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Abstract

Co-chaperones of the heat shock protein 90 are known to modulate the activity of steroid hormone
receptors. The FK506-binding proteins 51 and 52 (FKBP51 and FKBP52) modulate transcriptional glucocorticoid
and mineralcorticoid receptor-activity in an antagonistic manner. FKBP51 has attracted great attention due to
its genetic polymorphisms and gene expression levels, which have been associated with different stress-related
phenotypes. These findings support an important role of FKBP51 in psychiatric and stress-related diseases like
major depression or post-traumatic stress disorder. However, the exact biochemical mechanisms of how TPR-
proteins like FKBP51 act on steroid hormone receptor activities and how these proteins can cause
pathophysiological malfunctions of cells remains unknown.

Both FKBP51 as well as FKBP52 are able to modulate the outgrowth of neurites in neuroblastoma cells
(N2a). Upon differentiation FKBP51 was reported to decreases the elongation of neurites, while FKBP52
enhances neurite development. It is unknown how co-chaperones influence the outgrowth behavior of
neurons. In particular it is not clear if and to which extent steroid hormone receptors are involved in those
mechanisms.

In this work we used different approaches to elucidate the molecular mechanism of how FKBPs
regulate this important developmental process. First, using selective agonists and antagonists for the
glucocorticoid receptor as well as for the mineralcorticoid receptor we showed that these recpetors can
influence neurite outgrowth and mediate at least in part the effects of FKBP51. Second, we tested different
FKBP isoforms as well as different FKBP mutants to map and specify important protein domains. Third, we
investigated the function of these co-chaperones by specifically inhibiting them. Since all FKBP ligands reported
so far are unspecific for FKBPs we used a chemical genomic tool to specifically inhibit overexpressed FKBP51 or
FKBP52 mutants. Using this system we were able to show the first time that the modulating effects of both
proteins were pharmacological reversible and that simultaneous inhibition of FKBP51 and FKBP52 can cancel
the effects of each other. Fourth, we tested the role of endogenous wildtype FKBP51 on neuritogenesis using
the first FKBP51-selective inhibitors. We were able to demonstrate that selective inhibition of FKBP51 enhances
neurite outgrowth in a dose-dependent manner significantly stronger compared to unselective ligands like
FK506. Fifth, we showed that an inhibition of FKBP51 can block neurite outgrowth-supressing effects of high
concentrations of steroids. This suggests that FKBP51 can also be a downstream effector of GR or MR in
addition to its GR or MR inhibiting function.

This work exemplifies the important effects of FKBP51 on neuronal differentiation and demonstrates
for the first time that specific inhibition of FKBP51 in neuroblastoma cells as well as in primary neurons leads to

enhanced differentiation, a key step for the development and adaption of neuronal circuits.



Zusammenfassung

Co-Chaperone des Hitzeschockproteins 90 sind in der Lage, die Aktivitdt von Steroidhormonrezeptoren
zu regulieren. Die FK506-bindenden Proteine 51 und 52 (FKBP51 und FKBP52) modulieren die transkriptionelle
Glucocorticoid- wie auch Mineralcorticoidrezeptor-Aktivitat in antagonistischer Weise. Interessanterweise hat
FKBP51 in den letzten Jahren vor allem dadurch Aufsehen erregt, dass genetische Polymorphismen und
Expressionsspiegel des Proteins bei der Ausbildung von Krankheiten, die auf Stress zuriickgehen, von Relevanz
sein kénnen. Hiebei handelt es sich um psychische Erkrankungen wie Depressionen oder posttraumatische
Belastungsstorungen. Nichtsdestotrotz sind die biochemischen Prinzipien, die beschreiben, wie diese Proteine
sowohl die Aktivitdt von Steroidhormonrezeptoren, aber auch pathologische Fehlfunktionen von Zellen
beeinflussen, bislang groRtenteils unbekannt.

Sowohl FKBP51 als auch FKBP52 vermoégen den Neuritenwuchs von Neuroblastoma-Zellen (N2a) zu
regulieren. Bezogen auf diese Differenzierung wurde FKBP51 als inhibierendes und FKBP52 als
wachstumstimulierendes Protein beschrieben. Es ist jedoch nicht bekannt, auf welche Weise Co-Chaperone das
Verhalten des Neuriten-Wachstums modulieren. Weiter ist ungeklart, ob und wenn ja, inwieweit
Steroidhormonrezeptoren in diesen Prozessen eine Rolle spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen durchgefiihrt, die vor allem darauf abzielten, die
molekularen Mechanismen der von FKBPs ausgehenden Modulation solcher wichtigen Entwicklungsprozesse zu
entschliisseln. Zunachst gelang es uns, durch Verwendung selektiver Agonisten wie auch Antagonisten des
Glucocorticoidrezeptors und Mineralcorticoidrezeptors zu zeigen, dass beide Rezeptoren den Neuriten-Wuchs
beeinflussen und in diesem Prozess zumindest anteilig einen Effekt durch FKBP51 vermitteln. Darlber hinaus
testeten wir unterschiedliche FKBP-Isoformen und -Mutanten, um die hierfir relevanten Domanen naher
einzugrenzen. SchliefRlich untersuchten wir durch spezifische Inhibition der Co-Chaperone deren Funktion. Da
samtliche bis dato publizierte Inhibitoren der FKBPs unselektiv fiir einzelne FKBPs sind, nutzten wir ein
Werkzeug der chemischen Genomik, um spezifisch entweder liberexprimierte FKBP51- oder FKBP52-Mutanten
zu inhibieren. Dies ermoglichte uns erstmals zu zeigen, dass die modulativen Effekte beider Proteine
pharmakologisch reversibel sind und dass die simultane Inhibition beider FKBPs gleichzeitig auch die Effekte
beider Proteine aufhebt. Des Weiteren untersuchten wir durch Verwendung der ersten FKBP51-selektiven
Inhibitoren die Rolle des endogenen Wildtyp FKBP51 auf die Neuritogenese. Hierdurch konnten wir
demonstrieren, dass eine selektive Inhibition von FKBP51 in dosisabhdngiger Weise das Neuritenwachstum von
neuronalen Zellen starker beeinflussen kann als durch Verwendung unselektiver Liganden wie FK506.
AbschlieRend zeigten wir, dass eine Inhibiton von FKBP51 die neuritenwachstumsreduzierende Effekte hoher
Steroidkonzentrationen blockieren kann. Diese Daten lassen die Vermutung zu, dass FKBP51 zusatzlich zu
seinen inhibierenden Effekten auf den GR und MR auch als Effektor beider Rezeptoren fungiert.

Diese Arbeit veranschaulicht die iberaus wichtigen Effekte von FKBP51 auf die neuronale Entwicklung
und demonstriert zum ersten Mal, dass eine spezifische Inhibition von FKBP51 in Neuroblastoma-Zellen wie
auch in primdren Neuronen zu einer verstarkten Differenzierung fihrt, welche weiderrum einen

Schliisselschritt der Entwicklung und Adaption neuronaler Netzwerke darstellt.
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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die HPA Achse und ihr Einfluss auf Depressionen

In der heutigen Welt wirken verschiedenste Belastungen auf den modernen Menschen ein,
die schon als fast selbstverstandlich akzeptiert werden. Hierbei wird meist verkannt, dass solche
Einflisse haufig nicht nur temporare, sondern auch nachhaltige physische wie auch psychische
Schadigungen verursachen kénnen. Eine der groBten und am haufigsten verbreiteten Belastungen in
der westlichen Welt ist Stress. So geben mittlerweile 80 Prozent der deutschen Bevolkerung an,
gestresst zu sein [1]. Die alltdglichen Anforderungen an den Menschen kdnnen einen so genannten
Stressalarm auslésen, der in erster Linie dazu dienen soll, den Korper in Aktionsbereitschaft zu
versetzen und auf etwaige Gefahrensituationen vorzubereiten. Wird dieser Stress jedoch chronisch,
so kann er zu schweren metabolischen wie auch kardiovaskuldaren und nicht zuletzt psychischen
Krankheiten fiihren. Dies geht soweit, dass die Weltgesundheitsorganisation WHO Stress sogar als
eines der grofRten Krankheitsrisiken des 21. Jahrhunderts einstuft [2].

Generell wird Stress als korperliche Antwort auf schadigende Reize definiert. Diese
unterscheiden sich in physische und psychische Stressoren. Betrachtet man nun die psychischen
Belastungen ndher, so kann Stress als die Anderung der psychologischen Homdostase definiert
werden [3]. Noch genauer betrachtet ist Stress eine auf den Organismus wirkende Belastung, die
letztendlich zu einer erhéhten Ausschiittung von Glucocorticoiden fiihrt [4]. Zur Bewaltigung dieses
Stresses hat sich in Sdugetieren ein gut koordiniertes Hormonsystem entwickelt, welches den
Hypothalamus, die Hypophyse und die Nebennierenrinde umfasst. Wirkt Stress auf den Organismus
ein, so fihrt dies zuerst zur Produktion von CRH (coricotropin-releasing hormone) im
paraventrikuldren Nukleus des Hypothalamus (PVN) und dies wiederum zur Ausschiittung von ACTH
(adrenocorticotrophes Hormon) aus der Hypophyse. ACTH gelangt im Anschluss in den Blutkreislauf,
wo es in der Nebenniere die Ausschiittung von Glucocorticoiden bewirkt [5]. Die Glucocorticoide
selber dienen als Mediatoren des Stressimpulses im Korper, um diesen physiologisch auf besagten
Stress einzustellen. Hierbei werden vor allem Systeme zur Energiebereitstellung aktiviert, wie zum
Beispiel die Lipolyse und Gluconeogenese [6]. Desweiteren dienen Glucocorticoide als Terminatoren
der ausgeldsten Hormonkaskade. Sie binden an ihre spezifischen SHRs (Steroidhormon-Rezeptoren)

in der Hypophyse, im PVN sowie im Hippocampus. Dadurch werden indirekte Signalwege induziert,
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welche unter anderem zur Herabregulierung der mRNA-Expression von CRH und schlieflich zur

Abschaltung der Hormonkaskade fiihren [7].

Hypothalamus

I
' 1 CRH

Hypophyse

ACTH

Nebennierenrinde > |

| Cortisol ]

v

Zielorgane

Abbildung 1: Schematische Darstellung der HPA-Achse

Immer mehr Menschen leiden allerdings unter einer fehlregulierten HPA-Achse. Eine der
pathologisch bedeutendsten Zustandsveranderungen sind in diesem Fall Depressionen. So zeigten
verschiedene Studien, dass bei depressive Storungen erhohte Konzentrationen von CRH und
Glucocorticoiden auftreten [8]. Ein GroRteil der depressiven Patienten weisen tUberdurchschnittlich
hohe basale Cortisolspiegel auf, die wiederrum auf einer hyperaktiven HPA-Achse beruhen [9]. Um
solch einen fehlregulierten Cortisolhaushalt bestimmen zu kénnen, entwickelten Heuser et al. einen
kombinierten Dexamethason/CRH-Stresstest [10]. Dabei wird eine geringe Menge des
Glucocorticoid-Rezeptor-Agonisten (GR-Agonisten) Dexamethason verabreicht, der durch negative
Regulation des Systems die Sekretion von Cortisol herabsetzt. Danach wird zuséatzlich CRH gegeben,
das wiederum die Ausschiittung von ACTH und weiterem Cortisol zur Folge hat. Bei Patienten, die
unter einer fehlerhaften HPA-Achse leiden, hat dies, verglichen mit gesunden Probanden, deutlich
hohere ACTH- und Cortisol-Spiegel zur Folge. Dies beweist, dass die negative Riickkopplung des
sekretierten Cortisol der Patienten gestort ist (Glucocorticoid-Resistenz). Es konnte ebenfalls gezeigt

werden, dass sich bei depressiven Patienten, die nachweislich unter einer gestérten HPA-Achse
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litten, nach einer erfolgreichen Behandlung mit Antidepressiva eine Normalisierung der HPA-Aktivitat
einstellte [11]. Weiter wiesen Zobel et al. nach, dass Patienten, die zwar durch Behandlung mit
Antidepressiva eine Verbesserung der psychiatrischen Symptome zeigten, jedoch keine der HPA-
Achse, ein deutlich hoheres Rickfallrisiko aufweisen als solche, bei denen eine Therapie gleichzeitig
zur Besserung der Hormonkaskade fiihrte [12]. Bislang sind die Ursachen, die eine derart
dysregulierte HPA-Achse verantworten, noch unzureichend geklart. Eine der solidesten Hypothesen
ist die Corticosteroid-Rezeptor-Hypothese: Hierbei wird konstatiert, dass es sich um eine durch die
Steroidhormon-Rezeptoren ausgeléste Fehlregulation handelt [13]. Demnach kdnnte es sein, dass
entweder der GR selbst fehlerhaft ist (zum Beispiel aufgrund von Mutationen) oder das fehlerhafte
Chaperone oder Cochaperones des multimeren Steroidhormon-Rezeptor-Komplexes Grund fir die
pathologischen Zusténde sind. Weiter wird in diesem Zusammenhang davon ausgegangen, dass eine
Normalisierung der SHR-Signale zu einer Verbesserung der beschriebenen Krankheitsbilder fiihren
kénnen. Somit gilt es als unerlasslich, sowohl die Biochemie der Steroidhormon-Rezeptoren wie auch
die seiner Co-Regulatoren genauestens zu verstehen und gegebenenfalls pharmakologisch zu
beeinflussen, um Krankheiten, die durch eine Stérung der HPA-Achse ausgel6st werden, besser

behandeln zu kénnen.
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1.2 Steroidhormonrezeptoren

Eine der wichtigsten Hirnregionen im Bezug auf regulatorische Funktionen der HPA-Achse
stellt der Hippocampus dar. Hier spielen vor allem Glucocorticoid-Rezeptoren vom Typ |
(Mineralcorticoidrezeptor) und Typ Il (Glucocorticoidrezeptor) eine dominante Rolle. Beide gehoren
zu der Klasse der Steroidhormon-Rezeptoren (SHR). Rezeptoren des Typ | haben eine héhere Affinitat
flr zirkulierende Glucocorticoide, jedoch scheinen Rezeptoren vom Typ Il einen héheren Einfluss auf
den negativen Riickkopplungsmechanismus in Stresssituationen zu haben [14]. Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass bei basalen (ungestressten) Cortisol-Spiegeln hauptsachlich der MR aktiviert
wird, wahrend eine Erhéhung des zirkulierenden Cortisols eine zusatzliche Aktivierung des GRs
bewirkt. SHRs sind intrazelluldre Proteine, deren Domanen bemerkenswert hoch konserviert sind.
Bindet ein Ligand an solch einen Rezeptor, so bewirkt dies eine Translokation in den Zellkern, wo der
Rezeptor letztendlich als Transkriptionsfaktor agiert. Er ist in der Lage, an fir ihn spezifische HREs
(hormone-response elements) zu binden und die Expression des Zielgens zu modulieren. Im Falle
einer Aktivierung wird dann von einer Transaktivierung gesprochen. SHRs sind jedoch auch in der
Lage, die Expression des Zielgens zu inhibieren. Dabei bindet der Rezeptor entweder an negative
GREs oder agiert mit anderen Transkriptionsfaktoren (Transrepression) [15]. Sdmtliche Rezeptoren
besitzen eine C-terminale Ligandenbindungsdomane (LBD), eine DNA-Bindungsdoméane (DBD) und
eine darauf folgende variable N-terminale Doméane. Die Ligandenbindungsdomane aller SHRs besteht
aus 12 in alpha-helikaler Konformation arrangierter Helices. Hierbei spielen ein Glutaminsadure-Rest
der Helix 12 sowie ein Lysin-Rest aus Helix 3 zusammen mit den Helices 3, 4 und 5, welche wiederum
eine hydrophobe Tasche bilden, eine besondere Rolle. Sie stellen die ligandenabhingige AF2-
Doméne (activation function 2) dar. Diese ist wichtig flr Protein-Protein-Interaktionen [16, 17].
Kauppi et al. zeigten, dass Helix 12 ebenfalls eine wichtige Rolle im Bezug auf das Verhalten des
Rezeptors nach Binden eines Agonisten beziehungsweise Antagonisten einnimmt. Diese scheint
dermaBen dynamisch zu sein, dass, sobald ein Antagonist gebunden wird, Helix 12 eine
Konformation einnimmt, in der es einem Coaktivator-Peptid nicht mehr moglich ist, mittels seiner
LxxLL-Motive an SHRs zu binden [18]. Dadurch kann der Rezeptor nicht mehr in einen aktiven
Zustand versetzt werden. Die fiir alle SHRs ebenfalls hoch konservierte DBD besteht aus zwei alpha-
Helices, in denen insgesamt acht Cystein-Reste fir die Rekrutierung zweier Zink-lonen verantwortlich
sind und die somit eine Bindung an spezifische DNA-Erkennungsstellen moglich machen [19]. Diese
so genannten Zinkfingermotive sind in allen Rezeptoren konserviert und erlauben den
Transkriptionsfaktoren an die fiir den jeweiligen Rezeptor typischen hormone-response-elements
(HRE) zu binden. Hierbei handelt es sich um zwei sechs-Basenpaar-grofle, oft palindromische

Sequenzen, die durch ein drei-Basenpaar-groRes Fragment getrennt sind und fiir die Bindung des
4
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Rezeptors als Homodimer oder Heterodimer verantwortlich sind [20]. Wahrend die LBD und die DBD
innerhalb der jeweiligen Rezeptorfamilie stark konserviert sind, ist die NTD die Domane, in denen
sich alle Rezeptoren deutlich unterscheiden und die somit die Verschiedenheit unter den SHRs
definiert. Weiter konnte gezeigt werden, dass NTD ebenfalls wichtig fir die Aktivierung
beziehungsweise Inhibierung der Expression steroid-regulierter Gene ist. Wird die LBD entfernt, so
fihrt dies zu einem konstitutiv aktiven Rezeptor. Ein solch aktiver Rezeptor ermoglichte die

Identifizierung der ligandenunanbhangigen AF1-Domane in der NTD (activation function 1) [21].

NH, = NTD AF-2 }— COOH

\_V.J

AF-1

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Struktur von Steroidhormonrezeptoren.

Endogene Glucocorticosteroide (Cortisol bei Primaten, Corticosteron bei Nagern) sind
generell in der Lage, sowohl an den Glucocorticoidrezeptor (GR) als auch an den
Mineralcorticoidrezeptor (MR) zu binden, wobei sie eine zehnfach héhere Affinitdt zum MR als zum
GR aufweisen [22]. Weiter postulierten bereits de Kloet et al., dass die Balance zwischen dem
Verhaltnis von MR und GR fir die durch Stress ausgeltsten Effekte mitverantwortlich ist [23]. Beide
Rezeptoren sind in groBer Vielzahl im Hippocampus vertreten und agieren dort als wichtige
Regulatoren in Bezug auf Funktion und Struktur dieses Hirnareals. So konnte bereits gezeigt werden,
dass sowohl chronisch hohe Konzentrationen an Glucocorticoiden sowie deren pathologische
Abwesenheit morphologische Veranderungen des Hippocampus zur Folge haben [24], und sie damit
wichtigen Einfluss auf Lernverhalten und Gedachtnis nehmen [25]. Flood et al. wiesen dariiber hinaus
nach, dass andere Steroide, wie DHEA (Dehydroepiandrosteron), in der Lage sind, das Gedéachtnis von
Mausen dosisabhdngig zu verbessern [26]. Weiter wurden Steroide bereits mit neurotrophen
Prozessen des Gehirns in Verbindung gebracht. Hierbei zeigten zwei wissenschaftliche
Forschungsgruppen unabhangig voneinander, dass Allopregnanolon die Proliferation von Neuronen
fordert [27, 28]. Interessant sind in diesem Zusammenhang vor allem die gemeinsamen
Beobachtungen, dass besagte Effekte — sowohl die der Gedachtnisverbesserung als auch die der
Neurogenese — nicht einer klassischen Dosis-Wirkungs-Beziehung folgen, sondern die Kurven jeweils
einen glockenformigen Verlauf aufweisen. Die Effekte der Steroide sind hierbei meist im
nanomolaren Bereich am starksten und nehmen bei weiterer Erhéhung der Konzentration ab. Man

geht davon aus, dass der MR, aufgrund seiner hoheren Affinitat zu Corticoiden, einen groRReren
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Einfluss auf den basalen Steroidhaushalt hat, wahrend der GR vor allem in Situationen, in denen
erhohte Corticoid-Konzentrationen vorhanden sind, wichtig ist. So zeichnet sich eine besondere
Bedeutung des GRs in Stress-Situationen ab, wahrend der MR vor allem in stressarmen Situationen
regulatorische Funktionen austibt [29].

Solange SHRs keinen ihrer Liganden gebunden haben, liegen diese als Aporezeptoren in
einem Komplex mit Hsp90 im Zytosol vor. Nur in dieser Zusammensetzung vermogen sie ihre
Liganden zu binden und dadurch resultierende Effekte auszuliben [30]. Um einen Agonisten oder
Antagonisten binden zu kénnen und damit in einen (apo)-Hsp90-GR Komplex Gibergehen zu kénnen,
missen sie zunachst einen Reifungsprozess durchlaufen. Vor allem die Proteine Hsp40, Hsp70, HOP,
p23 und nicht zuletzt assoziierte Immunophiline sind in diesem Kontext von zentraler Bedeutung
(siehe auch Abbildung 3). Immunophiline binden Uber ihre TPR-Domanen an Hsp90 und kénnen auf
diese Weise in den Komplex integriert werden. Es ist bekannt, dass in diesem Fall Hsp90 als Dimer an
den Rezeptor bindet. Obwohl bislang noch keine eindeutige Aussage (iber die stochiometrischen
Verhadltnisse von gebundenen Immunophillinen formuliert werden konnte, geht die am meisten
verbreitete Theorie von einer 1:2:1 Verteilung bezogen auf GR:Hsp90:Immunohillin aus [31].

