CYP11Bl1,
CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 in NCI-H295R-Zellen vornehmlich tber die lokal
exprimierten OX,R vermittelt wird. Diese sind allem Anschein nach in der Lage, in NNR-
Zellen an G-Proteine vom Subtyp Gy sowie Gs zu koppeln und dadurch sowohl die
intrazellulare PLC/IP3/PKC- als auch die AC/cAMP/PKA-Signalkaskade zu aktivieren.
Die wichtige Rolle dieser beiden Signalkaskaden in der Regulation der Expression der
adrenalen Steroidbiosyntheseenzyme ist seit langem bekannt, da sie auch als
Hauptsignalwege von ACTH (AC/cAMP/PKA) und Angiotensin II (PLC/IP3/PKC) in der
Zona glomerulosa und fasciculata gelten (66). In die Vermittlung des Orexin-Effekts auf
die Expression der Steroidbiosyntheseenzyme in NNR-Zellen scheinen zusitzlich noch die

MAPK-Wege iiber p38 und ERK1/2 involviert zu sein.

4.5 Modell zur intrazelluliren Signalkaskade in NCI-H295R-Zellen

Im Folgenden wird ein Modell zur intrazelluldren Transduktion des Orexin-Effekts in NCI-
H295R-Zellen vorgestellt, welches potenzielle Verkniipfungswege der beschriebenen
Signalkaskaden mit den hier nachgewiesenen Promotoraktivierungen erldutert. Als
Bindeglieder zwischen den Signalkaskaden und den Promotoraktivierungen dienen in
diesem Schema einige der wichtigsten Transkriptionsfaktoren von CYP11B1, CYP11B2,
CYP21 und HSD3B2, deren Bedeutung fiir die Ablesung der entsprechenden Gene in der
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Abbildung 4.1: Modell zur Signaltransduktion des Effekts der Orexine auf die Promotoren von CYP11Bl1,
CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 iiber den OX,R in NCI-H295R-Zellen. Der OX,R koppelt an G-Proteine
vom Subtyp Gq und G;, die die PLC/IP3/PKC- und die AC/cAMP/PKA-Signalkaskade aktivieren. Dies fiihrt
iiber die Transkriptionsfaktoren SF-1, CREB/M und NGFIB zur Aktivierung der Promotoren und in der
Folge zur Steigerung der Steroidbiosynthese.

Literatur bereits beschrieben wurde (s. Abb. 4.1).

Der Transkriptionsfaktor ,,steroidogenic factor 1 (SF-1) spielt eine zentrale Rolle in der
Entwicklung steroidogenen Gewebes und kontrolliert die Genexpression aller an der
Steroidbiosynthese beteiligten Enzyme (266). Die SF-1-abhingige Induktion der
Genexpression der Steroidbiosyntheseenzyme scheint in steroidogenen Zellen sowohl tiber
den PKC- als auch iiber den MAPK- und den cAMP-Signalweg vermittelt werden zu
konnen (80, 141, 195, 266). Da diese drei Signalkaskaden, wie im vorangehenden
Abschnitt ausgefiihrt, ihrerseits iiber die lokal exprimierten Orexin-Rezeptoren aktiviert
werden konnen, stellt SF-1 den ersten potenziellen Verkniipfungspunkt zwischen den
orexinaktivierten Signalkaskaden und der beobachteten Stimulation der Genexpression dar.
Eine weitere bedeutende Rolle in der Promotoraktivierung der Steroidbiosyntheseenzyme
wird den Transkriptionsfaktoren ,,cAMP response element binding protein® (CREB) und
»CAMP response element modulator (CREM) zugesprochen, die von der PKA
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phosphoryliert werden. Die Transkriptionsfaktoren CREB und CREM interagieren mit den
individuellen ,,cAMP response sequences®, die alle Cytochrom-P450-Steroidhydroxylasen
in thren Promotorregionen aufweisen (195, 207, 237). Zwischen der cAMP/CREB/CREM-
und der SF-1-vermittelten Kaskade bestehen dariiber hinaus komplexe Wechselwirkungen,
die bisher allerdings noch nicht vollstindig entschliisselt wurden. So {iberlappen die
»CAMP response sequences* und die SF-1-Bindungssequenzen in den Promotorbereichen
der Steroidbiosyntheseenzyme hdufig. Aullerdem scheint SF-1 fiir die Weiterleitung der
cAMP-Antwort erforderlich, gleichwohl aber nicht ausreichend zu sein (266). Die
Promotoren von CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 gelten ferner als Zielgene des
Transkriptionsfaktors ,,nerve growth factor-induced clone B*“ (NGFIB), dessen Aktivitét in
NNR-Zellen iiber die PKC, die ,,calcium/calmodulin-dependent Kinasen (CAMK) und die
cAMP-Signalkaskade gesteuert werden kann (12, 38, 157, 183). Auch eine Beteiligung der
MAPK p38 an der Regulation der HSD3B2-Genexpression, wie sie unsere Arbeitsgruppe
fir die Transduktion des Orexin-Effekts beobachtet hatte, wurde zuvor bereits in NNR-
Zellen beschrieben. So inhibierte die Blockade der MAPK p38 oder auch der ERK1/2 die
Angiotensin II-induzierte Expression von HSD3B2 und StAR in Ratten-Glomerulosa-
Zellen (190). Auf der Ebene der Ras/Raf-Proteinkaskade, die zunédchst zur
Phosphorylierung der MAPK Kinase ,, MEK* und in der Folge zur Aktivierung der MAPK
p38 und ERK1/2 fiihrt, befindet sich eine weitere Schnittstelle zwischen der Gq4- und Gs-
gekoppelten Signaltransduktion, da in steroidogenen Zellen sowohl die PKC als auch die
PKA zur Aktivierung dieser Kaskade fithren konnen (66, 98, 263). In nachfolgenden
Promotorstudien konnte durch den Einsatz selektiver Inhibitoren der -einzelnen
Signalkaskaden ihre hier beschriebene Rolle in der Transduktion des Orexin-Effekts
tiberpriift werden. Auch die Beteiligung weiterer Transkriptionsfaktoren an der
Signaltransduktion, wie beispielsweise GATA-4/-6, STATS oder DAX-1, deren Bedeutung
fiir die Genexpression der Steroidbiosyntheseenzyme bereits beschrieben wurde, kann
nicht ausgeschlossen und sollte in zukiinftigen Untersuchungen gepriift werden (10, 156,
206, 242).

Gleichwohl verdeutlicht das in diesem Abschnitt illustrierte Modell bereits, dass sich die
Hypothese, Orexine erhohten die Promotoraktivititen selektiver Steroidbiosyntheseenzyme
tiber eine Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden und infolgedessen spezifischer
Transkriptionsfaktoren, schliissig in das bisher bekannte Gesamtbild der Regulation der

Genexpression dieser Enzyme in steroidogenen Zellen einfiigen lésst.
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Die beschriebene Beteiligung diverser Signalkaskaden an der Transduktion des Orexin-
Effekts in NCI-H295R-Zellen, die auf verschiedenen Ebenen untereinander in
Wechselbeziehungen stehen, zeigt, wie fein regulierbar die intrazellulire Antwort auf
einen Orexin-Stimulus moglicherweise sein konnte. Die einzelnen Kaskaden kdnnten
eventuell jeweils nur in bestimmten Situationen, beispielweise in Abhéingigkeit von der
Inkubationszeit, der Ligandenkonzentration oder der metabolischen Situation des

Organismus, zum Tragen kommen.