Immunophiline zeichnen sich vor allem durch ihre Peptidyl-Prolyl-Isomerase-Aktivitdat aus
(PPIAse). Hierbei unterscheidet man generell solche, die in der aktiven Tasche die
immunsupprimierende Verbindung FK506 binden kénnen (FK506-bindende Proteine — FKBPs) und
solche, die Cyclosporin A binden (Cyclophiline - Cyps). Im Falle von Steroidhormonrezeptoren
kommen als Co-Chaperone vor allem Mitglieder der Immunophilin-Familie infrage (FKBP51, FKBP52
und Cyp-40). Zusatzlich ist jedoch auch ein weiteres Protein, ndmlich die Phosphatase PP5 (protein
phosphatase 5) in der Lage, liber seine eigene TPR-Doméane an Hsp90 zu binden und sich somit in den
Multimerkomplex zu inkorperieren [32]. Morishima et al. wiesen nach, dass Hsp90 zwingend im
Komplex mit dem GR vorliegen muss, damit dieser Steroide binden kann. Wird er von Hsp90
entfernt, schlieRt sich die hydrophobe Bindungstasche fir Liganden und der Rezeptor geht in einen
nicht mehr aktivierbaren Zustand liber [33, 34].

Zu Beginn der neunziger Jahre konnten Wissenschaftler neben Hsp90 ein weiteres
Hitzeschock-Protein aus dem GR-Komplex isolieren, namlich Hsp70 [35]. Diese Entdeckung fiihrte zu
dem Verstandnis, dass der GR nach seiner Transkription nicht einfach Hsp90 bindet und somit
aktivierbar ist, sondern dass es sich vielmehr um einen Reifungsprozess handelt, an dem mehrere,
verschiedene Proteine partizipieren. Dittmar et al. stellten das Assemblierungsystem mit einer
minimalen Anzahl an zuvor aufgereinigten Proteinen (Hsp90, Hsp70, Hsp40, Hop und p23) wieder her
und konnten auf diese Weise einen aktiven Rezeptor rekonstituieren [36]. Zudem konnten die
Autoren zeigen, dass von den agierenden Chaperonen einzig Hsp70 und Hsp90 essenziell waren, um

eine Offnung der Ligandenbindungsstelle zu erméglichen [37]. Fiir Hop und Hsp40 traf dies zwar
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nicht zu, jedoch erhohten beide die Effizienz der Assemblierungsreaktion deutlich. p23 dient vor
allem der Stabilisierung des Multimerkomplexes, sobald sich dieser geformt hat [38].

Der komplette Reifungszyklus des GR beginnt zundachst mit dem Binden von Hsp70 in einem
ATP-, Kalium- und Hsp40 abhangigen Schritt, sodass ein GR-Hsp70-Komplex gebildet wird. Ein Hsp90-
Dimer, welcher an HOP (Hsp-organizing-protein) gebunden ist, kann nun in diesen Komplex
eintreten. Hierfir bindet HOP mit einem seiner zwei TPR-Motive (an dem anderen liegt Hsp90
gebunden vor) an Hsp70. In einem weiteren ATP- und kaliumabhéangigen Schritt kann nun ATP an
Hsp90 binden und somit eine Konformationsdanderung des gesamten Rezeptor-Komplexes ausldsen,
der letztendlich die Bindungstasche filr Steroide 6ffnet. AuRerdem tritt nun p23 ein und stabilisiert
das gesamte System. In einem letzten Schritt verlasst HOP den Komplex, gibt die Bindungsstelle an
Hsp90 frei und erlaubt es Immunophillinen oder PP5, mit ihren TPR-Domanen an Hsp90 binden zu
kénnen und den finalen Rezeptorkomplex somit zu komplettieren. Die zum Schluss in den Komplex
eingetretenen TPR-Proteine binden dabei sehr reversibel und kénnen leicht ausgetauscht werden. Da
sie SHRs sehr divergent beeinflussen kénnen (je nachdem welches Immunophilin an welchen
Rezeptoren gebunden ist), entsteht hierdurch eine sehr groBe Dynamik bezogen auf das endgiiltige

Verhalten des Rezeptors.

ATP

HOP

»Reifer” Rezeptorkomplex

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Assemblierung von Steroidhormonrezeptorkomplexen
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Wie in 1.1 bereits beschrieben, leiden depressive Patienten unter zu hohen Cortisol-Spiegeln
(Glucocorticoid-Resistenz). Bei ihnen besteht eine Storung der durch zirkulierende Corticoide
ausgelosten negativen Riickkopplung, sodass die weitere Sekretion von CRH, ACTH und letztendlich
Cortisol nicht herabreguliert wird. Es ist nur konsequent, diese Stérung mit einer Fehlfunktion des
GRs zu assoziieren. Ein Erklarungsansatz dieser Fehlfunktion sind Mutationen des Rezeptors selbst.
Studien an Personen mit verminderter Reaktion im Dexamethason-Stresstest sowie Untersuchungen
an Patienten mit bipolaren Stérungen ergaben jedoch im Vergleich zu gesunden Probanden keine
signifikanten Polymorphismen in beiden Isoformen des GRs [39]. Eine weitere Mdglichkeit ist eine
verminderte Expression des Rezeptors in wichtigen Hirnarealen, sodass diese keine exakte Antwort
auf hohe Cortisol-Spiegel weiterleiten kdnnen. Tatsachlich zeigten Webster et al., dass Patienten, die
unter Depressionen, Schizophrenie wie auch Bipolaren Stérungen litten, in relevanten Hirnarealen
wie Cortex und Hippocampus deutlich verminderte Mengen an GR-mRNA aufwiesen [40]. Eine
weitere Moglichkeit, das Fehlverhalten zu erklaren, sind schlieRBlich Storungen, die durch Co-
Regulatoren des GRs ausgeldst werden. In diesem Zusammenhang sind vor allem die Immunophiline
FKBP51 und FKBP52 interessant. FKBP51 fungiert hauptsachlich als negativer Modulator auf den GR
[41, 42], wahrend FKBP52 die Signaltransduktion dieses Rezeptors positiv moduliert [43]. Binder et
al. entdeckten am Max-Planck Institut fiir Psychiatrie signifikante Polymorphismen im FKBP51
kodierenden Gen (FKBP5 genannt), welche mit einer erhdhten Expression an FKBP51 assoziiert sind
und in Verbindung mit variierendem Erfolg von Therapien mit Antidepressiva gebracht werden
konnten [44]. Weitere Studien brachten zusatzlich SNPs des FKBP5-Gens (single-nucleotide
polymorphism) mit bipolaren Stérungen und anderen psychischen Krankheiten in Verbindung [45,

46].
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1.3 Immunophiline

Die Familie der FKBPs wie auch die der Cyclophiline gehoéren der Klasse der Immunophiline
an. Namensgebend fiir beide Gruppen sind ihre klassischen Liganden, ndmlich FK506 (FKBPs: FK506-
bindende Proteine) und Cyclosporin A (CsA). Immunophiline zeichnen sich vor allem durch eine
Peptidyl-Prolyl-lsomerase-Aktivitdt (PPlase Aktivitdt) aus, wodurch sie in der Lage sind,
Peptidbindungen zwischen Prolin und weiteren Aminosduren zu isomerisieren (cis-trans
Isomerisierung; siehe Abbildung 4). Durch die Katalyse dieser Bindung vermogen FKBPs Proteine in
ihrer korrekten Faltung zu unterstitzen. Die dabei stattfindende cis-trans Konvertierung stellt
zumeist den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt von Faltungsreaktionen dar [47] und wird
vermutlich u.a. durch Bindung des Substrats in der aktiven Tasche der FKBPs vermutlich unter
anderem durch Wasserstoffbriicken stabilisiert [48]. Im Gegensatz zu dem klassischen Verstdandnis
von Chaperonen handelt es sich bei dieser Klasse von Proteinen um richtige Katalysatoren, die den
Gleichgewichtszustand der zu katalysierenden Reaktion schneller erreichen, ohne das eigentliche
Reaktionsgleichgewicht zu verdndern [49]. Bindet ein Ligand (wie beispielsweise FK506 oder CsA) an
eines der Immunophiline, so wird deren katalytische Aktivitdit meist inhibiert. Weitere wichtige
Domanen interagieren mit anderen Proteinen. Auch diese sind durch Einsatz spezifischer Liganden
teilweise inhibierbar, was diese Art von Verbindungen adullerst interessant macht. Derzeit sind 17
verschiedene, ihrem Molekulargewicht entsprechend nummerierte FKBPs bekannt, die durch das
humane Genom codiert werden und sich neben ihrer PPlase-Aktivitat durch unterschiedliche
Funktionen auszeichnen. Ein Uberblick {iber diese Proteine sowie deren Aufgaben ist Tabelle 1 zu

entnehmen.

Abbildung 4: Schematische Darstellung einer cis-trans-Isomerisierung einer Peptidbindung zwischen Prolin und einer
weiteren Aminosaure.
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Bindungspartner Lokalisation Funktion
12a, 12.6, 12c [50, 51] [WKCIFcEN Ryanoid-, EGFR, Zytosol Zellzyklusregulator, T-Zell-
Inositol-Rezeptoren, FK506- Transkription, T-Zell
Calcineurin, Rap-mTOR Signaltransduktion
15p, 22p, 24p, 25p, ER Cofaktoren fur
63p [50] Proteinfaltung
25n [52] YY1, HMG-II Nukleus Transkription
36 [53] Clathrin, Hsp72 Nukleus GA3P-DH-Inhibitor
37, 37i [54, 55] Aryl-Hydrocarbon-Rezeptoren  Zytosol Transkription
38 [56] FK506, Bcl-Proteine, Hsp90 Zytosol / Karzinogenese
membran-
assoziiert
51 [46] Hsp90, Akt, Rap-mTOR Zytosol SHR Modulator
52 [57] Hsp90, Rap-mTOR Zytosol SHR-Modulator
65p [58] Elastin ER Cochaperon
135 [51] Actin Zytosol Transkription, neuronale

Wachstumsmodulation

Tabelle 1: Ubersicht der im humanen Genom kodierten FKBPs

Neben ihren Eigenschaften als Faltungshelfer dienen FKBPs als Rezeptoren fir FK506 und
Rapamycin und vermitteln auf diese Weise deren immunsupressive beziehungsweise
zellregulatorische Effekte. Im Falle des FK506 sind FKBP-FK506-Komplexe in der Lage, an die
Phosphatase Calcineurin zu binden und sie zu inhibieren [59]. Durch diese Blockade ist Calcineurin
unfahig, den Transkriptionsfaktor NF-AT (nuclear factor of activated T-cells) zu dephosphorylieren.
NF-AT, der ein wichtiger Transkriptonsfaktor fir die Expression von IL-2 (Interleukin-2) ist, verbleibt
im phosphorylierten Zustand im Zytosol, was letztendlich zu einer reduzierten Expression von IL-2
und einer verminderten Immunantwort fihrt [60]. Im Gegensatz zu FK506 werden die Effekte von
Rapamycin nicht durch eine Calcineurin-Inhibition weitergeleitet, sondern resultieren aus der
Blockade der Kinaseaktivitit von mTOR (mammalian Target of Rapamycin). Hierdurch werden
sowohl die Proteinbiosynthese wie auch das damit einhergehende Zellwachstum inhibiert. Marz et
al. zeigten, dass neben FKBP12 auch Vertreter der gréReren Immunophiline, insbesondere FKBP51
und FKBP52, in der Lage sind, Giber Rapamycin an mTOR zu binden und dadurch die Phosphorylierung
der Substrate S6K (S6-Kinase) und 4E-BP1 zu inhibieren [61].
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1.4 Neuronale Effekte von FKBP-Liganden

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen immunmodulatorischen Eigenschaften von FKBP-
Liganden wurden diese Verbindungen bereits vor etwa zwanzig Jahren mit neuroprotektiven wie
auch neurotrophen Eigenschaften in Verbindung gebracht. Bislang lag einer der Erklarungsansatze
dieser Funktionen in der Intervention in Calcineurin- oder auch mTOR-abhdngigen Signalwegen [62,
63], jedoch schlieRen derart starke immunmodulatorische Effekte diese Verbindungen gleichzeitig fiir
die Behandlung neurologischer Krankheiten aus.

Die Entdeckung, dass besagte neurotrophe Effekte nicht ausschlieBlich von den
immunmodulatorischen Eigenschaften dieser Liganden-Familie abhangen miussen, inspirierte eine
ganze Generation von Medizinalchemikern dazu, neue Molekiile zu synthetisieren, welche Derivate
der bekannten Verbindungen FK506 und Rapamycin darstellen ohne dabei eine Modulation des
Immunsystems auszulésen. Soche Verbindungen werden allgemein als Neuroimmunophilin-Liganden
bezeichnet. Bei ihnen wurde bewusst auf Effektor-Doméanen, die fur die Interaktionen mit
Immunsystem relevanten Proteinen verantwortlich sind, verzichtet. Dieser Umstand versetzt diese
Liganden in die Lage, FKBPs zu binden, neurotroph zu wirken und gleichzeitig das Immunsystem
unangetastet zu lassen. Steiner et al. demonstrierten in diesem Zusammenhang auBerdem, dass
nicht-immunsuppressive FK506-Analoga den Neuriten-Wuchs in PC12-Zellen verbessern kdénnen,
wahrend Gold et al. selbiges fiir humane SH-SY5Y-Zellen aufzeigten [64, 65]. Bemerkenswert sind
zusatzlich Daten gleich mehrerer Laboratorien, die besagen, dass diese Molekiile in verschiedensten
Tiermodellen Einfluss auf neuropathologische Situationen nehmen, wie beispielsweise Schadel-Hirn-
Traumata [66], Parkinson [67], zerebrale Ischdamie [68] und diabetische Neuropathie [69].

Strukturell sind Neuroimmunophilin-Liganden entweder Analoga von FK506/Rapamycin,
deren Effektor-Doméanen derart verandert wurden, dass sie keine Immunreaktion mehr ausldsen
kénnen, oder kleinere Molekiile, welche die mit FKBPs interagierenden Domanen und zusatzlich
verschiedene substituierte Reste besitzen. Fiir einige dieser Verbindungen wurden bereits
pharmakokinetische Studien umgesetzt, die belegen, dass FKBPs in den verwandten Dosen
guantitativ von FK1706 abgesattigt werden kénnen und eine Blockade dieser Proteine (iber einen
langeren Zeitraum hinweg beim Menschen keine Probleme verursacht [70].

Im  Zusammenhang des Wirkmechanismus, der neurotrophen Effekten von
Neuroimmunophilin-Liganden zugrunde liegen kdnnte, wurde in der Vergangenheit vor allem das
Protein FKBP12 diskutiert. Doch spatestens seit Gold et al. zeigen konnten, dass neurotrophe Effekte
auch in primaren hippocampalen Neuronen von FKBP12 defizienten Mausen festzustellen sind,
mussten diese Uberlegungen aufgegeben werden: FKBP12 kommt als verantwortliches Protein nicht

infrage. Stattdessen stellte sich in soeben genannter Arbeit FKBP52 als mogliches Zielprotein heraus.
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Zudem wird eine Involvierung von Steroidhormon-Rezeptoren fiir méglich gehalten, da neurotrophe
Effekte von Dexamethason durch den Einsatz von FK506 noch potenziert werden [71]. Die Tatsache
allerdings, dass FKBP12 in neurotrophen Prozessen keine Rolle spielt, wurde zusatzlich von
Ergebnissen unterstrichen, die belegen, dass Molekiile, die von sich aus nicht an FKBP12 zu binden
vermogen, dennoch neurotroph auf SH-SY5Y-Zellen wirken [65].

Subsumiert lasst sich feststellen, dass neurotrophe Effekte von Immunophilin-Liganden—
unabhangig von ihrer Moglichkeit der Immunmodulation — zwar bekannt sind, eine genaue Erklarung
dieser Wirkmechanismen jedoch noch nicht formuliert werden konnte. Weiter muss als Mangel
hervorgehoben werden, dass in diesem Zusammenhang bislang ausschlieRlich FKBP52 als mogliches

Effektorprotein diskutiert wird, sein physiologischer Gegenspieler FKBP51 hingegen nicht.

FK506 Rapamycin

Abbildung 5: Strukturen der Immunophilin-Liganden FK506 und Rapamycin. Die an FKBP bindenden Domanen sind rot
gefarbt.
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1.5 FKBP51 und FKBP52

Bereits zu Beginn der neunziger Jahre beschrieben erstmals Smith et al. das fiur die
Signaltransduktion von Steroidhormonrezptoren so relevante FKBP51 (damals p54) [72] als ein an
den Progesteronrezeptor assoziiertes Mitglied des Heterokomplexes. Wenige Monate spater
berichtete Edwin Sanchez von dem ebenfalls in Steroidhormon-Rezeptor-Komplexen vorhandenen
Cochaperon FKBP52 (p56) und postulierte wichtige modulatorische Effekte auf SHRs [73]. FKBP51
und FKBP52 besitzen eine 70 prozentige Sequenzdhnlichkeit und stimmen dariiber hinaus zu 55
Prozent exakt lberein. Dies geht mit einer sehr dhnlichen Struktur beider Proteine einher. Sie
besitzen eine, dem FKBP12 dhnliche, N-terminale FK1-Domane mit PPlasen-Aktivitat, die gleichzeitig
auch als Ligandenbindungsstelle fungiert. Ihr schliet sich mit einem Abstand von neun Aminosauren
eine FK2-Domane an, die in ihrer Struktur wiederrum der FK1-Domane stark dhnelt, dabei jedoch
weder enzymatische Aktivitdt aufweist noch fahig ist, Liganden zu binden. Am C-terminus befindet
sich eine tetratricopeptid-repeat-Doméane (TPR-Domaéne), die in antiparallelen Helices arrangiert sind.
Diese Domane ermoglicht es FKBPs, mit dem C-terminalen EEVD-Motiv von Hsp90 zu interagieren
und auf diese Art und Weise in SHR-Heterokomplexe rekrutiert zu werden [74-76] (siehe Abbildung
6). In einem Hefemodel konnten Riggs et al. zeigen, dass FKBP52 die Transkriptionsaktivitidt des GRs
signifikant zu erhohen vermag [43], wobei sowohl PPlase als auch eine intakte TPR-Domane
vorauszusetzen sind [77]. Weiter wurde bereits deutlich, dass FKBP52 durch seine Interaktion mit
dem Motorprotein Dynein den retrograden Transport des GRs in den Nukleus positiv beeinflusst [78].
Zusatzlich ist FKBP52 in der Lage, die Transaktivierung von AR [42]und PR [79]zu erhéhen.

Eine wichtige Stellung im Bezug auf den Einfluss von FKBP52 auf die Aktivierung des GRs
scheint FKBP51 einzunehmen. So zeigten Riggs et al., dass die Aktivierung der Transkriptionsaktivitat
des GRs durch FKBP52 durch die Expression von FKBP51 wieder blockiert werden kann. Diese
Beobachtung wurde von Davies et al. gestiitzt, die wiederrum bewiesen, dass eine Translokation des
GR-Hsp90-FKBP52-Dynein-Komplexes einen vorigen Austausch von FKBP51 gegen FKBP52
voraussetzt [80]. Die antagonistischen Eigenschaften von FKBP51 und FKBP52 in Bezug auf die
Modulation von SHRs verdeutlichten Riggs et al. nochmals, indem sie nachwiesen, dass eine
Punktmutation in FKBP51 (L119P) und in FKBP52 (P119L) dazu flihrte, dass sich die besagten Effekte
grolRtenteils umkehrten [81]. Zudem zeigten sie, dass fiir eine erfolgreiche Modulation der SHRs die
FK1-Domane zwar vorhanden sein muss, eine Notwendigkeit fiir die PPlase-Aktivitat jedoch nicht
besteht. Weitere Hinweise auf wichtige Funktionen von FKBP52 als Stressprotein lassen sich aus der
Tatsache schlieRen, dass FKBP52 im Gegensatz zu FKBP51 sowohl durch Hitze und Chemikalien als

auch durch zelluladren Stress induziert wird [73].
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Die von FKBP51 am besten charakterisierten Effekte sind solche, die
Steroidhormonrezeptoren involvieren. Neben den bereits beschriebenen inhibitorischen Effekten auf
den GR im Menschen zeigten Denny et al., dass Affenspezies der Neuen Welt — verglichen mit dem
humanen FKBP51 — noch deutlich potenter in der Lage sind, den GR zu inhibieren [82]. Dies und die
Tatsache, dass FKBP51-Plasma-Spiegel in besagten Affen signifikant hoher sind als im Menschen,
tragen vermutlich zur so genannten Glucocorticoid-Resistenz im Totenkopfaffchen bei [83]. Hierunter
versteht man die Tatsache, dass deutlich hohere Cortisol-Spiegel von No&ten sind, um eine
vergleichbare durch den GR induzierte Genexpression zu detektieren.

Wie schon in 1.1 beschrieben, nehmen sekretierte Corticosteroide wichtigen Einfluss auf die
negative Regulation der HPA-Achse. Interessant hierbei ist die Tatsache, dass FKBP51 unter anderem
durch Corticosteroide stark induziert wird [84]. Dadurch ergibt sich eine sehr interessante negative
Rickkopplung auf den GR, da das unter Kontrolle von GREs stehende FKBP51 die
Transkriptionsaktivitdt des GRs direkt inhibieren und somit das Signal durch den Rezeptorter
minieren kann. Auf gleiche Weise scheint FKBP51 wichtigen Einfluss auf andere
Steroidhormonrezeptoren zu nehmen, und zwar insofern, dass nicht nur die Aktivitdt des GRs,
sondern auch die des Progsteron- und Androgenrezeptors durch FKBP51 beeinflusst wird [85].
Hierdurch ergeben sich zusatzlich interessant Rickkopplungs-Moglichkeiten zwischen den
unterschiedlichen Rezeptor-Signalwegen. Ni et al. stellten fest, dass FKBP51 in androgen-
unabhéangigen Prostatakrebsformen hochreguliert ist und AR-Signale aktiviert, wodurch es
beschleunigenden Einfluss auf das Wachstum von Tumoren hat [86]. Weiter zeigten Jinwal et al.,
dass FKBP51 den Abbau von Tau-Proteinen blockiert und dessen Phosphorylierungsstatus verandert.
Beide Mechanismen fiihren zu Tauopathien, wobei Alzheimer die wohl bekannteste Erkrankung
dieser Gruppe ist [87].

Ergebnisse von Soontornniyomkij et al. deuten zusatzlich eine Verbindung zwischen
veranderten FKBP51-Spiegeln im Alter und daraus resultierenden Gedachtnisbeeintrachtigungen in
Wildtyp-Mausen an [88]. Im Gegensatz zu FKBP52-knockout-Mausen zeigen FKBP51-k.o.-Mause
unter basalen Bedingungen keine pragnanten Phdnotypen. Mannliche Mause, in denen FKBP52
erfolgreich ausgeschaltet wurde, weisen deutliche Unterentwicklungen ihrer Reporduktionsorgane
auf (unterentwickelte Penisse, verkleinerte Prostata, verringerte Spermiumbeweglichkeit und
Hypospadie). Weibchen zeigen rein optisch keine deutlich erkennbaren Veranderungen, sie sind
jedoch unfruchtbar [42]. FKBP51-k.o.-Tiere weisen dagegen normal entwickelte Geschlechtsorgane
auf und sind fruchtbar. Touma et al. zeigten allerdings, dass sich bezogen auf Stress das Verhalten
deutlich dndert. Der Verlust von FKBP51 fiihrte zu einer Verbesserung der aktiven Stressbewaltigung
und einer Erniedrigung der HPA-Achsen-Reaktivitdt auf der Grundlage von Stresseinwirkung [89].

Diese Ergebnisse wurden durch Hartmann et al. bestatigt, die zeigen konnten, dass 51-k.o-Mause in
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einem Modell des chronischen Sozialstresses (social defeat stress) weniger auf neue akute Stressoren
reagierten und sich zusatzlich von dem bereits Erlebten besser erholen konnten [90]. All diese von
FKBP51 verursachten Effekte verdeutlichen dessen Brisanz in pathologischen Verdnderungen des

Organismus und verstarken die Notwendigkeit eines besseren Verstandnisses der Biologie dieses

Immunophilins.

FKBP51 FKBP52 wq("

€— TPR-Doméine =—>

)
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur von FKBP51 und FKBP52 [91]
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1.6 Neurogenese, Synaptogenese und der Effekt von

Antidepressiva

Die genauen Ursachen fiir die Entwicklung von psychischen Stérungen, wie Depressionen,
Angststorungen oder auch Schizophrenie, sind noch nicht hinreichend geklart. Als eines der meist
akzeptierten Modelle (iber die Entwicklung einer Depression gilt das Diathese-Stress-Modell [92].
Hierbei wird davon ausgegangen, dass eine Kombination aus biologischen Faktoren, wie Erbanlagen
und epigenetische Faktoren, und die dadurch angeregte ontogenetische Entwicklung sowie stark
pragende Erlebnisse, wie zum Beispiel Angst oder Stresserlebnisse, einen Einfluss auf die Entstehung
einer Depression nehmen. Im Falle genetischer Faktoren konnte es sich beispielsweise um
Polymorphismen handeln, die Neurotransmission, HPA-Achse oder Neuroplastizitdt beeinflussen. Um
eine effektive Behandlung einer solchen Krankheit gewahrleisten zu konnen, gilt es in erster Linie, die
neurobiologischen Vorgédnge besser verstehen zu lernen. Eines der wichtigsten Hirnareale im Bezug
auf kognitive Funktionen und Stimmung ist der Hippocampus [93]. Verschiede Studien stellten
bereits Assoziationen zwischen psychischen Stérungen wie Depressionen oder auch Schizophrenie
und einer Verringerung des hippocampalen Volumens her [94, 95]. Weiter konnte bereits festgestellt
werden, dass eine Besserung der Symptome mit einer anschlieBenden VergroRerung des Bereichs
einhergeht. Auch konnte die adulte Neurogenese bereits im Menschen nachgewiesen werden.
Hierbei handelt es sich um Prozesse, die nicht ubiquitdr auftreten, sondern ausschlieBlich in zwei
bestimmten Bereichen des adulten Gehirns, der subventrikuldren Zone des lateralen Ventrikels und
der subgranularen Zone des Gyrus dentatus im Hippocampus [96]. Nachweislich entstehen in adulten
Saugetieren neuronale Vorlduferzellen, die sowohl in Neurone, Astrozyten wie auch
Oligodentrozyten differenzieren kénnen [97]. Erste praklinische sowie klinische Ergebnisse fielen
derart vielversprechend aus, dass die hippocampale Neurogenese bereits als Wirkstoffziel zur
Behandlung von Depressionen diskutiert wurde [98, 99]. Weitere Hinweise auf einen solchen
Mechanismus liefern Studien, die zeigen, dass ein gesunder Lebensstil und kérperliche Ertlichtigung
(beides Faktoren, die der Entstehung einer Depression nachweislich vorbeugen koénnen) die
hippocamale Neurogenese beglinstigen, wahrend Alterung und Stress mit einer Verminderung der
Neurogenese und der Entwicklung von Gedachtnisstérungen, Angst und Depressionen einhergehen
[100-102].

Zur Behandlung von Depressionen stehen derzeit verschiedene verwandte Wirkstoffklassen
zur Verfliigung. Die am weitesten verbreiteten Medikamente sind SSRls (selective seretonin reuptake
inhibitors), NRls (norepinephrine reuptake inhibitors), TCAs (tricyclic antidepressants) und MAOIs

(monoamine oxidase inhibitors). Neben diesen medikamentdsen Behandlungsformen existieren
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auBerdem alternative Behandlungsmoglichkeiten wie DBS (deep brain stimulation) oder TMS
(trancranial magnetic stimulation). Die erste Generation der Antidepressiva, die Monoaminoxidase-
Inhibitoren, wurde zufallig entdeckt. Nachdem die pharmakologische Wirkung dieser Stoffgruppe
entschlisselt werden konnte — namlich der Eingriff in den Monoamin-Haushalt— nahm man an, dass
ein gestorter Neurotransmitter-Spiegel die Ursache fiir die Entwicklung von Depressionen sei. Weiter
ging man davon aus, dass Substanzen, die die Verfligbarkeit dieser Transmitter im synaptischen Spalt
erhohen, zu einer Besserung der Symptomatiken fiihren [103]. Korrekt in diesem Zusammenhang ist,
dass alle Antidepressiva die Neurotransmission durch eine Erhéhung der Transmitterzahl verbessern.
Die Wirkmechanismen, die einer solchen Anderung zu Grunde liegen, sind jedoch different. So
inhibieren etwa SSRIs die Entfernung von Serotonin aus dem synaptischen Spalt, wahrend MAOIs den
enzymatischen Abbau von Monoaminen verhindern. Letztendlich kommt es jedoch in allen Fallen zu
einer Akkumulation der Botenstoffe.

Ein fundamentales Problem der Monoamin-Hypothese liegt in der zeitlich verzogerten
Wirkung aller Antidepressiva. So sind diese in der Lage, bereits nach einigen Stunden ihre primare
biochemische Wirkung voll zu entfalten, wahrend eine Besserung der pathologischen Situation eines
Patienten meist erst nach Wochen einsetzt. Eine Erkldarung fir solch eine Wirkung ist eine
stufenweise Desensibilisierung von Monoaminrezeptoren. Dagegen stehen jedoch Studien, die
belegen, dass eine Verknappung des Serotonin-Vorldufers Tryptophan oder auch die Blockade der
Tyrosinhydroxylase —die den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Synthese der Katecholamine
darstellt — keine depressiven Symptomatiken in gesunden Patienten auslésen [104]. Behandelte
Patienten hingegen neigen deutlich zu Rickfallen in eine Depression [105]. Diese Tatsache und
dardber hinaus der Umstand, dass etwa ein Drittel aller Patienten Uberhaupt nicht auf die
Behandlung mit antidepressiven Wirkstoffen reagiert, legt die Vermutung nahe, dass die durch
Antidepressiva modifizierte Neurotransmission nicht die finale Erklarung fur den therapeutischen
Mechanismus sein kann [106]. So zeigten zuletzt Boldrini et al., dass sowohl SSRIs als auch TCAs die
Neurogenese im Hippocampus zu erhdhen vermdgen [107].

Neben der Neurogenese werden im Kontext von Depressionen und deren Behandlung
ebenfalls Effekte diskutiert, die fur die Neubildung, Erhaltung oder Modulation von Synapsen
verantwortlich sind. Diese Prozesse werden allgemein unter dem Begriff ,Synaptogenese” gefiihrt
[106]. Hierunter versteht man samtliche Prozesse, beginnend bei der Synthese neuer Rezeptoren und
synapsen-sturkturrelevanter Proteine bis hin zur Modulation und Reorganisation vorhandener
Synapsen, was letztlich eine Anderung in der Kommunikation im neuronalen Netzwerk bewirkt. Ob
und inwieweit die konkurrierenden Prozesse Synaptogenese und Synapseneleminierung im Bezug auf
neuronale Plastizitat und die Anpassung auf duRere Stressoren eine zentrale Rolle einnehmen, ist

noch nicht hinreichend geklart. So findet Synaptogenese vor allem im Pranatal- und Sauglingsalter
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statt und wird spater durch eine vermehrte Eliminierung der Synapsen abgelost [108]. Diese
grofStenteils zeitlich voneinander entkoppelten Prozesse dienen insoweit hauptsachlich der
Stabilisierung des neuronalen Netzwerks, dass sehr friih viele Synapsen gebildet und diese im
Nachhinein sukzessive ,aussortiert” werden. Im adulten Gehirn ist die Synaptogenese stark limitiert
und Synapsen bleiben meist (iber Monate und Jahre erhalten [109].

Neben der Synaptogenese und der Eliminierung von Synapsen spielen auch modulatorische
Prozesse, die auf dendritische Dornfortsatze (spines) abzielen, eine wichtige Rolle im Gesamtkontext
der synaptischen Plastizitdt (spinogenesis und spine elimination) [110]. Erste Hinweise, dass
strukturelle synaptische Anderungen einen Einfluss auf die Entwicklung und Progression von
Depressionen nehmen konnten, ergab die Beobachtung, dass Mause, die sowohl chronischem als
auch unvorhersehbarem Stress ausgesetzt waren, Reduktionen des postsynaptischen Proteins PSD-
95 aufwiesen. Weitere Studien zeigten, dass es ebenfalls zu Reduktionen von Synaptophysin, GluR1
und Synapsin | kommt [111]. Die Anderungen traten dabei vor allem im prafrontalen Kortex, aber
auch im Hippocampus auf. Ahnlichkeiten in der gednderten Expression von synaptischen Proteinen
konnten auch postmortem in depressiven Patienten festgestellt werden [112, 113]. So zeigten unter
anderem Duric et al. signifikante Dysregulationen von Genen im Hippocampus depressiver Patienten,
die relevant fur die Aufrechterhaltung und Regulation der Synapsenstruktur und deren Funktion sind
[114]. Weiter konnte nachgewiesen werden, dass es in Ratten, die mit therapeutisch wirksamen
Dosen von Antidepressiva, wie Fluoxetin und Imipramin, behandelt wurden und in denen gleichzeitig
durch die Gabe von Methylazoxymethanlol die Neurogenese blockiert wurde, neben einer
Verbesserung der Depressions-Verhaltensmarker zu einer erhohten Synaptogenese wie auch einer
verstarkten Umgestaltung des dendritischen Netzwerkes kommt. Dies zeigt, dass nicht nur die
Neusynthese von Neuronen, sondern auch die Erhaltung und Umgestaltung bereits vorhandener
neuronaler Strukturen funktionell duBerst wichtig ist [115]. Betrachtet man diese Erkenntnisse, so
erscheint eine Korrelation der Reduktion des hippocampalen Volumens, ausgelost durch
Depressionen, und des mit einer erfolgreichen Therapie einhergehenden Wiederanstiegs durch die
Modulation von Synaptogenese und nicht zuletzt des Anstiegs der adulten Neurogenese im

Hippocampus duBerst naheliegend.
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1.7 Der Effekt von Steroiden auf neuronale Prozesse

Neben den bereits beschriebenen hormonellen Effekten der vom Korper sekretierten
Steroide haben diese weitere physiologisch dulRerst relevante Einfliisse sowohl in der Peripherie als
auch im zentralen Nervensystem. Hierbei spielen vor allem zwei Klassen von Steroiden eine
besondere Rolle: Neurosteroide und Glucocorticoide. Unter Neurosteroiden versteht man Steroide,
die von Neuronen des zentralen Nervensystems synthetisiert werden. Zu den Wichtigsten zdhlen
DHEA (Dehydroepiandrosteron), Pregnolon, Progesteron, Deoxycorticosteron und Allopregnanolon
[116]. Es konnte bereits ausgiebig belegt werden, dass besagte Neurosteroide regulatorisch in
neuronale Prozesse, etwa den Neuriten-Wachstum, die Myelinierung und neuronale Zellprotektion
sowie die Neurogenese eingreifen konnen. So zeigten Compagnone et al., dass DHEA in der Lage ist,
die Absolut-Ldngen von Tau-1-haltigen Axonen in primdren embryonalen Mad&useneuronen zu
erhohen [117]. Dagegen scheint DHEA selbst keine Effekte auf Dendriten auszuiliben. Die sulfatierte
Version des Steroids jedoch (DHEAS) fiihrt zu verlangerten Neuriten, welche verstarkt den
dendritischen Marker MAP-2 exprimieren. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass DHEA die
Synapsendichte in der CAl-Region des Hippocampus zu erhéhen vermag und somit ebenfalls die
Synaptogenese beeinflusst [118]. Progesteron wurde bislang vor allem in Verbindung mit wichtigen
Reparaturmechanismen von Myelinwdanden beschrieben [119]. In diesem Zusammenhang wirkt es
jedoch auch auf die Induktion und Proliferierung von myelinisierenden Oligodendrozyten [120].
Zudem nimmt Progesteron eine entscheidende Stellung in der Expression des fiir die Entwicklung
und Modulation von Neuronen sehr wichtigen Neurotrophins BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) ein. So zeigten Gonzalez Deniselle et al., dass Progesteron die mRNA-Expression von BDNF in
Neuronen erhéhen und dadurch neuroprotektiv auf das zentrale Nervensystem (ZNS) wirken kann
[121]. Ein weiterer wichtiger Effekt von Neurosteroiden im Bezug auf Protektion und Erhaltung
neuronaler Plastizitat sind neben ihrem Einfluss auf Neuritenwachstum, Myelenisierung und BDNF-
Expression ihre antiapoptotischen Effekte: Die wichtigsten Neurosteroide (DHEA, DHEAS,
Allopregnanolon und Progesteron) sind in antiapoptotische Schutzvorgdnge des ZNS involviert [122].
Neben all diesen neuroprotektiven Mechanismen ist DHEA (iberdies in Zusammenhang mit der
Neurogenese beschrieben worden. Karishma et al. zeigten, dass DHEA die Anzahl neu gebildeter
Neuronen im Gyrus dentatus des Hippocampus erhéht und dariiber hinaus die von Corticosteron
ausgeloste suppressive Wirkung auf besagte Neuronen blockiert [123].

Die in der Peripherie synthetisierten Glucocorticoide nehmen die zweite bedeutende Stellung
in der neuronalen Zellhomdostase ein. Nachweislich hohe Glucocorticoid-Spiegel (GC) im Korper
Uben negativen Einfluss auf die strukturelle wie auch funktionelle Plastizitat limbischer Hirnareale

wie den Hippocampus aus [124]. Des Weiteren wurden die Steroidhormone in Zusammenhang mit
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neuronalem Zelltod [125] und verminderter Neurogenese gebracht [126]. So kénnen hohe GC-
Plasmaspiegel durch eine Verringerung des Soma-Anteils, nuklearer Pyknose und dendritischer
Atrophien von CA3-pyramidalen Neuronen sowie eine negative regulierte Neurogenese im
Hippocampus insgesamt zu einem Volumenverlust des Hirnareals fiihren [127, 128]. Wahrend viele
Studien bereits die Effekte von GCs im Gehirn ausgiebig beleuchtet haben, kénnen bislang keine
wissenschaftlich soliden Aussagen lber den molekularen Wirkmechanismus getroffen werden. Einer
der bislang diskutierten und moglicherweise vielversprechendsten Wirkmechanismen der GCs sind
Neurotrophin-involvierende Prozesse. Neurotrophine sind Schlisselregulatoren neuronaler
Plastizitat. Zu den wichtigsten dieser Signalstoffe gehdrt BDNF, das nachweislich starken Einfluss auf
die Synaptogenese und Spine-Modulierung sowie auf die neuronale Protektion und Neurogenese
auslibt [129]. Den Hauptteil seiner Wirkung entfaltet BDNF hierbei durch die Rezeptortyrosinkinase
TrkB (tropomyosin-related kinase B). Eingegangene Signale werden daraufhin liber Ras-Raf-MEK
[MAPK (mitogen-activated protein kinase)/ERK (extracellular signal regulatetd kinase)], PI3K-Akt
(phosphatidylinositol-3-kinase-murine  thymoma viral oncogene homolog) oder PLC-y-Signale
(phospholipase C-y) integriert und weitergeleitet [130, 131]. BDNF wird im Hippocampus stark
exprimiert und nimmt eine zentrale Stellung in der Bildung von Synapsen wie auch in der Verstarkung
der Anzahl und Dichte selbiger ein [132]. Weitere auf die Plastizitat bezogene wichtige Eigenschaften
von BDNF sind die Verstarkung der Freisetzung von Neurotransmittern, postsynaptischen
glutamatergen Signalstromen und hippocampaler Neurogenese sowie die Protektion und Reifung
von Neuronen [133]. Sehr interessant sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse der Nestler-
Gruppe, die belegen, dass chronischer Stress zu einer verminderten Expression von BDNF fiihrt [134].
Zhang et al. zeigten zudem, dass eine anschlieRende chronische Behandlung mit Antidepressiva zu
einer Erhohung des BDNF-Spiegels fiihrt [135]. AuRerdem konnte wiederholt festgestellt werden, das
Corticosteron &duBerst potent in der Lage ist, BDNF-mRNA-Spiegel sowohl kortikal wie auch
hippocampal herabzuregulieren [136, 137]. Hierbei nehmen GCs nicht nur elementaren Einfluss auf
die Expression und Stabilitdt der BDNF-mRNA, sondern auch auf die Modulation der BDNF-Synthese
sowie deren Sekretion und weitere Prozessierung. So kénnen laut Shah et al. GCs beispielsweise
inhibitorisch auf die Translation von BDNF einwirken [138] und deren Exozytose durch Regulation
von Annexin Al potent blockieren [139, 140]. In Studien, die sich ndher mit den molekularen
Mechanismen der GCs in Bezug auf deren eigentliche Rezeptoren beschaftigten, stellte man fest,
dass Aldosteron (ein potenter Ligand flir den Mineralcorticoid-Rezeptor — MR) zu einer Erh6hung der
BDNF-mRNA in primaren kortikalen Neuronen von Ratten flihrt, wahrend Dexamethason (Ligand des
Glucocorticoid-Rezeptor — GR) selbige herabreguliert [141]. Eine endgiiltige Klarung dieses
Mechanismusses konnte bislang jedoch nicht vollzogen werden, da keine deutlichen Ergebnisse unter

Einsatz von selektiven Antagonisten erzielt wurden und die Problematik, dass Liganden dieser beiden
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Rezeptoren in den von den Autoren verwendeten Konzentrationen nicht exklusiv an einen der
beiden Rezeptoren binden, sondern diese in gleicherweise okkupieren, bis dato nicht weiter
diskutiert wurde. Evident wurde letztgenannte Problematik anhand GR-liberexprimierender Mause,
deren BDNF-Expression sowohl im Hippocampus [142] als auch in der Amygdala [143] hochreguliert
ist. Sichergestellt in diesem Zusammenhang ist jedoch die Aussage, dass zirkulierende GCs einen
modulativen Effekt auf die Expression sowie die Sekretion und nicht zuletzt die Signalweiterleitung
von BDNF haben und somit zentral auf die strukturelle sowie zelluldre Plastizitdit des Gehirns

einwirken und dessen Funktion dadurch nachhaltig beeinflussen konnen.
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1.8 Neuroblastoma Zelllinien

Um neuronale Prozesse in in-vitro-Modellen naher untersuchen zu kdnnen, eignen sich
primare Zellkulturen, bestehend aus Neuronen, besonders gut. Dennoch sei an dieser Stelle erwahnt,
dass diese auch einige nicht zu vernachldssigende Nachteile bezliglich ihrer meist sehr starken
Heterogenitat, Unfahigkeit zur Zellteilung und diffizilen Handhabung aufweisen. So ist es zum Beispiel
nicht moglich, Neuronen Uber einen langeren Zeitraum in Kultur zu halten. Weiter besteht bei
primaren Zellkulturen stets die Gefahr von Kontaminationen aus nicht neuronalen Komponenten und
somit der Kultivierung und Analysierung fremder Zellen. Eine Alternative fir Neuronen stellen daher
Zellen dar, die aus Neuroblastomen (NB) gewonnen wurden. Dabei handelt es sich um Tumorzellen
der Neurralleiste, die fahig sind, in-vitro zu proliferieren und durch einen Ausldser zu Zellen mit
partiell neuronalen Eigenschaften zu differenzieren [144]. Die am weitesten verbreiteten NB-
Zelllinien sind die aus Ratten gewonnen PC-12, humane SH-SY5Y sowie murine Neuro-2a (N2a) [145,
146]. Die Fahigkeit nicht nur proliferieren sondern auch durch einen Stimulus ,auf Kommando“
differenzieren zu konnen, machen diese Zellen zu einem auflerordentlich nitzlichen Werkzeug, um
neuronale Prozesse im Rahmen von Zellkulturen zu studieren. Nicht zuletzt kdnnen auf diese Art und
Weise padiatrische Neuroblastome, Neurotoxizitat, virologische Studien und nicht zuletzt molekulare
zelluldre Aspekte neuronaler Differenzierung untersucht werden [147].