4.6 Physiologische Rolle der Orexine im Regelkreis der adrenalen

Steroidbiosynthese in vivo

Unabhingig von der exakten intrazelluldren Transduktion des Orexin-Effekts in NNR-
Zellen bleibt die physiologische Bedeutung dieses Effekts noch zu klaren.

So zeigte sich beim quantitativen Vergleich der Orexin-Effekte auf die Promotoraktivititen
von CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 mit den Effekten der Hauptaktivatoren
der Steroidbiosynthese in der NNR, Angiotensin II und dem ACTH-Ersatz Forskolin, dass
Angiotensin II und Forskolin nach den meisten Behandlungsintervallen zu einer deutlich
grofBeren Steigerung der Promotoraktivitidten fiihrten als Orexine. Hierbei erreichten die
Promotoraktivitdten unter Angiotensin II insgesamt eine maximale Steigerung um etwa das
Zwolffache im Vergleich zur Kontrollgruppe und unter Forskolin um circa das
DreiunddreiBigfache, wihrend die maximale Aktivierung unter Orexinen auch in diesem
Versuch bei einer ungefihren Verdoppelung lag. Ausschlieflich bei den Enzymen
CYPI11B1 und HSD3B2 zeigte sich nach 12 Stunden Inkubation ein vergleichbarer Effekt
der Orexine und von Angiotensin II. In beiden Fillen wies Angiotensin II jedoch nach dem
kiirzeren Behandlungsintervall von 6 Stunden eine stirkere Wirkung auf als die Orexine,
sodass der nach 12 Stunden gemessene Effekt lediglich als eine Abschwéchung der hier
frither einsetzenden Angiotensin II-Wirkung zu deuten ist. Auch auf mRNA-Ebene wurden
von unserer Arbeitsgruppe bereits entsprechend hohe Steigerungen der Expression dieser
Enzyme durch Angiotensin II und Forskolin im Vergleich zum Effekt von Orexin A und B
nachgewiesen (275). In Bezug auf Forskolin, welches hier das insgesamt stirkste
Promotoraktivierungspotenzial besal3, sollte beim quantitativen Vergleich der Effekte
allerdings beriicksichtigt werden, dass es sich hierbei nicht um einen physiologischen
Stimulator der NNR-Steroidbiosynthese handelt, sondern um einen synthetischen Ersatz

fir ACTH in dieser ACTH-unsensiblen Zelllinie. In der neueren, ACTH-sensiblen
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humanen NNR-Zelllinie HAC15 (,,human adrenocortical carcinoma clone 15°) ergab ein
Vergleich der ACTH- und Forskolin-Wirkung eine meist vielfach hohere Steigerung der
mRNA-Spiegel aller sechs NNR-Steroidbiosyntheseenzyme durch Forskolin als durch
ACTH, dessen Effekte sich eher auf oder unterhalb des Niveaus von Angiotensin II
befanden (193).

Zusammenfassend muss aufgrund der insgesamt jedoch erheblich stirkeren Effekte von
Angiotensin II, Forskolin und mutmaBlich auch ACTH angenommen werden, dass den
Orexinen in der Regulation der NNR-Funktion eine eher modulierende Rolle zukommt. In
diesem Zusammenhang wére eine weiterfithrende Untersuchung eines moglichen additiven
Effekts der Orexine und der Hauptaktivatoren der Steroidbiosynthese, ACTH/Forskolin,
Angiotensin II und Kalium, aufschlussreich. Derzeit liegen hierzu lediglich zwei Studien
an NNR-Zellen von Ratten und Menschen vor, die zu widerspriichlichen Ergebnissen
filhrten. Einerseits zeigten sie iibereinstimmend, dass die Neuropeptide den Effekt von
hochdosiertem ACTH (107'°-10®* M) auf die Glukokortikoid-Ausschiittung nicht zu
steigern vermochten (153, 162). Andererseits lieB sich bei geringeren ACTH-
Konzentrationen eine signifikante Steigerung der Kortisolausschiittung durch Orexin A aus
humanen NNR-Zellen nachweisen (162). Mazzocchi et al. stellten aulerdem fest, dass sich
die Kortisolfreisetzung humaner NNR-Zellen unter hochdosiertem Angiotensin II (10 M)
durch die gleichzeitige Inkubation mit Orexin A anndhernd verdoppeln liel (162). Unsere
Arbeitsgruppe fand Hinweise darauf, dass Orexin A und ACTH (10° M) in NCI-H295R-
Zellen einen additiven Effekt auf die mRNA-Expression der Enzyme CYP21 und HSD3B2
besitzen konnten (274). Die Kldrung, ob die hier nachgewiesenen Promotoraktivierungen
von CYPI1B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 unter Orexin-Behandlung in NCI-
H295R-Zellen durch die simultane Stimulation mit ACTH bzw. Forskolin, Angiotensin II
oder Kalium beeinflusst werden, muss allerdings einer nachfolgenden Studie vorbehalten
bleiben.

Solche additiven Wirkungen konnten nicht nur durch eine simultane Aktivierung der
gleichen intrazelluldren Signalkaskaden, sondern auch durch eine Interaktion der
Wirkstoffe auf einer anderen Ebene zustande kommen. Da fiir den OX; R bereits bekannt
ist, dass seine Orexin A-Sensibilitdit durch die spontane Dimerisierung mit dem
Cannabinoid-Rezeptor ,,CB1*“ gesteigert werden kann und dadurch das Potenzial von
Orexin A zur Aktivierung der intrazelluliren MAPK-Signalkaskade erhoht wird, wire
beispielsweise auch eine Interaktion mit ACTH oder Angiotensin II auf Rezeptorebene

denkbar (61, 96). Diese Hypothese konnte durch die Analyse des Einflusses selektiver
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Orexin-Rezeptor-Antagonisten, wie ACT-078573 (OX; R und OX;R) oder SB-334867-A
(OXiR), auf die Steroidbiosynthese in NNR-Zellen unter ACTH, Forskolin oder
Angiotensin II iiberpriift werden (27, 246).

Orexine und die stressinduzierte Aktivierung der HHN-Achse

Im physiologischen Gesamtzusammenhang konnte der peripheren Modulation der NNR-
Steroidproduktion durch Orexine eine vermittelnde Funktion im Regelkreis der HHN-
Achse zukommen (s. Abb. 4.2). Dessen wichtigste Aufgabe besteht in der Steuerung der
Bereitstellung von Kortisol aus der NNR unter Basalbedingungen sowie insbesondere auch
in Stresssituationen. Seit langem ist bekannt, dass der hypothalamische Nucleus
paraventricularis im Rahmen einer Stressreaktion vermehrt CRH und AVP exprimiert,
welche anschlieBend in den hypophysédren Pfortaderkreislauf eingeschleust werden.
Hierdurch steigt im Hypophysenvorderlappen die Sekretion von ACTH, welches durch die
Stimulation der NNR-Steroidbiosynthese die peripheren Glukokortikoid-Plasmaspiegel

Stress
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Nucleus PV OX-Neurone
Hypothalamus ~=

Eminentia mediana

Hypophyse

' ?
ACTH <—> Orexine

|

NNR
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(Aldosteron)
(Androgene)