Um eine ungefahre Aussage Uiber die Neurotoxizitat neuer potenzieller Wirkstoffe treffen zu
kénnen, miissen diese zunichst auf ihre Vertriglichkeit im ZNS getestet werden. Uber Jahrzehnte
wurden hierfiir Tierversuche unternommen, welche nicht nur kostspielig, sondern auch aus
ethischen Griinden in einer modernen Gesellschaft, die sich nicht nur Gber ihr eigenes Wohl, sondern
auch das der Tiere definiert, soweit wie irgend moglich vermieden werden sollten. Hierfir stellen in-
vitro-Zellkulturen eine sehr gute Alternative dar [148]. Priméare Zellen weisen allerdings — wie bereits
erwdhnt — den Nachteil auf, dass sie zum einen nicht immer homogen sind und zum anderen stets
aus tierischen Quellen neugewonnen werden missen. Daher werden humane wie auch murine
Zelllinien mittlerweile sehr erfolgreich zum Testen von Viren und medizinalen Wirkstoffen eingesetzt
[149]. Weitere wichtige Einsdtze von NB-Zelllinien finden sich in der Entwicklung und Uberpriifung
von Insektiziden. Hierbei handelt es sich meist um Phosphorsdureester und Carbamate, die sehr
potent in der Lage sind, die fiir die Eliminierung des Neurotransmitters Acetylcholin verantwortliche
Acetylcholinesterase zu blockieren. NB-Zellen exprimieren ebenfalls die fiir die Neurotransmission
relevanten Esterasen, sodass sie sich sehr gut als Testobjekte eignen [150]. Andere Anwendungen
finden NB-Zellen in modernen Anti-Malaria- und Krebsmedikamenten, bei der Beurteilung von

Impfstoffen und der Untersuchung verschiedenster Virus-Wirt-Interaktionen. So konnten bereits
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pathologische Eigenschaften von Viren auf das ZNS (in-vivo) in diesen in-vitro-Modellen reproduziert
und analysiert werden [151, 152].

Zusatzliche wichtige Untersuchungsmoglichkeiten von NB-Zelllinien stellen die Prozesse
neuronaler Differenzierung dar. Besagte Zelltypen sind bereits ergiebig untersucht und beschrieben
worden und eigenen sich durch die Moglichkeit, den Zeitpunkt der Differenzierung genauestens
kontrollieren zu kénnen, duRerst gut, um vor allem friihe Entwicklungsstadien von Neuronen zu
untersuchen [153]. Dabei werden vor allem elementare molekulare Vorgange beleuchtet, die fiir die
Entwicklung bestimmter Phanotypen relevant sind. Von Interesse sind in diesem Zusammenhang vor
allem solche Prozesse, die neuronale Entwicklung, synaptische Plastizitdt sowie Reifeprozesse von
Vorlauferstadien in das endgiltige Neuron involvieren. Um eine Differenzierung dieser Zellen
auszulésen, gibt es unterschiedliche oft Zelltyp-abhangige Behandlungsmaoglichkeiten. Unterschieden
werden vor allem zwei grofle Klassen: solche, die eine Differenzierung durch die Blockade des
Zellzyklus auslésen, und solche, die keinen Einfluss auf die Proliferation der Zellen nehmen. So
kdnnen zum Beispiel Retinol und NGF (nerve growth factor) eine Differenzierung auslésen ohne
proliferierende Zellen zu arrestieren, wahrend etwa der Entzug von Serum eine Differenzierung mit
einhergehendem Stillstand des Zellzyklus ausldst. In-vitro kénnen solche Differenzierungsprozesse
entweder visuell durch Veranderungen der Morphologie ausgemacht oder durch die
Charakterisierung funktioneller Marker wie tau, MAP-2 (microtubule-associated protein2) oder
Synaptophysin (p38) bestimmt werden. Subsumiert Idsst sich festhalten, dass durch den Einsatz von
NB-Zelllinien wie SH-SY5Y und Neuro-2a molekulare Mechanismen der Mitose und Differenzierung,
aber auch Apoptose von Neuronen qualitativ hochwertig, aber auch simpel und nachhaltig
untersucht werden kénnen. Dies macht diese Art von Zellen zu einem sehr wertvollen Werkzeug, um

neuronale Prozesse besser beleuchten und verstehen zu kénnen.
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1.9 Ziel der Arbeit

Fiir FKBP-Liganden konnten bereits in der Vergangenheit neurotrophe Eigenschaften
nachgewiesen werden. Allerdings wurden die relevanten Zielproteine dieser Verbindungen bislang
nie geklart. Spatestens seit zusatzlich Steroide mit verwandten neurologischen Prozessen in
Verbindung gebracht werden konnten, ist es dringend an der Zeit, die molekulare Ursache solcher
Effekte auf neuronale Zellen mechanistisch zu untersuchen.

Die Tatsache, dass sowohl Immunophilin-Liganden als auch Steroide sehr untypische,
glockenférmige Dosis-Wirkungs-Verhalten in Bezug auf neuronale Entwicklungsprozesse aufweisen
und moderne Antidepressiva gleichermalRen mit der Zelldifferenzierung wie auch der Regulation der
Steroidhormon-Rezeptoren-Aktivitat assoziiert wurden, veranlasst uns festzustellen, ob und
inwieweit all diese Systeme miteinander in Verbindung stehen.

Hierfir  sollten  Effekte  selektiver Agonisten wie auch Antagonisten von
Steroidhormonrezeptoren untersucht und deren Relevanz in neuritogenen Prozessen abgeschatzt
werden. Weiter wurde durch Verwendung unterschiedlicher Isoformen und Mutanten von FKBPs,
aber auch durch Verwendung von selektiven Inhibitoren dieser Proteine die biochemischen
Wirkmechanismen von FKBP51 und FKBP52 auf neuronale Zellsysteme molekularbiologisch
untersucht. Zudem sollte geklart werden, ob die von FKBPs ausgelosten Effekte in Zusammenhang
mit den regulativen Differnezierungsmechanimsen von Steroiden stehen oder diese sogar
kontrollieren. Uberdies wurde die vorliegende Arbeit von der Frage geleitet, ob und inwieweit
FKBP51 ein wichtiger Regulator neuronaler Differenzierung ist und ob eine pharmakologische
Inhibition dieses Proteins gegebenenfalls erstrebenswert fiir die Besserung psychischer Krankheiten
sein kdnnte.

Nicht zuletzt sollte diese Arbeit einen Beitrag zu einem besseren Verstandnis der Biologie
und Pharmakologie von FKBP51 in neuronalen Zellen leisten und damit maRgeblich zur Entwicklung

neuer Antidepressiva, Therapien und schlussendlich zur Heilung von Depressionen beitragen.
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2 Material

2.1 Chemikalien

[1,2,4,6,7->H(N)]-Dexamethason

Adenosin 5°-Triphosphat

Agar-Agar

Aldosteron

Ampicillin

Antascomicin B

Anti-FLAG M2 affinity resin

Borsaure

Bovine Serum Albumine (BSA)

CK97 (Substanz 1d [155])

p-Coumarinsaure

CORT108297

D(-)-2-Amino-5-phosphonovaleric acid (D-AP5)

Perkin Elmer (Waltham/USA)

|

Roth (Karlsruhe/D)

Roth (Karlsruhe/D)

Molekula (Miinchen/D)

Roth (Karlsruhe/D)

Stephen Ley (Cambridge/UK) [154]

Sigma-Aldrich (St. Louis/USA)

Calbiochem (San Diego/USA)

Roth (Karlsruhe/D)

AG Hausch (MPI fir Psychiatrie /D)

Sigma-Aldrich (St. Louis/USA)

AG Almeida (MPI fur Psychiatrie/D)/
Corcept Therapeutics (Menlo Park/USA)

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz/USA)

27




2. Material

Dextran T70

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dihydrotestosteron (DHT)

EDTA (Titriplex IlI)

EZview Red Anti-HA Affinity Gel

FK506 (Tacrolimus)

GC-buffer

GlutaMAX

Glycerol (86-88% (v/v))

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)

Hygromycin

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Ligand GR42, GR44, GR3al und GR3e*

Ligand LDC43920, SG466, SG537 und SG568

Lipofectamine LTX

Luminol

il

|

Roth (Karlsruhe/D/D)

Gibco (Carlsbad/USA)

Sigma-Aldrich (St.Louis/USA)

Merck (Darmstadt/D)

Sigma-Aldrich (St.Louis/USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis/USA)

NEB (Frankfurt am Main/D)

Gibco (Carlsbad/USA)

Roth (Karlsruhe/D)

Gibco (Carlsbad/USA)

Applichem (Darmstadt/D/D)

Roth (Karlsruhe/D)

Dr. R. Gopalakrishnan (MPI of Psychiatry,
Munich)[156, 157]

Dr. S. Gaali (MPI of Psychiatry, Munich)
Lead Discovery Center (Dormund)

Invitrogen (Karlsruhe/D)

Roth (Karlsruhe/D)
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Methanol

Milchpulver

Neurobasal Madium

Opti-MEM

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Ponceau S

Rapamycin (Lot #R020)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat

Natriumflourid

Natriumpyrophosphate

Radicicol

Ru26988

Triton X-100

Tween 20

B — Mercaptoethanol

Roth (Karlsruhe/D)

Roth (Karlsruhe/D)

Gibco (Carlsbad/USA)

Gibco (Carlsbad/USA)

Molekula (Nienburg/Weser/D)

Roth (Karlsruhe/D)

|

Cfm (Marktredwitz/D)

|

Roth (Karlsruhe/D)

Roth (Karlsruhe/D)

Roth (Karlsruhe/D)

Fluka Sigma-Aldrich (St.Louis/USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis/USA)

AG Schmidt (MPI fiir Psychiatrie /D)

Roth (Karlsruhe/D)

Bio-Rad (Minchen/D)

Merck (Darmstadt/D)

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien
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2.2 Verbrauchsmaterial

1,5ml Reaktionsgefalle Protein low binding Eppendorf (Hamburg/D)

Assay Platte 96 well ,,opitiplate” (6004290) Perkin Elmer (Waltham/USA)

Millex Stringe Filter 0.22 pm Merck-Millipore (Billerica/USA)

Objektrtrager Thermo Fischer Scientific (Schwerte/D)

Pipettenspitzen Corning (Kaiserslautern/D)

Scinitillationvials Perkin Elmer (Waltham/USA)

|

Sterilfilter Express™ Plus 0,22um Millipore (Billerica/USA)

Zellkulturflaschen Nunc (New York/USA)

Zellschaber Sarstedt (Numbrech/D)

Tabelle 3: Verbrauchsmaterial
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2. Material

2.3 Enzyme

Humanes FKBP51 o
(hFKBPS1) 20 mM HEPES pH 8.0, 20 mM NaCl, 10 % Glycerol

USSR G SIS 20 mM HEPES pH 8.0, 20 mM NaCl, 10 % Glycerol

(FKBP51: AA 143-457)
Humanes FKBP52 o
(hFKBP52) 20 mM HEPES pH 8.0, 20 mM NacCl, 10 % Glycerol

e

Squirrel Monkey FKBP51
(smFKBP51)

Tabelle 4: In BL21 E.Coli exprimierte und in-vitro aufgereinigte Proteine samt Lagerpuffer
Immunoglobulin G Thermo Fischer Scientific (Schwerte/D)
Restriktionsendonukleasen NEB (Frankfurt am Main/D)

20 mM HEPES pH 8.0, 20 mM NaCl, 10 % Glycerol

T4-DNA Ligase NEB (Frankfurt am Main/D)

Tabelle 5: Enzyme fiir biotechnologische Prozessierungen

a-GFP, polyklonal, Huhn

Ab Cambridge/UK
Katalognummer: ab13970 cam (Cambridge/UK)

a-HA, monoklonal, Maus
! ! C Princeton/USA
Katalognummer: MMS-101P ovance (Princeton/USA)

a-Huhn, Ziege,
Alexa Fluor 488 gekoppelt Life Technologies (Carlsbad/USA)
Katalognummer: A-11039

a-Maus, Ziege, Alexa Fluor 594

gekoppelt Life Technologies (Carlsbad/USA)

Katalognummer: A-11032
Tabelle 6: Antikorper
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2.4 Plasmide

Name Nr. Quelle Verwendet fir

pProExHTa 1 Invitrogen (Karlsruhe/D) Expressionsvektor fiir
Proteine

pRK5-FKBP52 206 AG Hausch (MPI fir Psychiatrie/D) FKBP52 Expression in

Neuriten-Wachstums-Assay

pRK5-mmFKBP51 499 AG Hausch (MPI fir Psychiatrie/D) | MMFKBPS51 Expression in
Neuriten-Wachstums-Assay

FKBP51FD67DV Expression
in Neuriten-Wachstums-
Assay

pRK5-FKBP51FD67DV 382 AG Hausch (MPI fur Psychiatrie/D)

pProExHTa-FKBP51 2 AG Hausch (MPI fiir Psychiatrie/D) | FKBP51 Expression in BL21
flr Aufreinigung

pProExHTa- FKBP51TPRmut Expression
FKBP51TPRmut AG Hausch (MPI fuir Psychiatrie/D) in BL21 fiir Aufreinigung
(FKBP51K352A/R356A)

pProExHTa- Expression der FKBP51FK1-
hFKBP51FK1 AG Hausch (MPI fuir Psychiatrie/D) Domane in BL21 fiir
(FKBP51: AA 1 —140) Aufreinigung

DProExHTa-smFKBPS1 440 AG Hausch (MPI fir Psychiatrie/D) | SMFKBPS1 Expression in
BL21 fur Aufreinigung

. . . Expression von
myr-Venus 455 AG Refojo (MPI fir Psychiatrie/D) myrsitinilierten Venus in

Neuriten-Wachstums-Assay

Tabelle 7: Plasmide
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2.5 Primer

Nr. Name Sequenz 5°- 3’ Verwendet fiir Komplementar

23 seq pBAD-3' ATCTGTATCAGGCTGAAAATC Sequenzierung von pProExHTa
mcs des pProExHTa

35 51mut_f66v_r GGTTCATTTCTATCATGACTGG Punktmutation Humanes
AATCAACCTTCTTTCCATTTGAC | (F67V) in humanem FKBP51
FKBP51

37 52mut_f66v_r CGATCCAGACTGGAGTCAACCT | Punktmutation Humanes
TTGTGCCATCTAATAG (F67V) in humanem FKBP52
FKBP52

131 | pSG5rv Seq GAAATTTGTGATGCTATTGC Sequenzierung von pRK5
mcs des pRK5

51-PPImut-rev CAAATGGTTCATTTCTATCATGA Punktmutati | Humanes
CTGGAAACATCCTTCTTTCCATT | on (FD67DV) in FKBP51
TGACAATTTTCC humanem FKBP51

pm-smFKBP51-rev CAGTAGTCATTGTCTTATAAGT | Punktmutation in FKBP51 aus
AGAGAACCTGTCG FKBP51 aus sameri sameri

boliviensis boliviensis

sm51F67V_rev CTATCATGACTGGAATCCACCTT | Punktmutation FKBP51 aus
CTTTCCATTTGCC (F67V) in FKBP51 aus | sameri
sameri boliviensis boliviensis

Tabelle 8: Primer
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2.6 Viren

Name

AAV1/2-CAG-HA-tagged-FKBP51-WPRE-

BGH-polyA

Tabelle 9: Viren

Quelle

GeneDetect
(Auckland/Neuseeland)

34

Verwendet fiir

Uberexpression von FKBP51 in
primaren hippocampalen Neuronen
fiir Neuriten-Wachstums-Assay




2. Material

2.7 Gerate

AKTApurifier GE Healthcare (Miinchen/D)

Micro Beta” 2450 Microplate Scintillation
Perkin Elmer (Waltham/USA)
Counter

Biofuge pico Heraeus (Buckinghamsire/UK)

i

CO2 Inkubator Hera Cell Fisher Thermo (Schwerte/D)

Eismaschine ZBE 150-MT Ziegen (Isenhagen/D)

Gelelectrophorese System XCell Sure Lock Invitrogen (Karlsruhe/D)

\

LS6500 Mulit-purpose Scintillation
Beckman Coulter (Krefeld/D)
Counter

pH-meter 538 Multical® WTW (Weilheim/D)

Robocycler 96 Stratagene (La Jolla/USA)

Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg/D)

Work bench LaminarAir HB 2448 Haraeus (Mannheim/D)

Zentrifuge 5417 Eppendorf (Hamburg/D)

Zentrifuge Avanti"™ J-25 (Rotoren:

JA20/JLA250)

Beckman Coulter (Krefeld/D)

Zentrifuge Magafuge 1.0R Heraeus (Buckinghamsire/UK)

Tabelle 10: Gerdte
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2.8 Bakterien und eukaryotische Zellkultur

Name

BL21 (E. coli) Invitrogen (Karlsruhe/D)

Flp-In-293 (human) Invitrogen (Karlsruhe/D)

Verwendet fiir

Uberexpression von Proteinen fiir in-
vitro Aufreinigung

Herstellung stabil
Uberexprimierender Zellen eines
bestimmten Proteins

Neuro-2a (murin) AG Refojo (MPI fir Psychiatrie/D) Neuriten-Wachstums-Assay

Tabelle 11: Zelllinien

2.9 Kits

BCA Protein Assay

High Yield Plasmid Mini Kit

Qiagen Plasmid Midi Kit

|

Thermo Fisher Scientific (Schwerte/D)

SLG (Gauting/D)

Qiagen (Hilden/D)

Tabelle 12: Kits

2.10 Software

AxioVision 4.7.1

Imagelab 4.1

SigmaPlot 11

Word, Excel 2010

Carl Zeiss (Oberkochen/D)

Bio-Rad (Minchen/D)

Systat Software (Erkrath/D)

Microsoft (Minchen/D)

Tabelle 13: Software
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Praparation kompetenter E. Coli-Bakterien

Fir die Praparation von transformations-kompetenten E. Coli-Bakterien wurden 50 ml
steriles LB-Medium mit 50 ul des Glycerol-Stocks angeimpft und tber Nacht bei 37 °C auf einem
Rotationsschittler kultiviert (200 rpm). 25 ml dieser Kultur wurden im Anschluss in 500 ml steriles
LB-Medium gegeben und bei 37 °C so lange kultiviert, bis die optische Dichte bei 600 nm einen Wert
von 0,3 erreichte. Die Zellen wurden daraufhin durch Zentrifugation fir 15 Minuten bei 5000 g und 4
°C geerntet. Das Zellpellet wurde zunachst langsam in 125 ml kalter, steriler MgCl,-Lésung (100 mM)
resuspendiert und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt erneut in 25 ml steriler CaCl,-L6sung
(100 mM) resuspendiert. AnschlieRend wurden 200 ml der gleichen Losung zugegeben und fir
weitere 20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden abermals bei 4000 g und 4 °C fiir 10 Minuten
zentrifugiert und im Anschluss mit 10 ml einer 100 mM CaCl,-L6sung, welche 10 Prozent Glycerol

enthielt, resuspendiert, zu 100 ul aliquotiert und bei — 80 °C gelagert.

3.1.2 Transformation

50 ul kompetente E. Coli-Bakterien wurden aufgetaut und mit 5 - 50 ng DNS versetzt. Im
Anschluss wurden die Proben fiir eine halbe Stunde auf Eis gelagert und daraufhin 45 Sekunden bei
42 °C inkubiert. Im Folgenden wurden die Zellen weitere zwei Minuten auf Eis gehalten, woraufhin
900 ul LB-Medium zugegeben wurde. Nun wurden die Zellen fiir weitere 30 Minuten bei 37 °C auf
einem Schdttler inkubiert und zum Abschluss abzentrifugiert und auf LB-Agar-Platten, die 100 ug/ml
Ampicillin enthielten, Gber Nacht bei 37 °C kultiviert. Am nachsten Tag wurden einzelne Klone gepickt

und auf separaten LB-Agar-Platten ausgestrichen und analysiert.

3.1.3 Bakterien-Kulturen

Ein dem jeweiligen Versuch entsprechendes Volumen an LB-Medium wurde mit einem
singular gepickten Klon einer LB-Agar-Platte oder einer geringen Menge eines Glycerol-Stocks lber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Herstellung des eingesetzten Glycerol-Stocks wurden 500 ul der Kultur

mit 500 pl 30-prozentigem, sterilen Glycerol versetzt und bei - 80 °C eingefroren.
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3.1.4 Praparation von DNS und deren Quantifizierung

DNS wurde mit Hilfe eines entsprechenden Kits nach Herstellerangaben prapariert und die
Konzentration durch Bestimmung der Extinktion bei 260 nm in einer Quvarzkiivette bestimmt.
Hierbei wurde darauf geachtet, dass sich die gemessen Werte in einem linearen Bereich zwischen 0,1
und 1 befanden. Im Anschluss konnte mittels Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetztes die

Konzentration bestimmt werden:
A=e*c*d
A: Absorption
C: Konzentration
e: molarer Extinktionskoeffizient

d: Strahlengang in der Kivette

Fir doppelstrangige DNS gilt: A, = 1 entspricht einer 50 ng/ul haltigen DNS-L6sung bei

einem pH von 7,0.
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3.1.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fir eine Standard-Polymerase-Kettenreaktion wurden in einem 0,2 ml PCR-Reaktionsgefal,

in einem Totalvolumen von 50 pl, folgende Komponenten zusammengegeben:

dNTP-Mix (Stock: 25 mM): 500 uM
Primer 1 ,forward“: 100 nM
Primer 2 ,reverse”: 100 nM
Zu amplifizierende DNS: 100 ng
Phusion Polymerase: 1U
MgCl2: 2mM
10 fach Polymerasen Puffer: 5ul

AnschlieBend wurde die Reaktion in einen Thermo-Cycler gegeben und einem vorgegebenen

Reaktionsprogramm unterzogen. Hierfiir wurde fiir je 1000 Basenpaare eine Elongationszeit von

einer Minute kalkuliert. Die Anlagerungstemperatur wurde nach Herstellerangaben der Primer

gewadhlt. So ergab sich ein komplettes Reaktionsprogramm, das sich wie folgt zusammensetzte:

Schritt 1:
Schritt 2:
Schritt 3:
Schritt 4:
Schritt 5:
Schritt 6:

92°C 300 Sekunden Initiale Denaturierung
92°C 40 Sekunden Denaturierung
50-65°C 40 Sekunden Annaherung

72°C 30 -120 Sekunden Elongation

30-fache Wiederholung der Schritte 2 bis 4
72 °C 300 Sekunden finale Elongation
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3.1.6 Aufreinigung und Analyse von PCR-Produkten

3.1.6.1 Agarosegel-Elektrophorese

Die GrofRe verschiedener DNS-Fragmente ist mit Hilfe von Agarosegelen bestimmt worden.
Hierfir wurde die DNS — Gblicherweise 5 pl einer 100 ng/ul Losung — auf ein solches Gel aufgetragen
und an eine Spannungsquelle (100 V) angeschlossen, um eine Bewegung der geladenen DNS in
Richtung der Anode zu erméglichen. Die Trennung basierte dabei auf der GroRRe der DNS-Fragmente,
da kleinere Bruchstiicke im Spannungsfeld schneller wandern als grol3ere.