Abbildung 4.2: Schema zur hypothetischen Einbindung der Orexine in die stressinduzierte Aktivierung der
HHN-Achse iiber eine Interaktion mit deren zentralen und peripheren Schaltstellen. Rote Pfeile zeigen eine
hemmende, schwarze eine fordernde Wirkung an. OX: Orexin; PV: paraventricularis
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ansteigen ldsst (62, 143). Wie in der Einleitung dargestellt, deuten zahlreiche Studien
darauf hin, dass die Orexine neben der peripheren Interaktion mit der NNR zusétzlich auch
die zentralen Schaltstellen der HHN-Achse beeinflussen. So scheinen die zentral im
lateralen Hypothalamus gebildeten Orexine die CRH- und AVP-vermittelte Freisetzung
von ACTH aus dem Hypophysenvorderlappen steigern zu konnen, wodurch sekundir
ebenfalls die Glukokortikoid-Plasmaspiegel erhoht werden (3, 32, 50, 107, 138, 160, 219).
Weitere Untersuchungen ergaben {iberdies, dass bei Ratten in Stresssituationen durch Kélte
oder Immobilisierung auch die Expression der Orexine und des Zellaktivierungsmarkers c-
fos in den Orexin-Neuronen im lateralen Hypothalamus anstieg (104, 223). Zusétzlich zu
den Projektionen der hypothalamischen Orexin-Neurone zu den CRH-produzierenden
Zellen im Nucleus paraventricularis scheinen von diesen auch Projektionen zu den Orexin-
Neuronen im lateralen Hypothalamus zuriick zu fiihren, die ihrerseits CRH-Rezeptoren an
der Oberfliche exprimieren (50, 278). Ferner erhohte die Inkubation mit CRH die
Aktionspotentialfrequenz der hypothalamischen Orexin-Neurone von Méusen in vitro und
bei CRH-Rezeptor-defizienten Méusen erwies sich die stressinduzierte Aktvierung der
Neurone in vivo als abgeschwicht (277, 278). Diese Daten weisen darauf hin, dass Orexine
und CRH ihre Ausschiittung in Stresssituationen in einem reziproken Verhiltnis
gegenseitig verstirken konnen, wodurch die neuroendokrine Reaktion des Organismus auf
einen Stressreiz potenziert werden konnte. Die Hypothese einer verstirkenden Rolle der
Orexine im Geflige der stressinduzierten Aktivierung der HHN-Achse wird ferner dadurch
erhirtet, dass die mRNA-Expression von Prépro-Orexin im lateralen Hypothalamus von
Ratten nach Adrenalektomie um 50 % absank und durch die periphere Substitution mit
Dexamethason wieder auf ihr Ausgangsniveau zuriickkehrte (256). Uber diese positive
Riickkopplung der Plasma-Glukokortikoide auf die zentrale Orexin-Produktion kénnte die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysierte periphere Orexin-Wirkung auf die NNR-
Steroidbiosynthese in die Potenzierung der HHN-Achsen-Aktivierung eingebunden sein.
Hierdurch wiirde ein geschlossener HHN-Orexin-Regelkreislauf entstehen. Die in
Stresssituationen zentral vermehrt produzierten Orexine konnten neben der Forderung der
ACTH-Freisetzung iiber die Projektionen der Orexin-Neurone an der Eminentia mediana
moglicherweise direkt in die Zirkulation gelangen und iiber die Blutbahn die Produktion
der Glukokortikoide in der NNR erhohen. Durch deren positive Riickkopplung auf das
zentrale Orexin-System wiirde der beschriebene Kreis geschlossen. Wie im vorangehenden
Abschnitt erldutert, liegen zusitzlich auch Hinweise fiir eine synergistische Wirkung der

Orexine und der HHN-Achsen-Hormone an der NNR selbst vor. Aufgrund der zum Teil
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mehrstiindigen Inkubationszeiten bis zur maximalen Wirkung der Orexine auf die
Steroidbiosynthese in NCI-H295R-Zellen wire es denkbar, dass die Orexine in vivo als
Vermittler beim Ubergang einer akuten in eine chronische Stressreaktion fungieren. In
Bezug auf das hier dargelegte Modell sollte kiinftig geklart werden, ob die Expression des
Orexin-Systems in der NNR oder die bisher gemessenen Orexin-Plasmaspiegel durch

dullere Stressreize beeinflusst werden.

Orexine und die Energiechomoostase

Neben einer potenziellen Einbindung in die HHN-Achse und die Stressreaktion kdnnte die
Bedeutung der orexininduzierten Steroidbiosynthese auch in einer vermittelnden Rolle in
der Regulation des Glukosehaushalts und der Energichomdostase liegen (s. Abb. 4.3). Seit
einigen Jahren werden nicht nur die zentralen Anteile der HHN-Achse, sondern
insbesondere auch die NNR als wichtige Schaltstellen in der Steuerung des Energie- und
Glukosehaushalts sowie deren pathologischen Verdnderungen erachtet (158, 214). So

scheint durch Fasten die Aktivitit der HHN-Achse gesteigert zu werden, gefolgt von
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Abb. 4.3: Modell zur Interaktion des Orexin-Systems mit der Energichomoostase unter Einbeziehung der
HHN-Achse. GIT: Gastrointestinaltrakt, KG: Koérpergewicht, OX: Orexin, PV: paraventricularis
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erhohten ACTH- und Glukokortikoid-Blutspiegeln (1, 2, 47). Eine Dysfunktion der NNR-
Steroidproduktion lieB sich bisher mit Adipositas, dem metabolischen Syndrom, dem
polyzystischen ovariellen Syndrom und der Insulinresistenz in Zusammenhang bringen
(134, 155, 214). Hierbei werden pathologische Erhohungen der Aldosteronsynthese mit
einer verminderten Insulinsensitivitit in Verbindung gebracht (214). Seit der Entdeckung
spezieller Aldosteron-Releasing-Faktoren aus dem Fettgewebe gilt eine vermehrte
Mineralokortikoid-Produktion dariiber hinaus als mdgliche Ursache fiir die mit der
Adipositas hiufig assoziierte Hypertonie (57). Erhohte Kortisolspiegel fiihren wiederum
iber eine Steigerung der Glukoneogenese, eine Hemmung der Glukoseutilisation und eine
Forderung der Nahrungsaufnahme zu Adipositas und Insulinresistenz (124, 214). Eine
Vielzahl von Studien deutet darauf hin, dass die Wechselbeziehung der Orexine mit der
Energichomoostase und dem Glukosehaushalt, dhnlich den Interaktionen mit der HHN-
Achse, sowohl iiber zentrale als auch periphere Schaltstellen erfolgen konnte. So zeigte
sich vielfach, dass zentral applizierte Orexine eine kurzfristige Erhohung der
Nahrungsaufnahme bewirken und so der Vermeidung hypoglykédmischer Zustinde dienen
konnten (54, 56, 89, 159, 226, 258). Umgekehrt wurde die Nahrungsaufnahme bei Ratten
durch eine Pripro-Orexin-Defizienz sowie durch die i.z.v. Infusion von Orexin-
Antikorpern oder eines selektiven OX;R-Antagonisten gemindert (86, 88, 281). Die
Aktivitdt der Orexin-Neurone im lateralen Hypothalamus von Mausen korrelierte in vitro
und in situ dementsprechend negativ mit den Konzentrationen von Glukose und Leptin
(33, 159, 171, 282). Auch hinsichtlich der Expression von Pripro-Orexin im lateralen
Hypothalamus von Ratten und Méusen ergab sich ein antiproportionaler Zusammenhang
mit den Glukose- und Leptin-Plasmaspiegeln (79, 146, 159, 282). Damit iibereinstimmend
stiegen die Orexin-Plasmaspiegel von Ratten und Menschen durch Fasten an und
korrelierten in Studien an Menschen negativ mit dem Korpergewicht der Probanden (1, 8,
29, 128, 191). Zusitzlich zur Steigerung der Kortisol- und eventuell auch
Aldosteronfreisetzung aus der NNR zeigte sich, dass auch die Expression des
adrenokortikalen Orexin-Systems bei Ratten durch Fasten sowie metabolische
Entgleisungen modifiziert wird (111, 118). Abgesehen von der NNR interagieren die
Orexine darliber hinaus noch mit einer Reihe weiterer peripherer Organe, die in die
Regulation des Glukose- und Energichaushalts involviert sind. So fiihrten niedrige
Glukosespiegel auch am Darm und am Pankreas zur Aktivierung der lokalen Orexin-
Neurone und zur vermehrten Freisetzung von Orexin A (125, 191). Des Weiteren

beeinflussen Orexine die spezifischen Funktionen zahlreicher am Metabolismus beteiligter,
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peripherer Organe. So modifizieren sie beispielsweise die Motilitdit und Sekretion im
Magen-Darmtrakt, die Hormonsekretion des endokrinen Pankreas und die Lipolyse in
Adipozyten (53, 91, 125, 191).