Zur Durchfiihrung des Experiments wurden einprozentige Agarosegele verwendet, die aus je
1 g Agarose und 100 ml TAE-Puffer bestanden. Diese Losung wurde in einer Mikrowelle erhitzt und so
lange geschwenkt, bis sich die Agarose komplett loste. Zu diesem Zweck musste die Losung
mehrmals zum Sieden gebracht werden. Nachdem sich die Agarose vollstandig gel6st hatte, ruhte die
Losung zum Abkilihlen einige Minuten. Erkaltet, aber noch flissig wurde sie mit 5 pl Ethidiumbromid
(10 mg/ml in Wasser) versetzt und in eine Gelkammer gegossen. Die Taschen wurden mit Hilfe von
Kdmmen geformt. Nachdem die Losung innerhalb der Kammern komplett abgekihlt und erstarrt
war, konnte das Gel verwendet werden. Die zu untersuchenden DNS-L6sungen wurden vorsichtig in

die vorgeformten Taschen gefiillt und mittels des elektrischen Feldes getrennt.

TAE-Puffer: Tris/HCl 40 mM, Eisessig 20 mM, EDTA 1 mM
DNS-Auftragspuffer:  EDTA 20 mM, Bromphenolblau 0,25 %, Saccharose 40 %, pH 8,0

3.1.6.2 Aufreinigung von DNS

Die Aufreinigung der DNS aus PCR- oder Restriktionsansatzen sowie jener, die mit Hilfe eines
praparativen Agarosegels aufgetrennt worden war, erfolgte je nach Bedarf der zu praparierenden
Menge mit dem High-Yield-PCR-Clean-up/Gel-Extraction-Kit der Firma SLG (Gauting/D) oder mit dem
Nucleobond-AX-2000-Kit der Firma Macherey-Nagel (Diiren/D). Es wurde jeweils exakt nach Angaben

des Herstellers verfahren.
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3.1.6.3 Isolierung von DNS-Fragmenten aus

einem Agarosegel
Die zu isolierenden DNS-Fragmente wurden zunachst mit Hilfe eines Agarosegels getrennt
und anschlieRend per UV-Licht sichtbar gemacht. Daraufhin wurden die entsprechenden Banden mit
einem Skalpell ausgeschnitten und nach Angaben des Herstellers mit dem High-Yield-PCR-Clean-
up/Gel-Extraction-Kit der Firma SLG (Gauting/D) aufgereinigt. Die Quantifizierung der DNS wurde

mittels der in Kapitel 3.1.4 aufgefiihrten Methode umgesetzt.

3.1.6.4 Restriktion von DNS

Fiir die Restriktion von Plasmid-DNS sowie von PCR-Produkten wurde folgender Ansatz

gewahlt:

lug Plasmid-DNS

10U Restriktionsenzym 1

10U  Restriktionsenzym 2

2 ul BSA (10 fach Stock)

2 ul Puffer fir entsprechende Restriktionsenzyme (10-fach Stock)
Xul H,O bidest

Totalvolumen 20 pl

Die Ansatze wurden im Anschluss 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach erfolgter Restriktion
wurde die DNS mit Hilfe des High-Yield-PCR-Clean-up/Gel-Extraction-Kit der Firma SLG (Gauting/D)
aufgereinigt. Im Falle der Restriktion von Plasmid-DNS wurde diese zuvor Uber ein Agarosegel
aufgereinigt, die benoétigten DNS-Fragmente wurden mit UV-Licht sichtbar gemacht, ausgeschnitten

und im Anschluss selbiger Restriktionsprozedur unterzogen.
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3.1.6.5 Ligation von DNS

Zur Umsetzung von Ligationen wurde den obigen Ausfiihrungen entsprechend prozessierte

Plasmid-DNS mit einem PCR-Produkt oder dem Insert eines anderen Vektors in einem Verhaltnis von

1 zu 10 (Insert zu Vektor) kombiniert und in folgendem Ansatz zusammen mit T4-DNS-Ligase Uber

Nacht bei 16 °C inkubiert:

1pg
6 ug
10U
1mM

1l

Plasmid-DNS

PCR-Produkt oder korrekt geschnittenes Insert aus einem anderen Vektor
T4 DNS-Ligase (20 U/ul)

ATP

Ligationspuffer (10 fach Stock)

Totalvolumen 10 pl

3.1.6.6 Restriktionskontrollen

Um zu Uberpriifen, ob die gewiinschte Klonierung erfolgreich verlaufen war, wurden stets

Restriktionskontrollen durchgefiihrt. Hierbei kamen die wahrend der Klonierung verwendeten

Restriktionsenzyme zum Einsatz. Der Ansatz besagter Restriktionskontrollen setzte sich wie folgt

Zzusammen:

1pg
10U
10U
2 ul
X ul

Plasmid-DNS

Restriktionsenzym 1

Restriktionsenzym 2

Puffer fur entsprechende Restriktionsenzyme (10-fach Stock)

H,O0 bidest

Totalvolumen 20 ul

Die Ansadtze wurden im Anschluss 2 Stunden bei 37 °C inkubiert und mit Hilfe von

Agarosegelen auf ihren Erfolg hin analysiert.
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3.1.6.7 DNS-Sequenzierung

Um zu Uberprifen, ob eine durchgefiihrte Klonierung erfolgreich verlief, wurde nach
korrekter Restriktionskontrolle eine komplette Sequenzierung des eingefligten Inserts vollzogen.
Hierfir wurde stets 300 ng Plasmid-DNS zusammen mit den entsprechenden Primern 1 und 2
(forward- und reverse-Primer) in einem Totalvolumen von 7,5 pul an die Microchemistry Core Facility
des Max-Planck-Instituts fiir Biochemie in Martinsried/D versendet und dort sequenziert. Die dort
generierten DNS-Sequenzen wurden im Anschluss mit korrekten, korrespondierenden Sequenzen der
NCBI-Datenbank (National Center for Biotechnology Information-Datenbank) verglichen und

verifiziert.

3.1.6.8 Punktmutationen durch PCR

Um Punktmutationen in bestimmte Bereich der Plasmid-DNS einzufiihren, wurde ein
Verfahren angewandt, welches unter anderem die in Kapitel 3.1.5 beschriebene Polymerase-
Kettenreaktion miteinbezieht (Site-directed mutagenesis). Hierflr wurde folgender Ansatz mit einem

Totalvolumen von 50 pl gewahlt:

dNTP-Mix (Stock: 25 mM): 250 uM
Primer 1 ,forward“: 100 nM
Primer 2 ,,reverse”: 100 nM
Zu amplifizierende DNS: 100 ng

Polymerase: 1U

10 fach Polymerasen Puffer: 5ul

Die Primer wurden hierbei so gewahlt, dass die gewiinschte Punktmutation in den
Sequenzen enthalten war und von mindestens 15 Basen zu beiden Seiten flankiert wurde.
AnschlieRend wurde die Reaktion in einen Thermo-Cycler gegeben und einem vorgegebenen
Reaktionsprogramm unterzogen. Hierfiir wurde fiir je 1000 Basenpaare des kompletten Vektors eine
Elongationszeit von einer Minute kalkuliert. Die Anlagerungstemperatur wurde nach
Herstellerangaben der Primer gewahlt. So ergab sich ein komplettes Reaktionsprogramm, das sich

wie folgt zusammensetzte:

Schritt 1: 92 °C 300 Sekunden Initiale Denaturierung
Schritt 2: 92 °C 40 Sekunden Denaturierung
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Schritt 3: 50-65°C 40 Sekunden Anndherung
Schritt 4: 72 °C ca. 480 Sekunden (s.o.) Elongation
Schritt 5: 20-fache Wiederholung der Schritte 2 bis 4

Schritt 6: 72 °C 600 Sekunden finale Elongation

Nach abgeschlossener PCR wurde der gesamte Ansatz einem Verdau mit Dpnl unterzogen.
Dieses Enzym dient dem Abbau von methylierter DNS, sodass nur die Ursprungs-DNS ohne Mutation,
nicht jedoch die neu synthetisierte DNS inklusive der gewiinschten Punktmutation, abgebaut wird.
Hierfir wurden 1 pl Dpnl (20 U/ul) direkt in den PCR-Ansatz gegeben, der eine Stunde bei 37 °C
inkubiert wurde. Daraufhin wurde das Enzym durch einen 10-miniitigen Hitzeschock bei 80 °C
inaktiviert. Nachfolgend wurde der Ansatz in kompetente E. Coli transformiert (siehe Kapitel 3.1.2).
Am darauffolgenden Tag wurden einzelne Kolonien gepickt, deren Plasmide extrahiert und

sequenziert (siehe Kapitel 3.1.3, 3.1.4, und Kapitel 3.1.6.7).
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Expression und Aufreinigung von Proteinen

3.2.1.1 Proteininduktion mit IPTG

Um Proteine den experimentellen Anforderungen entsprechend aufreinigen zu kénnen,
mussten sie molekularbiologisch derart modifiziert werden, dass sie schlussendlich einen N-
terminalen sechsfachen Histidin-Rest in sich trugen (siehe Kapitel 3.1). AnschlieBend konnte das
kodierende Plasmid in E. coli (Typ BL21) transformiert werden, um daraufhin dort exprimiert zu
werden. Zunichst wurde zu diesem Zweck eine 500 ml Ubernacht-Kultur in sterilem LB-Medium
angeimpft. Am nachsten Tag wurde diese in drei Litern LB-Medium so weit verdiinnt, dass die
messbare optische Dichte bei 600 nm einem Wert von 0,1 entsprach. AnschlieRend wurde die
Bakterienkultur auf einem Kreisschiittler bei 37 °C inkubiert, bis die optische Dichte bei 600 nm 0,5
betrug. Da die zu exprimierenden Proteine stets in den pProExHTa-Vektor der Firma Invitrogen
(Karlsruhe/D) kloniert wurden, konnten besagte Proteine anschlieRend mit Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert werden. Dies geschah nach Erreichen der ODgqo von 0,5 mit 600
MM IPTG. Nach dreistiindiger Induktion wurden die Zellen schlielich abzentrifugiert (4400 g, 4 °C flr
15 Minuten).

3.2.1.2 Zelllyse

Die folgenden Aufreinigungsschritte wurden stets bei 4 °C durchgefiihrt: Das aus der
Proteininduktion mit IPTG erhaltene Zell-Pellet wurde zur weiteren Aufreinigung in 50 ml Lyse-Puffer
resuspendiert und fiir 30 Minuten auf einem Orbitalschiittler inkubiert. Nach Ablauf der 30 Minuten
wurden die Zellen sonifiziert. Dies geschah unter Hinzuziehung eines Ultraschall-Desintegrators 450
der Firma Branson (Dietzenbach-Steinberg/D). Dabei wurden 15 Zyklen, mit jeweils 12 Sekunden
andauernden Ultraschall-Impulsen der Stufe 5 und 18 sekiindiger Pause, durchlaufen. Nach
Aufschluss der Zellen wurde die Losung abermals zentrifugiert, um nicht bendétigte Zelltrimmer

abzutrennen (15000 g, 4° C fiir 40 Minuten). Der Uberstand wurde im Anschluss weiterprozessiert.

Lyse-Puffer: HEPES 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, Imidazol 40 mM, PMSF 1 mM

und 1 mg/ml Lysozym
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3.2.1.3 Aufreinigung von Proteinen mittels Ni-

NTA Agarose

Im Fortgang der Aufreinigung wurden 5 ml Nickel-NTA Agarose der Firma Qiagen (Hilden/D)
in 50 ml Wasch-Puffer resuspendiert und durch Zentrifugation pelletiert (700 g bei 4 °C).
AnschlieBend wurde das Zelllysat zugegeben und fiir zwei Stunden bei 4 °C inkubiert. Nun wurde die
Agarose erneut pelletiert (700g bei 4 °C) und insgesamt zweimal mit jeweils 50 ml Wasch-Puffer
gewaschen. Der Uberstand wurde entsorgt und die an die Ni-NTA-Agarose gebundenen Proteine
wurden mit 5 ml Elutionspuffer eluiert. Die gesamte Elution wurde jeweils in 0,5 ml
Elutionsfraktionen aufgefangen. Von den jeweiligen Fraktionen wurden jeweils 20 pl abgenommen
und mit 100 pl Bradfordreagenz in einer 96-Well-Platte auf Proteine hin untersucht. Diese waren an
einer deutlichen Blaufarbung zu erkennen, die durch Verwendung eines Photometers quantifiziert
werden konnte. Positive Fraktionen wurden daraufhin zusammengefiihrt und fiir eine mogliche
weitere Aufreinigung bei 4 °C aufbewahrt.

Nach der Aufreinigung wurde eine SDS-Gelelektrophorese (siehe auch 3.2.2) durchgefiihrt
um die Reinheit der gewonnen Proteine zu Uberprifen. War im Anschluss einer Coomassie-Farbung
auf dem Gel lediglich das gewlinschte Protein zu sehen, so wurde es in Protein-Lagerpuffer dialysiert
und bei -80 °C eingefroren und fiir spatere Verwendungen aufbewahrt. Waren neben dem
gewdinschten Protein jedoch noch weitere Banden beziehungsweise Verunreinigungen erkennbar, so

wurde eine weitere Aufreinigung mittels Gel-Permeations-Chromatographie durchgefiihrt.

Wasch-Puffer: HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 20 mM, Imidazol 40 mM, Glycerol 5 %
Elutions-Puffer: HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 20 mM, Imidazol 400 mM, Glycerol 5 %
Protein-Lagerpuffer:  HEPES 20 mM pH 8.0, NaCl 20 mM, Glycerol 10 %

3.2.1.4 Dialyse aufgereinigter Proteine

Um alle aufgereinigten Proteine in einem identischen Puffersystem vorliegen zu haben,
wurden diese nach erfolgreich abgeschlossener Reinigung mit Hilfe von Slide-A-Lyzer-Dialysier-
Instrumenten der Firma Pierce/Fisher Thermo Scientific (Bonn/D) gegen Protein-Lagerpuffer
dialysiert. Dies geschah (iber Nacht bei 4 °C, wobei mindestens zwei Liter Protein-Lagerpuffer pro 2
ml Protein-Losung eingesetzt wurden. Am Folgetag wurde der Puffer gewechselt und die Protein-

Losung fir weitere sechs Stunden dialysiert.

Protein-Lagerpuffer:  HEPES 20 mM pH 8.0, NaCl 20 mM, Glycerol 10 %
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3.2.1.5 Aufreinigung von Proteinen mittels Gel-

Permeations-Chromatographie

Um Proteine nach erfolgter Reinigung tber Ni-NTA-Agarose gegebenenfalls noch intensiver
aufzureinigen, wurden diese einer Trennung mittels Gel-Permeations-Chromatographie unterzogen.
Hierfiir wurde ein AKTApurifier in Kombination mit einer HiLoad 16/60 Superdex 75 Trennsaule der
Firma GE Healthcare (Minchen/D) verwendet. Das Gel-Filtrations-System wurde zun&chst mit 2
Saulenvolumen Lauf-Puffer &quilibriert. Nun wurden die in Kapitel 3.2.1.3 gesammelten
Elutionsfraktionen in das System injiziert und mit einer FluBrate von 0,5 ml/min und einem
maximalen Druck von 0,5 mPa getrennt. Es wurden stets 0,5 ml Fraktionen gesammelt und jede
Fraktion wurde durch SDS-PAGE und einer Coomassie-Farbung auf ihren Proteingehalt hin tberprift.
Jene Fraktionen, in denen das gewiinschte Protein singuldr vorhanden war, wurden vereinigt und bei

-80 °C fiir die weitere Verwendung aufbewahrt.

Lauf-Puffer: HEPES 20 mM pH 8.0, NaCl 20 mM, Glycerol 10 %
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3.2.2 Analyse aufgereinigter Proteine mittels

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

3.2.2.1 Préiparation von SDS-Polyacrylamid-

Gelen

Fiir die Praparation von SDS-Polyacrylamid-Gelen (SDS-PAA-Gelen) wurde ein Gelsystem der
Firma Invitrogen (Karlsruhe/D) in Anspruch genommen. Die dazugehorigen Kassetten wurden

abhangig von der benétigten Konzentration der Gele mit folgenden Lésungen befiillt:

Finale Acrylamid H,0 1 M Tris,

TEMED 10% SDS 10 % APS

Konzentration L6sung bidest. pH 8.8

Tabelle 14: Trenngel-Losungen fiir die Herstellung von zwei SDS-Polyacrylamid-Gelen

Es wurde im Anschluss so lange gewartet, bis die Losungen komplett polymerisiert waren.
Danach wurde das Sammel-Gel gegossen, ein Kamm hinzugefiigt, sodass sich Taschen bilden
konnten, und auch dessen Polymerisation abgewartet. Zur Initilerung der Polymerisation wurden

TEMED und APS verwendet, welche stets als letzte Komponenten hinzugegeben wurden.

SDS-Laufpuffer: Tris/HCI 25 mM pH 8.3, Glycin 250 mM, SDS 0,1 %
SDS-Proben-Puffer (zweifach): Tris/HCI 125 mM, 2-Mercaptoethanol 10 %, SDS 4 %,
Bromphenol Blau 0,004 %

Trenn-Gel: Tris/HCI 380 mM pH 8,8, Natriumdodecylsulfat 0,1 %,
Acrylamid 5 %, Bisacrylamid 0,2 - 0,3 %
TEMED 0,2%, Ammoniumperoxodusulfat 0,06%
Sammel-Gel: Tris/HCI 375 mM pH 6.8, Natriumdodecylsulfat 0,1 %,
Acrylamid 10-16 %, Bisacrylamid 0,2 -0,3 %
TEMED 0,2 %, Ammoniumperoxodusulfat 0,06 %

Coomassiefarbe-Losung: Ethanol 40 %, Essigsdaure 10 %,
Coomassie-Brilliant-Blau 0,01 %

Coomassieentfarbe-Losung: Ethanol 40 %, Essigsdure 10 %
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3.2.2.2 Préiparation der Proben und

elektrophoretische Auftrennung

Protein-Proben, die mit Hilfe von SDS-PAGE untersucht werden sollten, wurden in SDS-
Proben-Puffer (siehe Kapitel 3.2.2.1) gelost und bei 95 °C fir fiinf Minuten erhitzt. Die Proben
wurden daraufhin in einem Vortex geschiittelt, abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Um
anschlieRend eine Trennung der Proben zu erreichen, wurden sie im Gel mit Hilfe des XCell SureLock
Gel Systems und des Mini-Cell Elektrophorese Systems der Firma Invitrogen (Karlsruhe/D) mit einer
konstanten Stromstdrke von 25 mA getrennt. Als nachstes wurden die Proteine entweder per
Coomassie-Farbung des Gels sichtbar gemacht oder direkt auf Nitrozellulose geblottet. Im Falle der
Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blau wurde das Gel mit der in Kapitel 3.2.2.1 beschriebenen
Farbelosung fiir 30 Minuten auf einem Kreisschittler inkubiert. Danach wurde das Gel mit der
Coomassie-Entfarbelosung solange behandelt, bis die Proteine anhand ihrer Blaufarbung deutlich zu
erkennen waren. Die alternative Moglichkeit des Transfers auf Nitrozellulose und der anschliefenden

Detektion der Proteine durch Immunoblotting ist dem Kapitel 3.3.4 zu entnehmen.
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3.2.3 Bestimmung der Protein Konzentration

3.2.3.1 Quantifizierung mittels UV Absorption

Die Existenz aromatischer Aminosauren ermdglicht es, Proteine anhand ihrer Absorption von
Licht, welches eine Wellenlange von 280 nM hat, zu quantifizieren. Hierbei liefert abermals das
Lambert-Beersche Gesetz eine Verbindung zwischen der Konzentration einer gegebenen

Proteinlésung und der Lichtabsorption:

A=e*c*d

A: Absorption
e: molarer Extinktionskoeffizient

d: Strahlengang in der Kivette

Der molare Extinktionskoeffizient kann durch eine Mengenangabe der im Protein
enthaltenen aromatischen Aminosauren kalkuliert werden. Fiir eine Quantifizierung per UV wurden
die Proteinlésungen unter der Verwendung eines Photometers der Firma Beckman (Krefeld/D) in
einer Quvarzkiivette vermessen. Hierbei wurde die Kivette mit mindestens 100 pl befillt und
vermessen. Dariiber hinaus wurde darauf geachtet, dass die gemessene Extinktion in einem linearen
Bereich zwischen 0,1 und 1 lag. Der molare Extinktionskoeffizient wurde mit Hilfe des Protein
Calculator (Version 3.3) des Scribbs Forschungsinstituts (La Jolla/USA) bestimmt und die

Konzentration durch die Verwendung obiger Formel rechnerisch ermittelt.
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3.2.3.2 Quantifizierung nach Bradford

Neben der Quantifizierung durch UV-Absorption wurden ebenfalls Protein-Bestimmungen
nach der Methode von Bradford durchgefiihrt. Hierbei wird sich die Absorption des Farbstoffs
Coomassie-Brilliant-Blau bei 595 nm zunutze gemacht, die nach Anlagerung an das Protein bestimmt
werden kann. Der Assay wurde in 96-Well Platten durchgefiihrt. Dabei wurden pro Well 100 ul des 20
prozentigen Bradford-Reagenzes der Firma Biorad (Miinchen/D) vorgelegt. Als Referenz diente eine
Verdiinnungsreihe an IgG, wobei dem vorgelegten Bradford-Reagenz jeweils 34,5 pl einer 1,4 mg/ml-
, 0,7 mg/ml-, 0,35 mg/ml-, 0,175 mg/ml- oder 0 mg/ml-haltigen IgG-Lésung zugegeben wurde. Die zu
vermessende Probe wurde 1 zu 10 sowie 1 zu 20 verdiinnt und hiervon wurden ebenfalls 34,5 ul zu
den vorgelegten 100 ul gegeben. Im Anschluss daran wurde die Platte kurz geschittelt und in einem
Mikroplatten-Reader [GENios Pro der Firma Tecan (Mdnnedorf/Schweiz)] vermessen. Die Absorption
der IgG-Losungen bei 595 nm wurde danach gegen die bekannte Konzentration aufgetragen, eine
Regression errechnet und die hierdurch erhaltene Geradengleichung fiir die Bestimmung der

unbekannten Proteinproben verwendet.