Eine solche duale Beteiligung an der Regulation der HHN-Achse und an der
Energiechomoostase, wie sie hier spekulativ fiir Orexine beschrieben wurde, ist bereits flir
die hypothalamischen Peptide Leptin und Neuropeptid Y bekannt (75, 187, 216). Diesen
wird eine Gegenspielerfunktion in der Regulation der Energiehomdostase zugesprochen.
Wiéhrend Leptin sowohl die Nahrungsaufnahme als auch die adrenokortikale
Steroidbiosynthese hemmt, hat Neuropeptid Y entgegengesetzte Effekte (75, 158, 187,
216). Orexinen wiirde demnach am ehesten eine synergistische Rolle mit Neuropeptid Y
als zusétzlichem Gegenspieler zu Leptin zukommen. Fiir diese These spricht auch, dass der
zentrale Effekt von Orexinen sowohl auf die CRH-Ausschiittung als auch auf die
Stimulation der Nahrungsaufnahme zumindest teilweise an NPY gekoppelt zu sein scheint
(102, 108, 219, 283). Einige Studien legen auBlerdem nahe, dass Orexine die NPY-
produzierenden Neurone im Nucleus arcuatus iiber ihre dorthin fithrenden Projektionen
aktivieren konnen (50, 142, 199, 269, 283). Umgekehrt reduzierte nicht nur Leptin, wie
beschrieben, die Expression des Orexin-Systems im Hypothalamus, sondern Orexine
erniedrigten umgekehrt auch die Plasma-Leptinspiegel (58, 128).

Moglicherweise kommt die hier erlduterte Interaktion von Orexinen mit der
Energiechaushalt- und Stressregulation des Organismus besonders in bestimmten
Situationen zum Tragen. Da in der Aktivierung und Funktion der HHN-Achse, der
Steuerung der Energichomdostase und auch im Orexin-System auf der Ebene von
Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniere Geschlechtsunterschiede bestehen, konnten die
hier beschriebenen Interaktionen der Orexine in Abhingigkeit vom Sexualhormonstatus
auftreten (52, 68, 83, 109, 112, 280). Denkbar wire demgemil auch, dass die Orexin-
HHN-Interaktion der Steuerung der Reaktion des Organismus auf Stressreize oder auf
Verdnderungen der Energiehomdostase in Abhédngigkeit von den gonadalen Steroiden
dient, wodurch eine Anpassung der Reaktion an die jeweils erforderlichen Bediirfnisse des

Organismus moglich wire.

Ubertragbarkeit der Modelle auf in vivo Konditionen
Vor der Ubertragung der hier vorgestellten Modelle auf in vivo Bedingungen miissen
abschlieBend jedoch noch zwei kritische Punkte erdrtert werden. So handelt es sich bei den

NCI-H295R-Zellen um die kultivierten Karzinom-Zellen einer einzigen Patientin. Die
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Ubertragung der Resultate der durchgefiihrten Versuche auf die gesunde Allgemeinheit ist
somit nur bedingt zuldssig. Auch bei Betrachtung der gesamten Datenlage muss konstatiert
werden, dass zwar zahlreiche Studien zur Orexin-NNR-Interaktion an gesundem NNR-
Gewebe von Ratten durchgefiihrt wurden, aber bei allen bisherigen Studien an
menschlichem NNR-Gewebe eine pathologische Verdnderung desselben zumindest nicht
auszuschlieBen ist. Hinsichtlich der Untersuchungen an NCI-H295R-Zellen muss weiterhin
festgehalten werden, dass die Wahrscheinlichkeit der Verdnderung der urspriinglichen
Zelleigenschaften, wie grundsatzlich bei allen kultivierten Zelllinien, mit der Anzahl der
Subkultivierungen zunimmt. Zur Absicherung der hier vorgestellten Ergebnisse sowie der
unter Bezug auf die Fachliteratur daraus abgeleiteten Modelle sollte daher eine Validierung
dieser Befunde an einer Primdrkultur von NNR-Zellen aus pathologisch unveridndertem,
humanem NNR-Gewebe angestrebt werden. AuBlerdem wird durch die Transfektion der
rekombinanten Expressionsvektoren in die NCI-H295R-Zellen ein artifizielles System
geschaffen, welches den anschlieBenden Messungen zugrunde liegt. Die Regulation der
endogenen Transkription der Steroidbiosyntheseenzyme in NCI-H295R-Zellen liele sich
in Zukunft beispielsweise in einer ,,nuclear run on‘“-Untersuchung bestimmen.

Dariiber hinaus muss der Blick vor der theoretischen Ubertragung der Modelle auf in vivo
Konditionen noch einmal auf die Orexin-Plasmaspiegel gerichtet werden. Da aufgrund der
widerspriichlichen Befunde zur Expression von Pripro-Orexin und Orexin A in der NNR
bisher nicht sicher von einer auto- oder parakrinen Wirkung der Orexine in der NNR
ausgegangen werden kann, miissten die Orexine zur Aktivierung ihrer Rezeptoren in der
NNR diese iiber die Zirkulation erreichen (112, 119, 145, 175, 212, 249). Mittlerweile
wurde zwar in mehr als einem Dutzend Studien Orexin A im menschlichen Plasma
nachgewiesen, aber dessen Ursprung ist nach wie vor ungeklért. Orexin A konnte vom
Hypothalamus iiber die orexinfithrenden Projektionen zur Eminentia mediana in den
hypophysédren Pfortaderkreislauf und von dort in die periphere Zirkulation gelangen,
jedoch scheinen die Plasmakonzentrationen von Orexin A zumindest teilweise von der
zentralen Produktion unabhéngig zu sein (40, 46, 49, 91). Aufgrund der Detektion von
Prapro-Orexin oder Orexin A in diversen peripheren Organen, wie der Adenohypophyse,
dem Magen-Darmtrakt, dem Pankreas, der Niere oder den Gonaden, wére auch eine lokale
Produktion in diesen Organen mit anschlielender Abgabe in die Zirkulation denkbar (24,
49, 58, 125, 175, 191). Bislang wurde die Sekretion von Orexin A an die Umgebung einzig
an isolierten Langerhansinseln von Ratten verifiziert, welche durch niedrige

Glukosekonzentrationen induziert wurde (191). Unabhédngig von der Quelle des Plasma-
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Orexins, ist es jedoch fraglich, ob die bisher gemessenen Konzentrationen zur Aktivierung
der Orexin-Rezeptoren in der NNR ausreichen. In Studien an gesunden Erwachsenen
fanden sich Plasma-Orexinspiegel im Bereich von ungefihr 2-12 x 10> M, was demnach
bis zu sechs Zehnerpotenzen unter den hier und in der Literatur in Studien an NNR-
Material iiblicherweise eingesetzten Orexin-Konzentrationen von 107°-10° M liegt (1, 7,
91, 128, 224). Denkbar wire jedoch, dass die Orexin-Plasmaspiegel erst in bestimmten
Situationen, wie beispielsweise unter Stress, Nahrungsentzug oder auch in Abhéngigkeit
von den gonadalen Steroiden, physiologisch relevante Konzentrationen erreichen und das
periphere Orexin-System ausschlieflich in diesen Situationen aktivieren. Zum
gegenwartigen Zeitpunkt kann allerdings auch eine Aktivierung der Orexin-Rezeptoren in
der NNR durch Heterodimerbildung mit einem anderen Rezeptor oder die Existenz
weiterer, bisher noch unbekannter endogener Liganden an den Orexin-Rezeptoren nicht
vollig ausgeschlossen werden. SchlieBlich konnte sich die Bedeutung des Orexin-Systems
im Falle biologisch unwirksamer Orexin-Plasmaspiegel auch aus einer hohen konstitutiven
Aktivitdt der lokal exprimierten Rezeptoren ergeben, welche grundlegend fiir die
regelrechte Funktionsweise der NNR sein konnte. Um hieriiber Aufschluss zu erlangen,
sollte die Funktion der NNR an adrenokortikalen Zellen von Orexin-Rezeptor-defizienten

Versuchstieren untersucht werden.

4.7 Fazit und Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Erh6hungen der Promotoraktivititen von
CYP11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 in NCI-H295R-Zellen lassen sich schliissig in
den Kontext der bisher bekannten Funktionen der Orexine in der NNR und in anderen
Teilen der HHN-Achse einreihen. Dass die Orexine keinen Einfluss auf die mRNA-
Stabilitdt der genannten Enzyme oder auf die Proliferation der NCI-H295R-Zellen hatten,
lasst sich ebenfalls hiermit und mit der Fachliteratur gut in Einklang bringen.

In der Zusammenschau der Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe sowie der veroffentlichten
Daten anderer Arbeitsgruppen kann daher zusammenfassend angenommen werden, dass es
sich bei den hier erstmals beschriebenen Transkriptionssteigerungen selektiver
Steroidbiosyntheseenzyme um den bislang noch unbekannten molekularbiologischen
Mechanismus handelt, der unter Orexin-Behandlung zu den vielfach beobachteten
Anstiegen der Gluko- und teilweise auch Mineralokortikoid-Ausschiittung aus NNR-Zellen

von Ratten, Schweinen und Menschen fiihrt. Intrazelluldr scheinen die Orexin-Rezeptoren
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hierbei sowohl die PLC/IP3/PKC- als auch die AC/cAMP/PKA-Signalkaskade aktivieren
zu konnen, die bereits als Hauptsignalwege von ACTH und Angiotensin II in der Zona
glomerulosa und fasciculata bekannt sind. In den weiteren Verlauf der Signaltransduktion
sind vermutlich auch die MAPK-Wege involviert.

Uber die Funktion der Aktivierung der Steroidbiosynthese in der NNR durch Orexine kann
zum gegenwdrtigen Zeitpunkt nur spekuliert werden. So konnte den Orexinen eine
vermittelnde Rolle in der stressinduzierten HHN-Achsen-Aktivierung zukommen sowie
auch in der Regulation der Energichomdostase unter Einbeziehung der NNR. Wie die
Orexin-NNR-Interaktion im Hinblick auf die diversen anderen Funktionen des Orexin-
Systems, wie beispielsweise dessen Einfluss auf das Schlaf-Wach-Verhalten, auf die
Suchtentstehung oder auf vegetative Funktionen, einzuordnen ist, bleibt ebenfalls noch zu
klaren. In Betracht kommt, dass das Orexin-System bei Nahrungsentzug eine Reihe
unterschiedlichster peripherer und zentralnervoser Programme einleitet, die samtlich der
Vermeidung hypoglykdmischer Zustinde dienen. Da Nahrungsentzug immer auch eine
Stressreaktion bedingt, kdnnten Orexine unter der hier dargelegten Einbeziehung der NNR
korpereigene Energiereserven aktivieren. Wie sich aus der gesteigerten Aufmerksamkeit,
Bewegungsaktivitdt und Schlafunterdriickung bei Ratten ableiten ldsst, konnten die
Neuropeptide gleichzeitig im ZNS motorische Programme zur Nahrungsbeschaffung
generieren. Die Validierung dieser Thesen und die Einordnung der Rolle des gesamten
Orexin-Systems in die Physiologie des Organismus bleiben jedoch zukiinftigen
Forschungsprojekten vorbehalten. Die Aufklarung dieses Gesamtkontexts konnte auch das
Verstiandnis der hier beschriebenen Interaktion der Orexine mit der NNR fordern. Die
Tatsache, dass ein stimulierender Effekt der Orexine auf die Kortikoidausschiittung nicht
nur an NNR-Zellen von Menschen, sondern auch von Ratten und Schweinen beobachtet
werden konnte, demonstriert bereits, wie hoch diese Funktion phylogenetisch konserviert
ist und welch hohe physiologische Bedeutung ihr daher zukommen konnte.

Besonders im Hinblick auf die gegenwirtige Entwicklung selektiver Orexin-Rezeptor-
Antagonisten, wie beispielsweise Almorexant, die bereits als Hypnotika in klinischen
Studien getestet wurden, wird deutlich, welch hohe klinische Relevanz und Aktualitit der
Erforschung des Orexin-Systems beziiglich seiner Rolle im Organismus, seiner einzelnen

Teilfunktionen und hinsichtlich der beteiligten molekularen Wirkmechanismen zukommt

(99, 181).
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5 Zusammenfassung

Die erstmals im Jahr 1998 beschriebenen hypothalamischen Neuropeptide Orexin A und
Orexin B werden aus dem gemeinsamen Vorlduferpeptid Pripro-Orexin gebildet und
entfalten ihre Wirkungen iiber die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren OX ;R und OX;R.
Nach heutigen Erkenntnissen ist das Orexin-System nicht nur in zentrale
Regulationsprozesse involviert, sondern beeinflusst in einem eigenstindigen System auch
die Funktionen diverser peripherer Organe. So haben sich in den letzten Jahren zahlreiche
Hinweise auf eine Interaktion des Orexin-Systems mit den zentralen und insbesondere
auch mit den peripheren Anteilen der HHN-Achse ergeben. Die Expression der Orexin-
Rezeptoren wurde in NNR-Zellen von Ratten, Schafen, Schweinen und Menschen
nachgewiesen. Dariiber hinaus zeigten die Orexine in einer Vielzahl von Studien einen
stimulierenden Effekt auf die Gluko- und teilweise auch auf die Mineralokortikoid-
Ausschiittung aus NNR-Zellen von Ratten, Schweinen und Menschen.

Eine kiirzlich von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte Untersuchung an der humanen
adrenokortikalen ~ Zelllinie  NCI-H295R  ergab, dass die  Steigerung der
Kortikoidausschiittung unter Orexin-Behandlung vermutlich von einer zeitlich parallel
auftretenden Erhohung der mRNA-Spiegel der Steroidbiosyntheseenzyme CYPI11BI,
CYPI11B2, CYP21 und HSD3B2 verursacht wird. Hieran ankniipfend war es das Ziel der
vorliegenden Arbeit, den bisher noch unbekannten molekularbiologischen Mechanismus
zu identifizieren, der den beobachteten Anstieg der mRNA-Kopien selektiver
Steroidbiosyntheseenzyme durch Orexine in NCI-H295R-Zellen verursacht.