3.2.3.3 Fluoreszenz-Polarisations-Assay

Im Gegensatz zur Bestimmung der Proteinquantitdaten per UV-Absorption und der Bradford-
Methode, mit deren Hilfe sich ausschlieRlich die Gesamtproteinkonzentration bestimmen lassen,
kann durch Verwendung des Fluoreszenz-Polarisations-Assays der Proteinanteil quantifiziert werden,
der korrekt gefaltet, also aktiv, ist. Zu diesem Zweck wird ein Farbstoff hinzugezogen, der aufgrund
einer chemischen Modifikation in der Lage ist, an ein gegebenes Protein in einer aktiven Tasche zu
binden. Dieser Vorgang wird im Gegensatz zum Bradford-Reagenz nur dann ausgeldst, wenn das
Protein korrekt gefaltet ist. Um FKBP-Mengen exakt bestimmen zu konnen, nutzen wir einen

Farbstoff, der als Derivat von Rapamycin sehr gut an die FK1-Domane von FKBPs binden kann (CK97).
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RO,

MeO
R= H Rapamycin

_
=\
%™

OH
" 9 <} g CK97
m\h‘)ﬁ e 0
" L
H
o]
Abbildung 7: Struktur von Rapamycin und CK97

In einer low binding 96-Well-Platte der Firma Corning (Corning/USA) wurde eine
Verdiinnungsreihe des Proteins hergestellt. Hierbei wurde versucht, mit einer etwa 20 uM Lésung zu
beginnen. Diese Konzentration wurde mit Hilfe einer der zuvor beschriebenen
Quantifizierungsmethoden bestimmt. Danach wurden 14 Wells mit jeweils 50 ul des Assaypuffers
befillt. Nun wurde durch einen Transfer von 50 pl der héchsten Konzentration in das nachste Well
und mit Hilfe der guten Durchmischung durch Auf- und Abpipettieren eine 1-zu-1-
Konzentrationsreihe hergestellt. Vor Erreichen des letzten, 16. Wells wurden 50 ul der letzten
Konzentration abgenommen und verworfen, sodass nun mit einer Ausnahme alle Wells mit nur 50 pl
Proteinlésung beflllt waren. Das abschlieBende Well allerdings war ausschlielich mit Puffer
versetzt. Im Anschluss wurden jeweils 25 pl einer jeden Konzentration in eine 384-Well-low-binding-
Platte der Firma Corning (Corning/USA) transferiert und mit 25 pl einer50 nM CK97-Lésung im
Assaypuffer versetzt. Diese Losung wurde fiir 30 Minuten inkubiert und vermessen. Das hierfir

verwendete Programm setzte sich wie folgt zusammen:

Mode: Fluoreszenz Polarisation
Wellenlangen: Exzitation: 485 nm, Emission: 535 nm
Number of reads: 10; Integrationszeit: 100 ps

Temperatur: 25°C

Die Umpolarisation (P) des linear polarisierten Lichts wurde durch Messungen der

Intensitaten (1) des parallel (par) und senkrecht (per) emittierten Lichts bestimmt. Hierbei gilt:

P= (( I parallel — l senkrecht) / ( I parallel +1 senkrecht))X]-OO
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AnschlieBend konnten die erhaltenen mP-Werte gegen die Proteinverdiinnung aufgetragen
werden und durch Verwendung eines Four-Parameter-logistic-curve-Fits mit Hilfe der Software
SigmaPlot [Systat Software (Erkrath/D)] analysiert werden. Auf diese Weise wurde der jeweilige ECsy-
Wert (siehe untere Formel) bestimmt, der wiederum den Verdiinnungsfaktor des Proteins darstellt.
Dieser Faktor spiegelt die Konzentration des Proteins wider, bei der die Halfte des eingesetzten
Tracers an das zu vermessende Protein gebunden ist. AnschlieBend ist es moglich, auf die urspriinglich
eingesetzte Proteinkonzentration riickzuschlielen beziehungsweise diese zu berechnen, indem die

Halfte der eingesetzten CK97-Konzentration mit dem erhaltenen ECso-Wert multipliziert wird.

max — min

y =min + — Hillsope

X
1+ ECs,
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3.3 Zellbiologische Methoden und Assays

3.3.1 Neuro-2a und HEK Zellen

3.3.1.1 Kultivierung

Samtliche Zelllinien wurden in luftbefeuchteten Inkubatoren bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert
(Standardbedingungen). Der Zellwuchs wurde standardmaRig in daflir vorgesehenen
Zellkulturschalen oder Multi-Well-Platten erméglicht. Im Falle der Neuro-2a-Zellen wurden samtliche
Zellkulturplatten zuvor mit Polylysin beschichtet. Hierfiir wurden die Platten vor der Zellpassage mit
einer 0,02 mg/ml-haltigen Polylsin/PBS-Lésung der Firma Merck-Millipore (Billerica/USA)
Uberschichtet und flir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurde diese Losung abgenommen
und einmal mit einer PBS-Losung gewaschen. Danach konnten die Platten fir die Zellkultivierung
verwendet oder bei 4 °C aufbewahrt werden.

Bei allen eingesetzten Zellen handelte es sich um adharente Zellen. HEK- sowie Neuro-2a-
Zellen wurden generell in DMEM kultiviert, das sowohl Phenolrot als auch fetales Kalberserum
(10 % v/v) sowie Penicillin/Streptomycin (je 1 % v/v) enthielt. Fir die Durchfiihrung von Neuriten-
Wachstums-Assays wurde zusatzlich DMEM verwendet, das keine der beiden Zusdtze mehr enthielt
(siehe hierzu auch Kapitel 3.3.1.2). Die Zellen wurden jeweils so lange kultiviert, bis ihre Dichte eine
Hohe erreichte, die eine weitere Proliferation unméglich machte (90 % konfluent). In diesem Fall
wurde das Zellmedium abgenommen, die Platte mit 10 ml vorgewarmten PBS vorsichtig gewaschen,
die PBS-Lésung abgenommen und mit 1 ml Trypsin/EDTA-LGsung (0,25 %) versetzt. Darauf wurden
die Zellen fur 5 Minuten bei 37 °C inkubiert, was eine Dissoziation der Zellen von der Platte wie auch
der Zellen voneinander ermoglichte. Im Anschluss wurden die Zellen durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren weitergehend voneinander gelést und in 5 ml DMEM gegeben, um die Typsinierung zu
beenden. Als nachstes wurden sie bei 1000 g fiir 5 Minuten zentrifugiert, sodass samtliche vitalen
Zellen pelletierten. Hiernach wurde der Uberstand abgenommen und ein Resuspendierungsschritt
durchgefiihrt, bei dem abermals 5 ml DMEM zum Einsatz gelangten. Von dieser Zellsuspension
wurde nun ein Aliquot auf eine frische Zellkulturplatte gegeben, welche zuvor mit einer
ausreichenden Menge DMEM inklusive der oben genannten Zusatze befillt wurde. Die Zellen
wurden in der Regel zweimal pro Woche gesplittet (montags und freitags) und dabei derart verdiinnt

ausgesat, meist 1 zu 7 und 1 zu 10, dass sie innerhalb von vier Tagen wieder konfluent waren.
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3.3.1.2 Neuriten-Wachstums-Assay von

Neuro-2a-Zellen

Fiir die Umsetzung des Neuriten-Wachstums-Assays sind generell 24-Well Platten verwendet
worden. In ihren Vertiefungen befanden sich Deckgldser, die zuvor 24 Stunden mit Polylysin
beschichtet wurden. Vor der Beschichtung dieser Deckgldaser mussten diese zunachst von ihrer
eigentlichen Beschichtung befreit werden. Hierflir wurden sie zunachst mit Chloroform lberschichtet
und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Kippschiittler inkubiert. Danach wurde das
Chloroform abgenommen, verworfen und die Deckgldser wurden wiederholt mit reinem Ethanol
Uberschichtet und weitere 5 Minuten geschwenkt. Diese Ethanol-Reinigungsschritte wurden
insgesamt dreimal wiederholt. Nachdem die letzte Ethanol-Waschlésung abgenommen war, wurden
die Deckglaser bei 70 °C Uber Nacht getrocknet, am darauffolgenden Tag in die 24-Well-Platten
Uberfihrt und mit Polylysin beschichtet. Nach Ablauf weiterer 24 Stunden erfiillten die Platten die
Voraussetzung fur die Durchfiihrung von Neuriten-Wachstums-Assays mit Neuro-2a-Zellen.

Zu genanntem Zweck wurden Neuro-2a-Zellen wie weiter oben beschrieben kultiviert. Am
Tag der Assay-Durchfihrung wurden die Zellen von ihrer urspriinglichen Zellkulturplatte
abgenommen und wie in Kapitel 3.3.1.1 dargelegt trypsiniert, zentrifugiert und resuspendiert. Im
Anschluss wurden die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und pro Well 35.000
Zellen in DMEM inklusive FCS (10 %) und P/S (1 %) ausgesat. Nachfolgend wurden sie unter
Standardbedinungen Gber Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium entfernt und pro Well
400 pl DMEM (inklusive Phenolrot) ohne weitere Zusatze zugegeben. Je nach Versuchsaufbau
wurden nun unterschiedliche Plasmide transfiziert oder die Zellen mit verschiedenen Wirkstoffen
behandelt. Beides fand stets zeitgleich im Moment des soeben beschrieben Mediumswechsels statt.
Wurden die Zellen mit zusatzlichen Verbindungen behandelt, wie beispielsweise mit Steroiden oder
FKBP-Inhibitoren, so wurden sie in den 400 ul DMEM zugegeben, wobei darauf geachtet wurde, dass
das finale Volumen der Wells nicht 400 pl sondern 500 ul betrug. Das bedeutet, dass alle
Verbindungen in 400 ul und 1,25-facher Konzentration eingesetzt wurden, um final die korrekte
Konzentration aufzuweisen.

Generell wurden alle N2a-Zellen mit einem myristinylierten Venus-Konstrukt transfiziert, um
sie wahrend der Analyse der neugebildeten Neuriten am Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen zu
kénnen. Weiter wurde entweder ausschliellich pRK5-Kontrollvektoren transfiziert oder Proteine,
welche in denselben Vektor zuvor einkloniert wurden (beispielsweise FKBPs). Der komplette

Transfektionsansatz setzte sich pro Well wie folgt zusammen:
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myr-Venus: 80 ng
pRK5 / pRK5-Protein“X“: 720 ng
Lipofectamin 2000: 1,5 ul
Totalvolumen: 100 pl

Pro Transfektion wurden zundchst die bendtigten Plasmide in 50 pl Opti-MEM gel6st. In
einem anderen ReaktionsgefalR wurden 1,5 ul Lipofectamin 2000 ebenfalls in 50 pl Opti-MEM
gegeben. Die Losungen wurden 5 Minuten inkubiert, danach zusammengefiihrt und fiir weitere 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurde das Transfektions-Gemisch von nunmehr
100 ul zu den bereits vorgelegten 400 ul DMEM der Zellen gegeben und die Platte wieder in den
Inkubator rickiberfihrt, um dort unter Standardbedingungen fiir weitere 30 oder 48 Stunden (je
nach Versuch) zu kultivieren. Da den Neuro-2a Zellen auf diese Weise FCS entzogen wurde, begannen
sie nun sich zu differenzieren.

Nach Ablauf der 30 bzw. 48 Stunden wurde das Medium von den Zellen abgenommen und
diese wurden einmal mit einer warmen PBS-Losung gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 300 pl
Fixierl6sung versetzt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss wurde die PFA-
Losung abgenommen und die Zellen abermals dreimal mit einer PBS-Losung fir jeweils 5 Minuten
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Deckgldser, auf denen sich die bereits
fixierten Zellen befanden, fiir die weitere Analyse auf Objekttrager des Fluoreszenzmikroskops
Uberfuhrt. Auf die Objekttrager wurde zuvor pro Deckglas 4 upl Vectashield (Mounting Medium)
gegeben. Nun wurden unter Einsatz von Pinzetten die Deckglaser aus den 24-Well-Platten
herausgenommen und umgedreht auf den Tropfen des Mounting-Mediums gelegt. In einem letzten
Schritt wurden die Deckglaser mit handelsiiblichem, klarem Nagellack an den Kanten des Deckglases
bestrichen und verschlossen. Im Anschluss wurden alle Objekttrdager bei 4 °C aufbewahrt und
konnten unter Verwendung des Fluoreszenzmikroskops Axioplan 2 und der Software AxioVision 4.7.1
der Firma Carl Zeiss (Oberkochen/D) mikroskopiert und analysiert werden.

Fiir die Analyse der Neuritenldangen wurden 40-fach vergroRerte Einzelbildaufnahmen von
mindestens 25 Zellen pro gegebener Bedingung angefertigt. Die Aufnahmen und die Auswertung der
Bilder wurden mit einem verblindeten Experimentaldesign durchgefiihrt, sodass infolgedessen die
Versuchsbedinungen den Aufnahmen nicht zugeordnet werden konnten. Schlieflich wurden die
aufgenommenen Bilder zur Analyse der Neuritenldngen an einen wissenschaftlichen Kollegen
(Dr. Steffen Gaali) Gbergeben, der die durchschnittlichen Langen der Neuriten durch Verwendung der

Software Image) der Firma NIH (Bethesda/USA) mit dem Plugin Neuron) bestimmte.

Fixierlosung:  PBS, PFA 4 %, Saccharose 5 %
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3.3.2 Radioaktiv-Bindungsassay

3.3.2.1 Herstellung der Aktivkohle/Dextran

Suspension

Zur Herstellung von steroidfreiem FCS wurden 500 ml Tris/HCl 10 mM pH 7,8 mit 50 g
Aktivkohle versetzt und 10 Minuten gerihrt. Im Anschluss ruhte die Suspension, sodass sich eine
Sedementierung der Kohle vollziehen konnte. Alsdann wurde der Uberstand abdekantiert und die
feuchte Aktivkohle nochmals mit 500 ml Tris/HCl 10 mM pH 7,8 tiberschichtet. Nach einem weiteren
Rihrvorgang wurde die Lésung infolge einer Ruhephase erneut abdekantiert, die Kohle wurde mit
400 ml Tris/HCI 10 mM pH 8,0 Uberschichtet und zusatzlich mit 5 g Dextran T70 versetzt. Nach
anschlieRendem Autoklavieren war die Losung in einen optimal gebrauchsfertigen Zustand

Uberfuhrt.

3.3.2.2 Herstellung von steroidfreien FCS

Fiir die korrekte Durchfiihrung des Radioaktiv-Bindungsassays war es unabdingbar, die GR-
Uberexprimierenden HEK-Zellen (AXGR16) vor Herstellung der Zelllysate in steroidfreiem Medium zu
kultivieren. Steroide sind in handelsiblichen FCS enthalten und mussten daher in einem
vorgelagerten Reinigungsschritt aus diesem entfernt werden. Hierfiir wurden 500 ml FCS mit 25 g des
Anionentauschers AG1-X8 der Firma Bio-Rad (Miinchen/D) versetzt und tiber Nacht bei 4 °C geruhrt.
Am nachsten Tag wurde dieser Vorgang eingestellt, um die Sedimentierung des lonentauschers zu
ermdglichen. Nun wurde die Lésung abdekantiert und der Uberstand wurde mit 10 ml der in Kapitel
3.3.2.1 beschriebenen Aktivkohlen-Suspension versetzt und nochmals tGber Nacht bei 4 °C gerihrt.
Am Folgetag ruhte die Losung, sodass ein GroRteil der Aktivkohle sedimentieren konnte. Es folgte
eine weitere Abdekantierung. Der Uberstand wurde anschlieBend filtriert und durch Verwendung
eines Sterilfilters mit der PorengréRe 0,2 um sterilisiert. Das von Steroiden befreite FCS konnte nun

verwendet oder bei -20 °C gelagert werden.

3.3.2.3 Priparation von Zelllysaten
Zur Herstellung der Zelllysate wurden fortwahrend stabil transfizierte, GR Giberexprimierende
HEK-Zellen angewandt (AXGR16). Diese wurden zunachst, wie schon weiter oben beschrieben,
kultiviert (siehe Kapitel 3.3.1.1), um sie anschlieend auf insgesamt 50 Zellkulturschalen mit einem

Durchmesser von 15 cm auszusden. Als Voraussetzung dieses Arbeitsvorgangs galt jedoch, dass die
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Platten am Tag der Praparation mindestens zu 90 % konfluent waren und die Zellen sich in
steroidfreiem DMEM ohne Phenolrot befanden. Im ersten Behandlungsschritt wurde im Folgenden
das Medium abgenommen und pro Platte wurden 5 ml PBS-Lésung zugegeben. Nun wurden
entweder durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder durch die Verwendung eines Zellschabers
die Zellen von der Platte geldst und in ein 50 ml Reaktionsgefal3 iberfiihrt. Auf diese Weise konnte
das gesamte Zellmaterial aller Schalen gesammelt werden. Im Anschluss wurden die Zellen
zentrifugiert (1200 g bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten), der Uberstand wurde abgesaugt. Die
Zellpellets wurden mit 10 ml PBS vereinigt, um ein weiteres Mal zentrifugiert zu werden (1200 g bei
Raumtemperatur fir 10 Minuten). Hiernach konnte das Zellpellet in 6 ml kalten TGW-Puffer
aufgenommen und mit Hilfe eines Gewebehomogenisators auf Eis innerhalb von 20 Minuten
aufgeschlossen werden. Die Suspension wurde danach mit Hilfe einer Ultrazentrifuge getrennt.
Hierbei wurde bei 100.000 g und 4 °C fiir 2 Stunden zentrifugiert. Nun konnte der Uberstand

abgenommen, aliquotiert und bei — 80 °C aufbewahrt werden.

Steroid-freies Kultivierungsmedium: DMEM, FCS 10 % (steroid-frei), Pen/Strep 1 %
TGW Puffer: Tris/HCI 5 mM, EDTA 1 mM, Glycerol 5 %, pH7,4
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3.3.24 Radioaktiv-Bindungsassay

Mit Hilfe eines Radioaktiv-Hormonbindungsassays konnte im Rahmen dieser Arbeit die
Bindung von radioaktiv-markiertem Dexamethason (*H-Dex) an den Glucocorticoid-Rezeptor sowohl
qualitativ als auch quantitativ bestimmt werden. Der Assay wurde zu diesem Zweck generell in 1,5 ml
low-binding ReaktiosgefdRen der Firma Eppendorf (Hamburg/D) durchgefihrt. Weiter wurden alle
Werte im Triplikat generiert, um eine moglichst exakte Bestimmung des Kd-Werts von *H-Dex an den
GR zu erhalten.

Zur Bestimmung der Bindung wurden zunéachst ca. 10 pl des Lysats (100 pg Gesamtprotein) in
den ReaktiosgefaRen vorgelegt. Nun wurden die Proben entweder mit in-vitro aufgereinigten FKBPs
(siehe Kapitel 3.2.1) oder ausschlieBlich mit dem Puffer selbiger versetzt. Alle weiteren
Arbeitsschritte fanden aufgrund der Verwendung radioaktiven Materials in einem Isotopenlabor
statt. Zu Beginn wurden fiir die Aufnahme kompletter Bindungskurven Verdiinnungsreihen von’H-
Dex hergestellt. Hierflir wurden 100 pl einer 375 nM Losung in dreifachen Reaktionspuffer
zubereitet. 50 pl dieser Losung wurden nun in ein weiteres Reaktionsgefal tiberfiihrt, in dem bereits
100 pul des dreifachen Reaktionspuffer vorgelegt wurden. Nach mehrmaligen Auf- und Abpipettieren
wurden schlieflich 50 pl der Lésung in ein drittes Gefall Uberfiihrt. Diese Verdinnungsschritte
wurden insgesamt siebenmal wiederholt, sodass eine *H-Dex-Verdiinnungsreihe zwischen 375 nM
und 0,06 nM entstand. Daraufhin wurden die auf Eis gelagerten Lysate mit insgesamt 10 pl der H-
Dex-Verdiinnungsreihe versetzt. Die Folge: Die hochste Konzentration des zugegeben®H-Dex betrug
nun 125 nM wahrend die niedrigste nur noch bei 0,02 nM lag.

Um exakte Aussagen beziiglich der unspezifischen Bindung des radioaktiven Steroids an
andere Komponenten des Lysats treffen zu kdnnen, wurde eine zusatzliche Reihe des Lysats mit allen
*H-Dex-Konzentrationen versetzt. Zudem wurde ein 1000-facher Uberschuss nicht radioaktiv
markierten Dexamethasons zugegeben. Um die im Fortgang gemessene Radioaktivitdt mit der
exakten Konzentration des Steroids korrelieren zu kénnen, wurde auRerdem eine Standard-Reihe
produziert, die ausschlieBlich Puffer enthielt.

Im nun folgenden Arbeitsschritt wurden alle Probe mit einem Gesamtvolumen von 30 pl flr 2
Stunden auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Proben in ein Wasserbad Uberfiihrt und
weitere 30 Minuten inkubiert. Danach wurden in jedes Reaktionsgefall 20 ul der in Kapitel 3.3.2.1
beschriebenen Aktivkohle/Dextran-Suspension gegeben, die GefaRe wurden 10 Minuten auf Eis
inkubiert und gevortext. Auf diese Weise konnte das ungebundene radioaktive Dexamethason
entfernt werden. Im Falle der Standard-Reihe wurde anstelle der Aktivkohle/Dextran-Suspension

lediglich 20 pl Puffer zugegeben, da hier kein radioaktiv markiertes Dexamethason entfernt werden
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durfte. In einem anschlieBenden Zentrifugationsschritt wurde die Aktivkohle sedimentiert (1800 g bei
RT fir 1 Minute). Nun wurden 25 ul des Uberstandes abgenommen, in ein Scintillationsréhrchen
gegeben und mit 3 ml Scintillationscocktail Lumasafe der Firma Perkin Elmer (Waltham/USA)
Uberschichtet. Das GefaR wurde verschlossen, gevortext und konnte nun in einem LS6500 Multi-
purpose Scintillation Counter der Firma Beckman Coulter (Krefeld/D) vermessen werden.

Nach Abzug der Werte der unspezifischen Bindungen konnte die gemessene Radioaktivitat
durch Verwendung der Standard-Reihe in die entsprechende Konzentration des spezifisch an den GR
gebundenen Dexamethasons umgerechnet und anschliefend in einem Diagramm gegen die
Konzentration des vorhandenen freien radioaktiven Dexamethasons aufgetragen werden (siehe auch
Abbildung 27 und Abbildung 30). Durch Hinzuziehung der unten aufgefiihrten Gleichung war es nun
moglich, sowohl den B...-Wert, welcher die Gesamtzahl der im Lysat vorhandenen Rezeptoren
reprasentiert, wie auch den Kg-Wert zu berechnen. Der K-Wert gibt in diesem Zusammenhang die
Konzentration des Liganden an, bei der die Halfte aller Rezeptormolekile besetzt sind. Samtliche
Auswertungen wurden mit Hilfe der Software SigmaPlot der Firma Systat Software (Erkrath/D)

durchgefihrt.

Boax X X

specific =
p f kd+x

Abbildung 8: Formel fiir die Berechnung des B,,.,- und K4-Wertes von Dexamethason an den GR

Finale Reaktionsbedingungen:

Tris/HCl 20 mM, KCI 20 mM, MgAc 2 mM, ATP 2 mM, DTT 1 mM, pH 7,4
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3.3.3 Primare Neuronen

3.3.3.1 Préparation und Kultivierung

Fir die Praparation primarer hippocampaler Zellen wurden Hippocampi aus Wildtyp C57/BI6-
Mausen am 18. Tag der embryonalen Entwicklung (E18) entnommen. Diese wurden nach der
Praparation in einem Aufschluss-Medium auf Eis gesammelt. Nun wurden die Zellen durch
zehnmaliges Auf- und Abpipettieren bei Raumtemperatur mit einer sterilen Plastik-Pasteurpipette
voneinander getrennt. Hiernach wurden die Zellen erneut 40 mal mit einer Glas-Pasteurpipette und
20 mal mit einer Pasteurpipette, deren Hals durch die Verwendung eines Bunsenbrenners
geschmailert worden war, auf- und abpipettiert. Nun lagen die Zellen dissoziiert vor und konnten
durch einen Zentrifugationsschritt sedimentiert werden (200 g bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten).
Nach erfolgter Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen wurden in 5 ml
Platierungs-Medium resuspendiert. Nun wurden sie unter Verwendung einer Neubauer-Zdhlkammer
ausgezahlt und derart in Plattierungs-Medium verdinnt, dass eine finale Zellkonzentration von
100.000 Zellen pro ml Medium vorlag. Hiervon wurde in einer 12-Well-Platte, die mit Polylysin-
beschichteten Deckglasern versehen war, 1 ml, also 100.000 Zellen, pro Well ausgesat. Nach 4
Stunden wurde das Medium abgesaugt und durch Wachstums-Medium ersetzt sowie im Falle eines
Neuriten-Wachstums-Assays viral transfiziert oder mit unterschiedlichen Behandlungsmethoden

weiter bearbeitet.
Aufschluss-Medium: ~ HBSS (inklusive Mg®* und Ca®* und Phenolrot), D-AP5 50 pM

Platierungs-Medium: DMEM (inklusive Phenolrot), FCS 10 %, Penicillin/Streptomycin 1 %

Wachstums-Medium: Neurobasal, B27 2 %, Glutamax 1 %, Penicillin/Streptomycin 1 %
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3.3.3.2 Neuriten-Wachstums-Assay

Fir die Durchfihrung eines Neuriten-Wachstums-Assays wurden die primdren Neurone
unter Hinzuziehung von speziell hierflir hergestellten Adeno-Assoziierten Viren (AAV) mit den
entsprechenden Konstrukten eGFP, FKBP51 oder FKBP51F67V transfiziert. Hierbei wurde generell in
12-Well-Platten gearbeitet. Am Folgetag der Zellpraparation (DIV 1) wurde das Wachstumsmedium
mit 1 pl Virus versetzt und die Zellen wurden auf diese Weise transfiziert. Nun wurden sie flr weitere
48 Stunden inkubiert. An DIV 3 wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Nach Abnahme der
Waschlosung folgte bei Raumtemperatur eine 20-minitige Zell-Behandlung mit Fixierlosung. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieRend dreimal
fir jeweils 5 Minuten mit je 1 ml Permeations-Puffer behandelt. Nun wurden die Zellen mit 1 ml
Blocking-Losung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde entweder ein anti-
GFP-Antikorper der Firma Abcam (Cambridge/UK) oder ein anti-HA-Antikorper der Firma Covance
(Princeton/USA) nach Herstellerangaben in entsprechendem Puffer gelost und auf die Zellen
gegeben. Es folgte Uber Nacht eine Inkubation der Zellen bei 4 °C auf einem Kippschuttler. Am
nachsten Tag wurde die Antikorperlosung abgenommen und dreimal mit Waschpuffer fiir 10
Minuten gewaschen. Darauf folgte die Inkubation mit einem Fluorophor-markierten Sekundar-
Antikorper der Firma Life Technologies (Carlsbad/USA), welcher ebenfalls nach Herstellerangaben in
entsprechem Puffer verdinnt wurde. Die Zellen wurden mit dieser Losung fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf einem Kippschuttler inkubiert. Voraussetzung war dabei, dass in dieser Zeit
kein Licht an die Multiwellplatte gelangen konnte. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Antikorperlosung abgenommen, die Zellen wurden dreimal mit Wasch-Puffer gewaschen und in
einem letzten Reinigungsschritt nochmals mit PBS behandelt. Nachfolgend wurden die Deckglaser,
auf denen sich die bereits fixierten Zellen befanden, fir die weitere Analyse auf Objekttrager am
Fluoreszenzmikroskop Uberflhrt. Auf genannte Trager wurden bereits vorab pro Deckglas 4 ul
Vectashield (Mounting Medium) gegeben. Nun wurde unter dem Einsatz von Pinzetten die
Deckglaser aus den 24-Well-Platten herausgenommen und umgekehrt auf den Tropfen des
Mounting-Mediums gestellt. In einem letzten Schritt wurden die Deckglaser mit handelsiblichem,
klarem Nagellack an den Kanten des Deckglases bestrichen und verschlossen. Im Anschluss konnten
alle Objekttrager bei 4 °C aufbewahrt und zu einem spateren Zeitpunkt unter Verwendung des
Fluoreszenzmikroskops Axioplan 2 und der Software AxioVision 4.7.1 der Firma Carl Zeiss
(Oberkochen/D) mikroskopiert und analysiert werden.

Fir die Analyse der Neuritenlangen wurden in 40-fach vergrofRerten Einzelbildaufnahmen
mindestens 25 Zellen pro gegebener Bedingung aufgenommen. Auch diese Mal wurden die Bilder
verblendet angefertigt, um eine mogliche Zuordnung der Versuchsbedinungen zu den Aufnahmen

erst nach der Auswertung zu erlauben. Die aufgenommen Bilder wurden zur Analyse der
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Neuritenldngen an einen wissenschaftlichen Kollegen (Dr. Steffen Gaali) Gbergeben, der im Anschluss
die durchschnittlichen Langen durch Verwendung der Software Imagel der Firma NIH

(Bethesda/USA) mit dem Plugin NeuronJ bestimmte.

Permeations-Puffer: PBS, Triton X-100 0,1 %
Blocking-Puffer: PBS, Triton X-100 0,1 %, BSA 5 %
Wasch-Puffer: PBS, Triton X-100 0,01 %

Losung fur Antikorper: PBS, Triton X-100 0,01 %, BSA 5 %
Fixierldsung: PBS, PFA 4 %, Saccharose 5 %

65



3. Methoden

3.3.4 Immunoblotting

Die Prozedur des Immunoblottings wurde nach Empfehlungen der Firma Invitrogen
(Karlsruhe/D) durchgefiihrt. Hierfiir wurde zunachst die Trennung eines Proteingemischs durch eine
SDS-PAA-Gelektrophorese durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.2.2). Im Anschluss wurden die nach ihrer
GroRe aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Hierzu wurde ein Xcell-
[I-Blot-Modul mit Blotting-Kammer der Firma Invitrogen (Karlsruhe/D) verwendet. Die Kammer
wurde zu diesem Zweck mit Blotting-Puffer gefillt, das Gel samt Nitrozellulose-Membran zwischen
die dafiir vorgesehenen Schwamme in die Kammer gegeben und fiir eine Stunde ein konstanter
Strom von 400 mA angelegt.

Nach erfolgreich abgeschlossenem Transfer der Proteine auf die Membran bot sich fakultativ
die Moglichkeit, diese mit einer Ponceau-S-Losung zu farben und auf diese Weise die lbertragenen
Proteine sichtbar zu machen. Hiernach wurde die Membran durch einen Reinigunsschritt in Wasser
entfarbt. Im Anschluss wurde die Membran in einer 5 % Milchpulver-haltigen TBS-T-Lésung fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der verwendete primare Antikorper nach
Herstellerangaben ebenfalls in Milch-TBS-T verdiinnt, Gber Nacht bei 4 °C auf die Membran gegeben
und unter Verwendung eines Kippschittlers inkubiert. Am néachsten Tag wurde die Losung
abgenommen, dreimal fur jeweils 5 Minuten mit TBS-T gewaschen und anschlieBend mit einer
sekunddren Antikorper-Losung, welche ebenfalls Herstellerangaben in  Milch-TBS-T nach
Herstellerangaben verdinnt wurde, fiir 2 weitere Stunden inkubiert. Der verwendete sekundare
Antikorper wies stets eine Kopplung an horseradish Peroxidase auf.

Im nachsten Schritt wurde die Membran erneut dreimal mit TBS-T gewaschen, bevor sie aus
der Waschlosung genommen und durch Zugabe von 2 ml ECL, welches durch eine Mischung von
jeweils 1 ml ECL 1 und 1 ml ECL 2 kurz vor der Entwicklung des Blots frisch angesetzt wurde, eine
Lumineszenzreaktion gestartet wurde. Die Membran wurde hierbei 5 Minuten inkubiert, das ECL
wurde abgenommen und mit Hilfe einer ChemiDoc MP-Entwicklermaschine der Firma Bio Rad
(Minchen/D) entwickelt. Die Belichtungszeiten wurden hierbei immer manuell an die jeweilige
Intensitdt des emittierten Licht-Signals angepasst. Die Bilder wurden mit der Software Imagelab 4.0

der Firma Bio Rad (Minchen/D) aufgenommen und analysiert.
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Blotting Puffer: Tris20 mM, Glycin 150 mM, SDS 0.02%, Methanol 20%

Ponceau S: Ponceau S0.5%, Essigsaure 3%
TBS-T: TBS, Tween 20 0.05%
Milchpulver-Lésung 5 %: TBS-T, Milchpulver 5%

Milchpulver-Lésung 10 %: TBS-T, Milchpulver 10 %
ECL1: Tris/HCI100 mM pH 8.5, Luminol 440 mg/I, p-Coumarinsdure 150 mg/|
ECL2: Tris/HCI100 mM pH 8.5, H,0, 30%
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4 Ergebnisse

4.1 Der Einfluss von FKBPs auf das Neuritenwachstum

von Neuroblastom-Zellen

Neurotrophe sowie neuroregenerative Effekte von FKBP-Liganden wie FK506 sind wiederholt
in Zell- wie auch Tiersystemen beschrieben worden. Bislang konnten jedoch keine genauen Aussagen
dariber getroffen werden, ob ein und wenn ja welches Mitglied der FKBP-Familie fiir derartige
Effekte verantwortlich ist. Eines der bislang schwerwiegendsten Probleme in diesem Zusammenhang
ist die Tatsache, dass nahezu alle bislang beschriebenen FKBP-Liganden keine Selektivitat gegeniber
einzelner FKBPs aufweisen. So werden etwa ihre beriihmtesten Vertreter wie FK506 und Rapamycin,
aber auch nicht-immunsupressive Analoga wie Antascomycin oder FK1706 von allen FKBPs fast gleich
gut gebunden [155].

Es ist bekannt, dass verschiedene FKBPs in unterschiedlicher Weise auf Steroidhormon-
Rezeptoren (SHR) wirken. So zeigten unter anderem Riggs et al. [43], dass FKBP52 in der Lage ist, die
hormonabhéangige Genaktivierung durch den Glucocorticoidrezeptor signifikant zu steigern. FKBP51
hingegen vermag dessen Aktivitdt zu inhibieren. Interessanterweise demonstrierten Quinta et al.
ebenfalls gegensatzliche Effekte von FKBP51 und FKBP52 im Bezug auf neuronale Differenzierung
[158]. FKBP51 inhibiert den Neuritenwuchs von N2a-Zellen, wahrend FKBP52 diesen verstarkt. Um zu
Uberprifen, ob sich zum einen das Neuritenwachstumsverhalten auf diese Proteinfamilie reduzieren
lasst und ob sich solche Effekte gegebenenfalls pharmakologisch wieder umkehren lassen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein den Ausfiihrungen in Kapitel 3.3.1.2 entsprechender Neuritenwachstums-
Assay etabliert. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Uberexpression von FKBP51 zur Bildung
verkiirzter Neuriten fuhrt (im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen), wahrend das Transfizieren

von FKBP52 die Bildung langerer Neuriten begiinstigt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Das Neuritenwachstum von N2a-Zellen wird durch FKBP51 wie auch FKBP52 moduliert. N2a-Zellen wurden
jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor(A), pRK5-FKBP51 (B) oder pRK5-FKBP52 (C) transfiziert.
Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium getauscht, was eine Differenzierung der N2a-
Zellen innerhalb 48h zur Folge hatte. Anschliefend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldangen am
Fluoreszenzmikroskop bestimmt.

Da in unterschiedlichen Zusammenhdngen bereits gezeigt werden konnte, dass beide
Proteine haufig antagonistische Effekte auf ein biologisches System bewirken, drangte sich die Frage
auf, ob FKBP51 und FKBP52 Einfluss auf die Effekte des jeweilig anderen Proteins nehmen kdnnen.
Um dies zu lberprifen, fiihrten wir einen Neuritenwachstums-Assay durch, in dem beide Proteine
gleichzeitig exprimiert wurden. Zum einen wurden Zellen mit der gleichen Menge an FKBP51 und
FKBP52 transfiziert, zum anderen jeweils eines der beiden Proteine mit einem zehnfachen
Uberschuss. Die gemeinsame Expression von FKBP51 und FKBP52 in gleichen Mengen fiihrte zu
einem Neuritenwuchs, welcher sich nicht von der Kontrolle unterschied. Es ldsst sich somit
festhalten, dass sich die Effekte beider Proteine, positive wie negative, in diesem Fall gegenseitig
ausglichen. Wurde jedoch eines der beiden Proteine im Uberschuss in den N2a-Zellen exprimiert, so
flhrte dies zu Effekten, die der alleinigen Expression von FKBP51 beziehungsweise FKBP52 dhnelten

(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Neuritenwachstumsverhalten von FKBP51 und FKBP52 in iiberexprimierenden N2a-Zellen. N2a-Zellen
wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor, pRK5-FKBP51 oder pRK5-FKBP52 transfiziert. Wahrend
der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium getauscht und damit eine Differenzierung der N2a-Zellen fir
48h ausgelost. Die Zellen wurden entweder nur mit einem der beiden Proteine alleine oder gemeinsam in unterschiedlichen
Mengen transfiziert. AnschlieRend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.

Durch die Co-Expression von FKBP51 und FKBP52 konnte nachgewiesen werden, dass die
Effekte beider Proteine jeweils durch den anderen Gegenspieler ausgeglichen wurden. Es wurde
ferner deutlich, dass die transfizierten Mengen an Plasmid ausschlaggebend fiir den jeweiligen
Phanotyp sind. In einem weiteren Schritt interessierte daher, ob die Absolutlangen der jeweiligen
Neuriten direkt proportional zu der Menge des transfizierten Plasmids waren. Dadurch die
Expression von FKBP51 bereits das untere Limit der Detektionsmoglichkeiten erreicht und somit eine
sukzessive Erhohung der Plasmidmenge nicht mehr gemessen werden konnte, wurde die Hypothese
mit Hilfe von FKBP52 getestet. Mit Hilfe eines Neuritenwachstumsassays, in dem die Plasmidmengen
an FKBP52 sukzessive erhoht wurden (0 ng — 1600 ng pro Well), wurden erneut reprasentative
Neuriten der jeweiligen Bedingung vermessen, ausgewertet und gegen die jeweilige DNA-Menge
aufgetragen. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind Abbildung 11 zu entnehmen. Es ist deutlich zu
erkennen, dass sich die gebildeten Neuriten proportional zu der transfizierten DNA entwickeln. Dabei
ist auffallig, dass sich die Absolutldangen ab einer Plasmidmenge ab 900 ng auf einem stabilen Niveau

um die 11 mm einpendeln, an diesem Punkt also das Plateau erreicht wird.
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Abbildung 11: Neuritenwachstumsverhalten von FKBP52 {iberexprimierenden N2a-Zellen. N2a-Zellen wurden jeweils mit
80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-FKBP52 in unterschiedlichen Quantitaten bezogen auf FKBP52 transfiziert (keine
Unterschiede in den Absolutmengen transfizierter Plasmid-DNA). Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-
freies Medium getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fiir 48h ausgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen
mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro
Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezdhlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen
Standardfehler dar.

Nachdem nun gezeigt war, dass FKBP52 und FKBP51 in der Lage sind, den Neuritenwuchs der
N2a-Zellen antagonistisch zu modulieren und die jeweiligen Effekte proportional mit den
transfizierten Mengen korrelierten, stellte sich die Frage, ob FKBP51-Varianten aus unterschiedlichen
Organismen &hnliche Funktionen wie die humane Version tibernehmen. Zur Uberpriifung wurden
entsprechende Proteine der Spezies mus musculus (Hausmaus) sowie sameri boliviensis
(Totenkopfaffchen) getestet. Denny et al. [159] konnten bereits nachweisen, dass die FKBP51-
Variante des Totenkopfaffchens im Vergleich zum humanen einen sechs-mal stdrkeren Einfluss auf
die Inhibition der Ligandenbindungsaffinitat des Glucocorticoidrezeptors zu Steroiden hat. Dies flihrt
unter anderem zu dem Phdnomen der Glucocorticoid-Resistenz des Totenkopfaffchens. Hierbei
handelt es sich um deutlich erhéhte ungebundene Cortisolspiegel der Breitnasenaffen der neuen
Welt gegeniiber der Schmalnasenaffen und Halbaffen der alten Welt [160]. Uber den Einfluss der
FKBP51-Variante aus mus musculus ist noch wenig bekannt, jedoch stellten wir in Fluoreszenz-
Polarisations-Assays bereits fest, dass dieses Homolog von FKBP51 Liganden deutlich starker zu
binden vermag als humanes FKBP51. Radioaktiv-Bindungsstudien deuten an, dass sie gleichzeitig die
Bindungsaffinitdt des GRs deutlich schwacher beeinflussen kénnen. Wir untersuchten und verglichen

daher die von den unterschiedlichen FKBP51-Varianten ausgeldsten Effekte im Neuriten-Assay. Dabei
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zeigte sich, dass humanes FKBP51 den Neuritenwuchs wie erwartet reduzierte (um 59 Prozent
verglichen mit der Leerkontrollen-Transfektion). FKBP51 aus mus musculus zeigte in diesem Assay
einen schwacheren Effekt. Die Absolutlangen wurden lediglich auf 84,5 Prozent reduziert. FKBP51
aus sameri boliviensis hingegen bewirkte einen starkeren Effekt als die humane Variante. Der
Auswuchs der Neuriten reduzierte sich signifikant auf 48,5 Prozent (Abbildung 12). Dies verdeutlicht,
dass die inhibitorische Wirkung von FKBP51 Spezies-libergreifend konserviert ist und zudem gut mit
der inhibitorischen Wirkung auf den Glucocorticoidrezeptor im Radioaktiv-Bindungsassay korreliert.
Das Homolog aus mus musculus wirkt schwacher als die humane Variante, wahrend FKBP51 aus

sameri boliviensis einen starkeren inhibitorischen Effekt auslost.