Zu diesem Zweck wurde zunichst die beschriebene Anderung des Expressionsmusters der
Steroidbiosyntheseenzyme unter zwolfstiindiger Orexin A-Behandlung in NCI-H295R-
Zellen mittels quantitativer ,real-time® RT-PCR bestitigt. Hiernach wurde in einer
mRNA-Stabilitits-Untersuchung mit dem DNA-Interkalator Actinomycin D erstmals
gezeigt, dass die zwolfstiindige Inkubation mit Orexin A den Abbau der mRNA der
Enzyme CYPI11B1, CYP11B2, CYP21 und HSD3B2 in NCI-H295R-Zellen nicht
beeinflusst. Eine verdnderte mRNA-Stabilitdt dieser Enzyme ist daher nicht als ursédchlich
fiir die beobachteten Erhohungen der mRNA-Kopien anzusehen. Um zu {iberpriifen, ob die
Orexine alternativ durch eine verstiarkte Transkription der Gene von CYP11B1, CYP11B2,
CYP21 und HSD3B2 einen Anstieg der jeweiligen mRNA bewirken, wurden die

Aktivititen der zugehorigen Promotoren unter Orexin-Behandlung analysiert. Nach der
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Klonierung der Promotoren in pGL4.19-Expressionsvektoren lief sich mit Hilfe des Dual-
Luziferase-Reportergensystems erstmals nachweisen, dass Orexin A und Orexin B nach
Inkubationszeitrdumen von 3, 6 oder 12 Stunden zu einem statistisch signifikanten Anstieg
der Aktivitdten der untersuchten Promotoren fithrten. Es ist daher anzunehmen, dass es
sich hierbei um den zu identifizierenden Mechanismus handelt, der die beschriebenen
mRNA-Spiegelanstiege verursacht. In einem vergleichenden Ubersichtsversuch mit
Angiotensin II und dem ACTH-Ersatz Forskolin lieB sich jedoch feststellen, dass die
relativen Zunahmen der Promotoraktivititen unter Orexinen im Vergleich zu den
Steigerungen unter diesen beiden Positivkontrollen deutlich geringer ausfallen. Da eine
erhohte Proliferationsrate zur Verdnderung des zelluldren Genexpressionsmusters fiihren
kann, wurde anschlieBend der Einfluss der Orexine auf die Proliferation der NCI-H295R-
Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass Orexin A und Orexin B keinen Einfluss auf die
Zellzahl der NCI-H295R-Zelllinie besitzen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Orexine durch eine
Erhohung der Transkription selektiver Steroidbiosyntheseenzyme den hadufig beobachteten
Anstieg der Gluko- und teilweise auch Mineralokortikoid-Ausschiittung aus NNR-Zellen
von Ratten, Schweinen und Menschen verursachen. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit legen nahe, dass die Orexine hierbei einen modulierenden Einfluss auf die
adrenokortikale Steroidproduktion nehmen konnen. Die physiologische Funktion einer
solchen Feinregulation in vivo bedarf besonders auch im Hinblick auf die zahlreichen
bereits bekannten Wirkungen des Orexin-Systems noch weiterer Kldrung. Moglicherweise
sind die Orexine in die stressinduzierte Aktivierung der HHN-Achse oder auch in die
Regulation der Energiechomoostase unter Beteiligung der NNR involviert. Die aktuelle
Entwicklung selektiver Orexin-Rezeptor-Antagonisten als Hypnotika unterstreicht die

klinische Bedeutung der weiteren Erforschung des Orexin-Systems.
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7 Anhang

7.1 Vektorkarten der Kontrollvektoren pUC19 und pRL-SV40

Erginzend zu den Schilderungen in den Kapiteln 2.4.9: , Transformation® und 2.6.2:
»Dual-Luziferase-Reportergensystem* sind hier die Vektorkarten der bei diesen Methoden
zusitzlich eingesetzten Kontrollvektoren pUC19 (Invitrogen) und pRL-SV40 (Promega)
abgebildet.

pUC19-Vektor pRL-SV40-Vektor

PRL-SV40

3,7 kb

Abb. 7.1: pUCI19-Vektor als Positivkontrolle der ~ Abb. 7.2: pRL-SV40-Vektor als Kontrollvektor im
Transformationseffizienz. LacZ: p-Galaktosidase  Dual-Luziferase-Reportergensystem. E.coli  ori:
unter Kontrolle des Lac-Promotors (Pr,.); pMBI E.coli-Replikationsursprung; RLuc: Renilla-
ori: Replikationsursprung Luziferase; SV40: SV40-Early-Enhancer/Promotor

7.2  Vektorkarten der rekombinanten Plasmide

Ergidnzend zu den Ausfithrungen in Kapitel 3.2.2 ,Selektion rekombinanter Vektoren
mittels Restriktionsanalyse* sind im Folgenden die Vektorkarten aller zusdtzlichen
rekombinanten  Plasmide mit den Schnittstellen der jeweils verwendeten

Restriktionsenzyme dargestellt.
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pGene-BLAzer-TOPO-TA-Vektor/HSD3B2
A. . Pri B. -1298 S-Primer
Bgl 11 (6890) +27° AS-Primer Bgl11(6769)
Bgl11(6334) B»Laktamase HSD?’BZBPngo':n(:tifs) —Laktamase
HSD3B2-Promotor i
Bgl11(5833) Bgl11(1097) Bgl 11(6025) Bgl11(1097)
Bgl11(5590) Bgl 11 (5469)
-1298 S-Primer +299 AS-Pri
T7-Primer pGeneBLAzer-TOPO-TA Trmeg pGeneBLAzer-TOPO-TA
HSD3B2-Promotor T7-Primer HSD3B2-Promotor
Bgl1(5277) ,-1298/+299“R Bgl11(5277) -1298/+299“F
6977 bp 6977 bp
Ampicillin Neomycin Ampicillin Neomycin
pUCori pUCori
C. Bgl Il (6890) *250 AS-Primer D. Byl (6720) -1298 S-Primer
Bgl1(6334) R-Laktamase - lggl 11(6477) R-Laktamase
HSD3B2-Promotor Balll (1 -Promotor
gl 11(1097) Bgl 11 (1097
BglI(5833) Bgl11(5976) g/1(1097)
Bgl 11(5590) Bgl 11(5420)
-1298 S-Primer +250 AS-Primer
T7-Primer pGeneBLAzer-TOPO-TA . pGeneBLAzer-TOPO-TA
Bgl 1 (5277) HSD3B2-Promotor T7-Primer HSD3B2-Promotor
,-1298/+250“R Bgl 1 (5277) »~1298/+250“F
6928 bp 6928 bp
Ampicillin Neomycin Ampicillin Neomycin
pUCori pUCori
E. -1 AS-Primer F. -1298 S-Primer
Bgl11(6334) Bgl11(6470)
HSD3B2-Promotor R-Laktamase Bgl11(6227) : R-Laktamase
Bgl11(5833) HSD3B2-Promotor \
Bgl11(1097
Bgl 11 (5590 gl11(1057) BglI(5726 Bgl11(1097)
-1298 S-Primer. -1 AS-Primer.
T7-Primer T7-Primer
pGeneBLAzer-TOPO-TA pGeneBLAzer-TOPO-TA
Bgl11(5277) HSD3B2. Promotor Bgl11(5277) g romator
,-1298/-1“R ,-1298/-1“F
6678 bp 6678 bp
Ampicillin Ampicillin
Neomycin Neomycin
pUCori pUCori
Abbildung 7.3: Schema der rekombinanten pGene-BLAzer-TOPO-TA-Vektoren mit unterschiedlichen
Abschnitten des HSD3B2-Promotors

und den Schnittstellen des

Restriktionsenzyms Bgl 1L
Promotorabschnitte: A: von -1298 bis +299 bp in richtiger Orientierung (R) und B: in falscher Orientierung
(F); C: von -1298 bis +250 bp in richtiger und D: in falscher Orientierung; E: von -1298 bis -1 bp in richtiger
und D: in falscher Orientierung.
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pCR4-TOPO-TA-Vektor

T3-Primer T3-Primer
Lac-Promotor Kpn1(6) Lac-Promotor Kpn1(6)

CYP11B1-Promotor

pUCori pUC ori CYP11B2-Promotor

Xho1(1112)

pCR4-TOPO-TA

CYP11B2-Promotor

,-1499/-1“R
5467 bp

pCR4-TOPO-TA
CYP11B1-Promotor

,~1099/+4 “R
5071 bp

Xho 1(1508)

ccdB (ohne ATG)
Ampicillin
Ampicillin ccdB (ohne ATG)

Kanamycin Kanamycin

T3-Primer Kpn1(6) T3-Primer Kpn1(6)
Lac-Promotor Lac-Promotor.

CYP21-Promotor HSD3B2-Promotor

pUCori pUCori

Kpn1(1018)
Xho1(1024)

Xho1(1134)

pCR4-TOPO-TA

CYP21-Promotor
,-999/+15 “R

4982 bp

pCR4-TOPO-TA
HSD3B2-Promotor

,~1073/453 “R
5094 bp

ccdB (ohne ATG) ccdB (ohne ATG)

Ampicillin Ampicillin

Kanamycin Kanamycin

Abbildung 7.4: Schema der rekombinanten pCR4-TOPO-TA-Vektoren mit den jeweils eingebauten
Promotorabschnitten und den Schnittstellen der Restriktionsenzyme Kpn I und Xho 1. Promotorabschnitte: A:
CYP11B1 von -1099 bis +4 bp in richtiger Orientierung (R); B: CYP11B2 von -1499 bis -1 bp in richtiger
Orientierung; C: CYP21 von -999 bis +15 bp in richtiger Orientierung; D: HSD3B2 von -1073 bis +53 bp in
richtiger Orientierung. Das LacZa-ccdB Fusionsprotein wird durch den Einbau des Promotors im Bereich der
LacZo-Sequenz aufgespalten, weshalb nur noch der intakte ccdB-Anteil des Fusionsproteins in der
Vektorkarte dargestellt ist.
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pGL4.19-Vektor
A. B.
Kpn1(19) Kpn1(19)
Amp|CIII|n CYP11B1-Promotor Amp|C|II|n CYP11B2-Promotor
Xho1(1125)
Xhol(1521
pGL4.19 pGL4.19 ( )
CYP11B1-Promotor CYP11B2-Promotor
,-1099/+4 “R s ,-1499/-1“R
6868 bp i 7264 b
ColEl ori . ColE1 ori p
Luziferase
Luziferase
Neomycin Neomycin
C. D.
Kpn1(19) Kpn1(19)
Ampicillin CYP21-Promotor Ampicillin HSD3B2-Promotor
Kpn1(1031)
Xho1(1037) Xho1(1147)
pGL4.19 pGL4.19
CYP21-Promotor HSD3B2-Promotor
»-999/+15“R ~1073/+53 “R
ColE1 ori 6779 bp ColEL ori 6891 bp
Luziferase Luziferase
Neomycin Neomycin

Abbildung 7.5: Schema der rekombinanten pGL4.19-Vektoren mit den jeweils eingebauten
Promotorabschnitten und den Schnittstellen der Restriktionsenzyme Kpn I und Xho 1. Promotorabschnitte: A:
CYP11B1 von -1099 bis +4 bp in richtiger Orientierung (R); B: CYP11B2 von -1499 bis -1 bp in richtiger

Orientierung; C: CYP21 von -999 bis +15 bp in richtiger Orientierung; D: HSD3B2 von -1073 bis +53 bp in
richtiger Orientierung.
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7.3 Sequenzen der extern sequenzierten Plasmide

Erginzend zu den Ausfiihrungen in Kapitel 3.2.3 ,Bestitigung der Sequenzen der
ausgewdhlten Plasmide durch externe Sequenzierung® sind im Folgenden die von den
Sequence Laboratories Gottingen ermittelten Sequenzen der kodierenden Stringe der
eingesandten rekombinanten CYP11BI1-, CYP11B2-, CYP21- und HSD3B2-pGL4.19-
Plasmide aufgefiihrt. Die Sequenzen der im Rahmen der vorliegenden Arbeit konstruierten
Plasmide sind in Gegeniiberstellung mit den in der GenBank verdffentlichten und durch
die Vector NTI Software kombinierten Originalsequenzen des jeweiligen
Promotorabschnitts und des pGL4.19-Vektorriickgrats dargestellt. In der oberen Zeile
finden sich bei jedem Promotor die von SeqLab ermittelten Sequenzen und in der unteren
Zeile die homologen Originalsequenzen. In allen Féllen fand sich eine hundertprozentige
Ubereinstimmung der Sequenzen der eingebauten Promotoren mit den zugehdrigen
Originalsequenzen. Im Folgenden sind alle Sequenzen vom 5°- zum 3‘-Ende angegeben,
wobei die libereinstimmenden Nukleotide innerhalb der Promotorabschnitte gelb unterlegt
sind. Die Sequenz des eingefiligten Promotors befindet sich stromaufwérts der mit ,,Xhol*
markierten Schnittstelle des gleichnamigen Restriktionsenzyms, wéhrend stromabwirts
davon jeweils der Anfang der Vektorriickgratsequenz mit dem Reportergen Luziferase
liegt. Zu Beginn der Sequenzierungsreaktion am 3°‘-Ende kommt es methodenbedingt zu
Fehlern und Ungenauigkeiten in der Basenabfolge, welche in der Sequenz des untersuchten
Stranges mit ,,N* (entspricht A, T, C oder G) oder ,,- (keine Base erkannt) gekennzeichnet

sind.

CYP11B1-Promotor

819 868
Sequenzierung 19.06.09 (1) AATTCATGCCAACTCATTCCCTCGTTTTTTGCTATAAACCTTGCAAGGAG
Originalsequenz (819) AATTCATGCCAACTCATTCCCTCGTTTTTTGCTATAAACCTTGCAAGGAG
869 918
Sequenzierung 19.06.09 (51) ATGAATAATCCAAGGCTCTTGGATAAGATAAGGGCCCCATCCATCTTGCT
Originalsequenz (869) ATGAATAATCCAAGGCTCTTGGATAAGATAAGGGCCCCATCCATCTTGCT
919 968
Sequenzierung 19.06.09 (101) CCTCTCAGCCCTGGAGGAGGAGGGAGAGTCCTTTTCCCCTGTCTACGCTC
Originalsequenz (919) CCTCTCAGCCCTGGAGGAGGAGGGAGAGTCCTTTTCCCCTGTCTACGCTC
969 1018
Sequenzierung 19.06.09 (151) ATGCACCCCCAATGAGTCCCTGCCTCCAGCCCTGACCTCTGCCCTCGGTC
Originalsequenz (969) ATGCACCCCCAATGAGTCCCTGCCTCCAGCCCTGACCTCTGCCCTCGGTC
1019 1068

Sequenzierung 19.06.09 (201) TCTCAGGCAGATCCAGGGCCAGTTCTCCCATGACGTGATCCCTCTCGAAG
Originalsequenz (1019) TCTCAGGCAGATCCAGGGCCAGTTCTCCCATGACGTGATCCCTCTCGAAG
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Sequenzierung 19.06.09
Originalsequenz

Sequenzierung 19.06.09
Originalsequenz

Sequenzierung 19.06.09
Originalsequenz

CYP11B2-Promotor

Sequenzierung 12.11.09
Originalsequenz

Sequenzierung 12.11.09
Originalsequenz

Sequenzierung 12.11.09
Originalsequenz

Sequenzierung 12.11.09
Originalsequenz

Sequenzierung 12.11.09
Originalsequenz

Sequenzierung 12.11.09
Originalsequenz

Sequenzierung 12.11.09
Originalsequenz

Sequenzierung 12.11.09
Originalsequenz

CYP21-Promotor

Sequenzierung 19.06.09
Originalsequenz

Sequenzierung 19.06.09
Originalsequenz

Sequenzierung 19.06.09
Originalsequenz

Sequenzierung 19.06.09
Originalsequenz

(251)
(1069)

(301)
(1119)

(351)
(1169)

€D
(1212)

(51)
(1262)

(101)
(1312)

(151)
(1362)

(201)
(1412)

(251)
(1462)

(301)
(1512)

(351)
(1562)

@
(737)

(1)
(787)

(101)
(837)

(151)
(887)

1069 1118
GCAAGGCACCAGGCAAGATAAAAGGATTGCAGCTGAACAGGGTGGAGGGA
GCAAGGCACCAGGCAAGATAAAAGGATTGCAGCTGAACAGGGTGGAGGGA

1119 Xhol 1168
GCATTCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTTGGCAATC
GCATTCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTTGGCAATC

1169 Luziferase
CGGTACTGTGG--AAAGCCACCT--GAAGA---CAAAAG--
CGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGATGCCAAAAACA

1212 1261
TCCATTTTACTCCTCTCAGCCCTGGAGAAAGGAGAGGCCAGGTCCCACCA
TCCATTTTACTCCTCTCAGCCCTGGAGAAAGGAGAGGCCAGGTCCCACCA

1262 1311
CCTTCCACCAGCATGGACCCCCAGTCCAGACCCCACGCCTTTTCTCAGCA
CCTTCCACCAGCATGGACCCCCAGTCCAGACCCCACGCCTTTTCTCAGCA

1312 1361
TCCTCAGACCAGCAGGACTTGCAGCAATGGGGAATTAGGCACCTGACTTC
TCCTCAGACCAGCAGGACTTGCAGCAATGGGGAATTAGGCACCTGACTTC

1362 1411
TCCTTCATCTACCTTTGGCTGGGGGCCTCCAGCCTTGACCTTCGCTCTGA
TCCTTCATCTACCTTTGGCTGGGGGCCTCCAGCCTTGACCTTCGCTCTGA

1412 1461
GAGTCTCAGGCAGGTCCAGAGCCAGTTCTCCCATGACGTGATATGTTTCC
GAGTCTCAGGCAGGTCCAGAGCCAGTTCTCCCATGACGTGATATGTTTCC

1462 1511
AGAGCAGGTTCCTGGGTGAGATAAAAGGATTTGGGCTGAACAGGGTGGAG
AGAGCAGGTTCCTGGGTGAGATAAAAGGATTTGGGCTGAACAGGGTGGAG

1512 Xhol 1561
GGAGCATTCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTTGGCA
GGAGCATTCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTTGGCA

1562 Luziferase
ATCCGGTACTGTTGG-AAAGCCACCATG-AAGNN--CNAAAAGNGN--
ATCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGATGCCAAAAACATTAA

737 786
CCTATTAGGCAGGGACTGCCATTTTCTCTCTGAGACAAACATCATGCCAG
CCTATTAGGCAGGGACTGCCATTTTCTCTCTGAGACAAACATCATGCCAG

787 836
TAAACTGGCCCACGGTGGGGTGGCAGAGGGAGAGGGCCCAGGTGGGGGCE
TAAACTGGCCCACGGTGGGGTGGCAGAGGGAGAGGGCCCAGGTGGGGGCG

837 886
GACACTATTGCCTGCACAGTTGATGTGGAACCAGAAAGCTGACTCTGGAT
GACACTATTGCCTGCACAGTTGATGTGGAACCAGAAAGCTGACTCTGGAT

887 936
GCAGGAAAAAGGTCAGGGTTGCATTTCCCTTCCTTGCTTCTTGATGGGTG
GCAGGAAAAAGGTCAGGGTTGCATTTCCCTTCCTTGCTTCTTGATGGGTG
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937 986
Sequenzierung 19.06.09 (201) ATCAATTTTTTTGAAATACGGACGTCCCAAGGCCAATGAGACTGGTGTCA
Originalsequenz (937) ATCAATTTTTTTGAAATACGGACGTCCCAAGGCCAATGAGACTGGTGTCA
987 1036
Sequenzierung 19.06.09 (251) TTCCAGAAAAGGGCCACTCTGTGGGCGGGTCGGTGGGAGGGTACCTGAAC
Originalsequenz (987) TTCCAGAAAAGGGCCACTCTGTGGGCGGGTCGGTGGGAGGGTACCTGAAC
Xhol 1086
Sequenzierung 19.06.09 (301) TCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTTGGCAATCCGGTAC
Originalsequenz (1037) TCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTTGGCAATCCGGTAC
1087 Luziferase
Sequenzierung 19.06.09 (351) TGT-GGTAAAGCCACCT--GAAGATGCCAAAATGG--
Originalsequenz (1087) TGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGATGCCAAAAACATT
HSD3B2-Promotor
834 883
Sequenzierung 12.11.09 (1) AGATCCCAGACAGCTGGTATCAACTGACCAGTGTTCTGTTAAGGCTAAAG
Originalsequenz (834) AGATCCCAGACAGCTGGTATCAACTGACCAGTGTTCTGTTAAGGCTAAAG
884 933
Sequenzierung 12.11.09 (51) CCAAGACTCTTTATCACACTGTGGCCTTAAGATTGGATTTCTCTTCCTGT
Originalsequenz (884) CCAAGACTCTTTATCACACTGTGGCCTTAAGATTGGATTTCTCTTCCTGT
934 983
Sequenzierung 12.11.09 (101) TCCTGGGAAGAATTAGAGATATAACCTAAAGGTCACTATTATTCTGAGAA
Originalsequenz (934) TCCTGGGAAGAATTAGAGATATAACCTAAAGGTCACTATTATTCTGAGAA
984 1033
Sequenzierung 12.11.09 (151) AAGGGATTCTGGAGGAGGAGGGAGCAATGAGTATGTGGCAGGAGTTCAAG
Originalsequenz (984) AAGGGATTCTGGAGGAGGAGGGAGCAATGAGTATGTGGCAGGAGTTCAAG
1034 1083
Sequenzierung 12.11.09 (201) GTAATAAGGGCTGAGACACAAGCCACAGAGCATAAAGCTCCAGTCCTTCC
Originalsequenz (1034) GTAATAAGGGCTGAGACACAAGCCACAGAGCATAAAGCTCCAGTCCTTCC
1084 1133
Sequenzierung 12.11.09 (251) TCCAGGGATGAGGCAGTAAGGACTTGGACTCCTCTGTCCAGCTTTTAACA
Originalsequenz (1084) TCCAGGGATGAGGCAGTAAGGACTTGGACTCCTCTGTCCAGCTTTTAACA
1134 Xhol 1183
Sequenzierung 12.11.09 (301) ATCTAAGTTACGCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTT
Originalsequenz (1134) ATCTAAGTTACGCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAGCTT
1184 Luziferase 1233
Sequenzierung 12.11.09 (351) GGCAATCCGGTACTGTTGG-AAAGCCACCT--GAANN---CAAANGGN--
Originalsequenz (1184) GGCAATCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGATGCCAAAAACATT
1234

Sequenzierung 12.11.09 (393) ---
Originalsequenz (1234) AAG
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