0,08 -

0061— — —uEm—— — — — — — — — — — — — — — —

0,04 4

neurite length [mm]

0,02 A

0,00 - T

Abbildung 12: Einfluss verschiedener FKBP51-Varianten auf das Neuritenwachstumsverhalten von N2a-Zellen. N2a-Zellen
wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor, pRK5-FKBP51, pRK5-mmFKBP51 oder pRK5-smFKBP51
transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium getauscht und damit eine
Differenzierung der N2a-Zellen fiir 48h ausgelost. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die
Neuritenldngen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen
gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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4.2 Bestimmung relevanter Domanen von FKBP51 fiir

die Modulation des Neuritenwachstums

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass sowohl FKBP51 als auch FKBP52 Einfluss auf
die Differenzierung von neuronalen Vorlauferzellen nehmen, stellte sich die Frage, welche ihrer
Domadnen dabei von Bedeutung sind. Beide FKBPs besitzen eine N-terminale FK1-Domane mit PPlase-
Aktivitdt sowie ein C-terminales TPR-Motiv. Beide Motive sind fir die Regulation von
Steroidhormonrezeptoren von absoluter Bedeutung. Die TPR-Domane interagiert dabei mit dem C-
terminalen MEEVD-Motiv von Hsp90, sodass beide Co-Chaperone an den Steroidrezeptorkomplex
binden kdnnen [43, 161]. Weiter ist eine intakte FK1-Domane fir die Interaktion mit dem Rezeptor
erforderlich, jedoch scheint hierbei die PPlase-Aktivitdt nicht obligat zu sein [159, 162]. Um zu
Uberprifen, ob besagte Doméanen im Kontext der neuronalen Differenzierung eine zentrale Rolle
einnehmen, wurde FKBP51 an relevanten Positionen mutiert und das Ergebnis im
Neuritenwachstums-Assay untersucht. Um die Frage zu beantworten, welche Rolle der PPlase-
Aktivitat zukommt, Uberpriften wir die Effekte von FKBP51FD67DV, welches kaum noch PPlase-
Aktivitat  besitzt  (FKBP51_PPlasmut). Weiter untersuchten wir FKBP51K352A/R356A
(FKBP51_TPRmut), eine TPR-Mutante, die nicht mehr an Hsp90 zu binden vermag [163]. Wie in
Abbildung 13 verdeutlicht, hat die Deletion der PPlase-Aktivitat keinen Einfluss auf die inhibitorische
Wirkung von FKBP51. Wird hingegen die TPR-Domane von FKBP51 derart mutiert, dass es nicht mehr
in der Lage ist, an Hsp90 zu binden, verliert FKBP51 die Fahigkeit, die Differenzierung der N2a-Zellen
negativ zu beeinflussen. Sowohl die Tatsache, dass die Modulation nicht auf der PPlase-Aktivitat
beruht, wie auch der Befund, dass eine intakte TPR-Domane Voraussetzung fir solch eine
Modulation ist, ist konsistent mit der Annahme, dass Steroidhormonrezeptoren Einfluss auf die

Differenzierung von neuronalen Zellen nehmen kénnten.
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Abbildung 13: Effekte unterschiedlicher FKBP51-Mutationen auf das Neuritenwachstumsverhalten von N2a-Zellen. N2a-
Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor (Leerkontrolle), pRK5-FKBP51 oder pRK5-
FKBP51FD67DV (FKBP51_PPlasemut) oder pRK5-FKBP51K352A/R356A (FKBP51_TPRmut) transfiziert. Wahrend der
Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fir 48h
ausgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldangen in Mehrfachbestimmungen
am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro
Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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4.3 Die Beeinflussung der N2a-Zelldifferenzierung durch

eine selektive Inhibition von FKBPs

Liganden fir die FK506-bindenden Proteine sind wiederholt im Kontext neurotropher wie
auch neuroregenerativer Effekte beschrieben worden. Die bekanntesten Verbindungen sind hierbei
FK506 und Rapamycin, deren primare immunmodulatorischen Effekte auf Proteine wie Calcineurin
und mTOR beruhen [164]. Um Effekte, die auf einer alleiniger Inhibition von FKBPs beruhen,
studieren zu konnen, eignen sich diese Verbindungen jedoch nur bedingt, da sie gleichzeitig
immunsuppressiv. wirken und daher unterschiedliche Signalwege auslésen kénnen. Mittlerweile
wurden jedoch Derivate synthetisiert, welche in der Lage sind, an FKBPs zu binden ohne dabei
immunmodulatorisch zu wirken (wie zum Beispiel FK1706) [165]. Zwar liberwinden sie dadurch den
Nachteil, einen zusatzlichen Einfluss auf das Immunsystem zu bewirken und somit unterschiedliche
Signalwege auszulGsen, jedoch sind auch diese Molekiile unspezifisch in der Inhibition von FKBPs.
Somit sind auch sie fir eine wissenschaftliche Untersuchung der Effekte einzelner FKBPs ungeeignet.

Die von FKBP51 und FKBP52 ausgel6sten Effektes sind in der Regel antagonistischer Natur
(zum Beispiel in der Regulation von Steroidhormonrezeptoren [43, 161, 166]). Zudem erlangt FKBP51
eine immer grofRere Bedeutung im Zusammenhang mit psychiatrischen Erkrankungen, wie
Assoziationen mit Einzelnukleotid-Polymorphismen des FKBP5-Gens und Charakterisierungen der
Verhalten von knockout Mausen verdeutlichen [89, 90, 167, 168]. Folglich war es an der Zeit, die von
FKBP51 ausgelosten Effekte auf Neuritogenese mechanistisch ndher zu beleuchten. Hierbei
interessierten unter anderem die Fragen, inwieweit es moglich ist, FKBP51 pharmakologisch zu
inhibieren und ob dies zu einer Antwort auf neuronaler Ebene fiihren kann. Da, wie oben
beschrieben, samtliche fir die Familie der FKBPs in Frage kommenden bekannten Liganden
unspezifisch an verschiedene Subtypen binden (FK506 zum Beispiel bindet ebenso potent an FKBP51
wie an FKBP52), machten wir uns ein Werkzeug der chemischen Genomik zunutze, um eine selektive
Inhibition eines der beiden Proteine zu erreichen. Hierfir wurde das zu inhibierende Zielprotein
molekularbiologisch soweit verdandert, dass ein dazu passender Ligand selektiv binden kann. Im Falle
der untersuchten Proteine FKBP51 und FKBP52 wurde Phenylalanin, eine grofRe hydrophobe
Aminosaure, an Position 67 (FK1-Domane) gegen Valin getauscht. Die Folge: Es entsteht ein Loch in
der Bindungstasche des Liganden. Der zunachst unspezifisch bindende Ligand wurde nun in einer
Seitenkette chemisch derart modifiziert, dass er perfekt in das neu generierte Loch passte. Auf diese
Weise war es dem veranderten Liganden moglich, das artifizielle, nicht jedoch das wildtyp-Protein,

selektiv zu binden und hierdurch zu inhibieren (Bump and hole-Strategie) [169].
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Wildtyp-FKBP51 FKBPS1F67V (hole)
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Abbildung 14: Prinzip der ,,bump and hole“-Strategie. Unselektive Liganden binden sowohl an die Wildtyp-Version als auch
die punktmutierte Variante von FKBP51. Selektive Liganden binden hingegen nur noch an die F67V-Mutante.

Um im Anschluss ausschlieBen zu kénnen, dass die Punktmutation in der FK1-Domane von
FKBP51 einen vom Wildtypen abweichenden Effekt auszulésen vermag, wurde das
Neuritenwachstum von FKBP51 sowie von FKBP51F67V Uberexprimierenden N2a-Zellen detailliert
untersucht (siehe Abbildung 15). Es zeigte sich dabei, dass sich das Wildtyp-Protein und die
punktmutierte Version bezlglich der Inhibition der N2a-Zelldifferenzierung nahezu identisch

verhalten.
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Abbildung 15: FKBP51 und FKBP51F67V inhibieren das Neuritenwachstum von N2a-Zellen. N2a-Zellen wurden jeweils mit
80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor (Leerkontrolle), pRK5-FKBP51 oder pRK5-FKBP51F67V transfiziert. Wahrend
der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium getauscht und damit eine Differenzierung der N2a-Zellen fiir
48h ausgelost. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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Um die Bindungseigenschaften an das punktmutierte Protein zu validieren, wurden zunachst
in vitro Fluoreszenz-Polarisations-Assays durchgefiihrt (siehe 3.2.3.3). Hierfir wurden zwei
unterschiedliche Liganden synthetisiert (LDC43920 und SG466) und auf ihr Selektionsverhalten
gegeniber dem Wildtypen und dem von Punktmutanten getestet (Abbildung 16). Es zeigte sich, dass
beide Verbindungen sehr potent im nanomolaren Bereich an die mutierten Versionen von FKBP51
und FKB52 binden und eine 500- bis 1000-fache Selektivitat gegenlber den Wildtypen aufweisen.
Beide Verbindungen konnten folglich im bereits beschriebenen Neuritenwachstums-Assay genutzt
werden, um eines der beiden Proteine selektiv zu hemmen und die Untersuchung der daraus

resultierenden Auswirkungen zu ermaglichen.
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Abbildung 16: Fluoreszenz-Polarisations-Assay zur Bestimmung der Bindungsaffinititen von LDC43920 und 2 an
FKBP51 /-52 sowie an den entsprechenden Punktmutanten (F67V). Die aufgereinigten FK1-Dom&nen der Wildtyp-Proteine
FKBP51 (2 nM) sowie FKBP52 (2 nM) und F67V-Mutationen (51F67V 2 nM und 52F67V 10 nM) werden durch das Titrieren
beider Liganden gegen den Tracer CK97 (3 nM) durch Fluoreszenz-Polarisation gemessen [91]. Der FP-Assay wurde von
Dr. Christian Kozany durchgefihrt.

Ligand FKBP51 wt FKBP51F67V FKBP52 wt FKBP52F67V
LDC43920 4,7+1,4 0,01 +0,001 7,7%+5,8 0,024 + 0,003
$G466 >30 0,06 £ 0,03 >40 0,08 +0,02

Tabelle 15: Bindungsaffinitdten (IC5o in tM) der LDC43920 und SG466 an FKBP51, FKBP51F67V, FKBP52 und FKBP52F67V
[91].

Im nachsten Schritt wurden N2a-Zellenmit FKBP51, FKBP51F67V sowie einer Leerkontrolle

transfiziert und zuséatzlich mit den LDC43920 oder SG466 behandelt. Erneut wurde das
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Differenzierungsverhalten der Zellen durch FKBP51 sowie durch die Punktmutant deutlich inhibiert.
Durch Gabe eines der beiden Inhibitoren konnte, wie erwartet, im Falle des Wildtyp-Proteins keine
Veranderung auf das Differenzierungsverhalten der N2a-Zellen festgestellt werden. Sowohl jene
Zellen, die mit LDC43920 als auch solche, die mit SG466 behandelt wurden, dnderten im Falle der
Uberexpression von FKBP51 ihr Differenzierungsmuster nicht. Das Neuritenwachstum wurde von
FKBP51 inhibiert. Dies dnderte sich jedoch deutlich bei der Expression von FKBP51F67V. Wie in
Abbildung 17 zu erkennen ist, konnten beide Inhibitoren (LDC43920 oder SG466) die durch
FKBP51F67V hervorgerufene Hemmung komplett aufheben. Die Liange der gebildeten Neuriten
entsprach denen, der mit einem Leervektor transfizierten Kontrollen. Es konnte somit erstmals
bewiesen werden, dass die von FKBP51 hervorgerufenen Effekte durch gezielte pharmakologische
Inhibition des Zielproteins blockiert werden kdnnen. In weiteren Versuchen stand nun die Frage im
Vordergrund, ob die Bindung an FKBP51F67V und die damit verbundene Inhibition von FKBP51F67V
sowie deren Effekt dosisabhdngig im Bezug auf den zugegeben Liganden ist. Hierzu transfizierten wir
N2a-Zellenerneutmit dem pRK5-FKBP51F67V-Konstrukt und titrierten den SG466 (1 nM bis 10 uM).
Wie in Abbildung 18 zu sehen, konnte der Effekt des Proteins dosisabhangig aufgehoben werden. Der
Einsatz von 100 nM SG466 flihrte bereits zu einer kompletten Aufhebung der durch FKBP51F67V
ausgelosten Reduktion der Neuriten. Dieses Ergebnis korrespondiert mit den im Fluoreszenz-

Polarisations-Assay erhaltenen Bindungsaffinitdten von SG466 an FKBP51F67V (siehe Tabelle 15).
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Abbildung 17: Die Inhibition von FKBP51F67V kann im Gegensatz zu der Inhibition durch FKBP51 sowohl durch LDC43920
als auch SG466 aufgehoben werden. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor
(Leerkontrolle), pRK5-FKBP51 oder pRK5-FKBP51F67V transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen
FCS-freies Medium, inklusive LDC43920 oder SG466 (20 uM) beziehungsweise DMSO, getauscht und damit die
Differenzierung der N2a-Zellen fir 48h ausgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die
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Neuritenlangen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen
gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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Abbildung 18: Die Inhibition von FKBP51F67V durch den Liganden ist dosisabhangig. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng
myr-Venus sowie 720 ng pRK5-FKBP51F67V transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies
Medium, inklusive SG466 beziehungsweise DMSO, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fir 48h
ausgelost. Der Ligand wurde hierbei titriert (1 nM — 10 uM). AnschlieRend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und
die Neuritenlangen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen
gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.

Um im Fortgang der Forschung zu Uberprifen, ob eine Inhibition von FKBPs generell liber die
Blockade der aktiven Tasche in der FK1-Domane hervorgerufen werden kann, mutierten wir neben
FKBP51 ebenfalls die Position 67 in FKBP52. Abermals wurde ein Phenylalanin gegen Valin
ausgetauscht. Das Ergebnis: Das Bindungsverhalten beider Liganden gegeniiber der Punktmutante
und des Wildtyp-Proteins entspricht den Selektivititen wie bereits fir FKBP51 beschrieben. Beide
binden deutlich selektiver an die Punktmutante. Auch der durch FKBP52 ausgeloste, bereits
beschriebene Effekt (Férderung des Neuritenwuchses, siehe Abbildung 10) konnte durch beide
Liganden aufgehoben werden. Das Versetzen von Wildtyp-FKBP52 (berexprimierenden Zellen mit
SG466 hatte dagegen keinen Effekt. Vergleicht man dies mit dem Verhalten der N2a-Zellen, die
FKBP52F67V exprimieren, so wird deutlich, das SG466 in der Lage ist, erfolgreich an die FK1-Domane
zu binden, FKBP52 zu inhibieren und damit den durch FKBP52 verstarkten Effekt bezogen auf das
Differenzierungsverhalten der Zellen zu unterdriicken (Abbildung 19). Wie schon weiter oben
ausgefihrt, ist es ebenfalls moéglich, den durch FKBP51 beziehungsweise FKBP52 hervorgerufenen
Effekten durch das Austitrieren eines der beiden Proteine mit dem jeweils anderen

entgegenzuwirken.
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Abbildung 19: Der neuritenwachstumsférdende Effekt von FKBP52F67V kann im Gegensatz zu dem des Wildtyp-Proteins
durch den Einsatz von SG466 aufgehoben werden. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-
Leervektor (Leerkontrolle), pRK5-FKBP52 oder pRK5-FKBP52F67V transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium
gegen FCS-freies Medium, inklusive SG466 (20 uM) beziehungsweise DMSO, getauscht und damit die Differenzierung der
N2a-Zellen fiir 48h ausgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezdhlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.

Mit Hilfe der bump-and-hole-Strategie wurde als endgiiltiger Beweis des antagonistischen
Verhaltens beider Proteine schlieRRlich ein weiterer Neuritenwachstums-Assay durchgefiihrt, in dem
sowohl die Wildtyp-Variante beider Proteine als auch deren Punktmutation exprimiert wurden.
Dabei wurde stets eine der beiden Versionen von FKBP51 mit einer der beiden Versionen von FKBP52
(Wildtyp oder F67V-Mutation) transfiziert. Weiter wurden die Zellen entweder nur mit DMSO als
Kontrolle oder mit SG466 behandelt (Abbildung 20). Sowohl bei der gleichzeitigen Uberexpression
der Wildtypen als auch bei der Transfektion beider Punktmutanten konnte kein signifikanter
modulatorischer Effekt von SG466 beziiglich der Lange der ausgebildeten Neuriten festgestellt
werden. Dies kann dadurch erklart werden, dass der Inhibitor entweder gar nicht oder vollstandig an
beide Proteine (51 und 52) binden konnte und diese im Umkehrschluss entweder nicht oder
gleichzeitig inhibierte. Ergo hoben sich die Effekte von FKBP51 und FKBP52 gegenseitig auf und es
kam zu einem Differnzierungsverhalten, das vergleichbar mit dem der Leertransfektionen war.
Wurde jedoch eine Kombination beider Proteine gewahlt, in der eine Mutante und ein Wildtyp
eingesetzt wurden, so konnte jeweils die Punktmutante erfolgreich inhibiert werden, der
gegensatzliche Wildtyp allerdings nicht. Im Falle der Expression von FKBP52F67V und FKBP51 kam es

durch Gabe des Inhibitors zu einem verminderten Auswuchs der N2a-Zellen, wiahrend die Blockade
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von FKBP51F67V in Kombination mit FKBP52 eine verstarkte Ausbildung von Neuriten zur Folge
hatte. Dies zeigt erstmals, dass die selektive Blockade einer der beiden FKBP-Varianten signifikante
Effekte auf die Neuritogenese hat und unterstreicht dadurch das neurotrophe Potential einer

selektiver Inhibition von FKBP51 in Neuronen.

0,10
[ Leerkontrolle
] FKBP51+FKBP52
I FKBP51F67V+FKBP52
0,08 1 | ] FkBP51+FKBP52F67V
[ FKBP51F67V+FKBP52F67V
e
£
'E' 0,06 ~
(®)] 255
c oe%
1 0%e%
c }:ozc
) 0.0 R4
= 04 - O] e
5 99034 03958
o) R4 13X
P 2el0! e 19
O] ee
o2’ 15¢¢S
OO O
LS5 12594
0,02 4 Po%! 15
O] ee
OO O
02024 ee
OO O
*20 04 ee
OO O
O] ee
OO O
O] 00
OO OO
9404 12594
0,00 T - T T T

Abbildung 20: Inhibition der durch die Punktmutanten ausgelosten Effekte durch SG466. N2a-Zellen wurden jeweils mit
80 ng myr-Venus sowie einer Kombination aus 720 ng pRK5-FKBP51 und pRK5-FKBP52 (wt/wt, wt/pm oder pm/pm) oder
pRK5-Leervektor (Leerkontrolle) transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium,
inklusive des SG466 (20 uM) beziehungsweise DMSO, getauscht und damit eine Differenzierung der N2a-Zellen fir 48h
ausgelost. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in Mehrfachbestimmungen
am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro
Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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4.4 Die Modulation des Differenzierungsverhaltens von

N2a-Zellen durch Steroide

Erstmals konnte im Rahmen der wissenschaftlichen Forschung belegt werden, dass Co-
Chaperone wie FKBP51 und FKBP52 nicht nur einen wichtigen modulatorischen Effekt auf das
Neuritenwachstumsverhalten von Neuroblastoma-Zellen ausiiben, sondern auch, dass dieser Effekt
durch Inhibitoren pharmakologisch blockiert werden kann. Nun galt es herauszufinden, wie FKBPs
das Differenzierungsverhalten von neuronalen Zellen auf biochemischer und molekularbiologischer
Stufe regeln und somit moglicherweise einen Einfluss auf die Neuroplastizitdit von Organismen
nehmen.

Einer der prominentesten Effekte von FKBP51 ist seine inhibitorische Wirkung auf
Steroidhormonrezeptoren. Das Protein agiert in diesem Fall zusammen mit Hsp90 als Co-Chaperon
flr besagte Heterokomplexe. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass es Signale, die
sowohl vom GR [82] wie auch vom MR [170] ausgehen, negativ und solche, die vom AR ausgehen,
zelltyp-abhéangig positiv reguliert [171]. Weiter ist erwiesen, dass FKBP51 nicht nur regulatorisch
wirkt, sondern dessen Expression auch unter Kontrolle genau dieser Rezeptoren steht [172]. Es
handelt sich hierbei um eine klassische intrazelluldre, negative Riickkopplung. FKBP51 kann hierdurch
als regulatorische Schnittstelle fiir unterschiedliche Signalwege fungieren.

Inspiriert von der Tatsache, dass FKBP51 und FKBP52 bereits als wichtige Interakteure in
steroidalen Signalkaskaden beschrieben wurden, stellten wir uns die Frage, ob Steroide ebenfalls
einen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten von N2a-Zellen haben. Im Kontext der hormonellen
Stressantwort des Korpers (HPA-Achse) sind hierbei vor allem zwei Rezeptoren von besonderer
Bedeutung: Die nach Stress sekretierten Glucocorticoide sind in der Lage, an endogene
Glucocorticoid- sowie an Mineralcorticoid-Rezeptoren zu binden und auf diese Art einen negativen
Riickkopplungsmachansimus der HPA-Achse auszuldsen. Im Rahmen dessen spielen vor allem die
Rezeptoren, die in Hypothalamus, Hypophyse und Hippocampus angesiedelt sind, eine wichtige Rolle
[173]. Uns interessierten daher vor allem Differenzierungseffekte, welche genau durch diese beiden
Proteine reguliert werden. In einem ersten Versuch testeten wir daher, ob Liganden
unterschiedlicher Steroidhormon-Rezeptoren einen Effekt auf das Differenzierungsverhalten von
Neuro-2a-Zellen austiben. Hierfiir setzten wir zum einen die Agonisten Aldosteron, Dexamethason
und Dihydrotestosteron (DHT) und zum anderen die Antagonisten Ru486 und Spironolacton ein.
Weiter gingen wir der Frage nach, ob Hsp90-Inhibitoren und Inhibitoren des P-glycoproteins (P-gp)
ebenfalls in der Lage sind, das Differenzierungsverhalten zu modulieren. Wie Abbildung 21 zu
entnehmen ist, bewirken die MR- wie auch GR-Agonisten Aldosteron und Dexamethason einen

stimulierenden Effekt auf das Wachstum der Neuriten, wahrend der Androgenrezeptor-Agonist keine
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signifikante Anderung des Differenzierungsverhaltens zur Folge hat. Die Antagonisten, namlich Ru486
und Spironolacton, 16sen hiereinen gegenteiligen Effekt aus. Sie inhibieren die Differenzierung der
Neuro-2a-Zellen. Diese Ergebnisse deuten erstmals darauf hin, dass SHRs einen zentralen Einfluss auf
die Entwicklung neuronaler Zellen nehmen. Der Einsatz von Geldanamycin, welches Hsp90 inhibiert
und dadurch die korrekte Formierung der SHR-Heterokomplexe in einen aktivierbaren Zustand
verhindert, fiihrt zu Ergebnissen, die mit denen der Antagonisten zu vergleichen sind Auch hier wird
die Bildung neuer Neuriten gestért und dadurch die These der SHR-Involvierung in neuronale
Entwicklungsprozesse gestiitzt. Als Nachstes gingen wir der Frage nach, ob durch eine Blockade des
P-gps eine Erhdhung der intrazelluldren Steroidkonzentration und somit eine Anderung des
Entwicklungsverhaltens der Zellen hervorgerufen werden kann. Hierbei stellten wir allerdings nur
eine minimale Anderung fest, die jedoch auch den geringen Inhibitor-Konzentrationen im Assay

geschuldet sein kénnte.

0,10

0,08 A
€
‘g' 0,06 -
g L
c __ _ _FET - r ]
:®
C
Q
= 0,04 A
=}
(0]
z

0,02 A

0,00 - T T

) aF K O Q> © )
Q}OQ Q 0‘2‘ (}\é @@ @0 \)b“b C}QQ
& @'b- Q & <& N
\bo & N
® & xR

Abbildung 21: Effekt unterschiedlicher Steroide und Inhibitoren von Hsp90 und P-gp auf das Neuritenwachstum von N2a-
Zelle. N2a-Zellen wurden jeweils mit myr-Venus sowie pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das
Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive 20 nM der angegeben Verbindung, getauscht und damit die Differenzierung
der N2a-Zellen fir 36h ausgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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In der Familie der Steroidhormonrezeptoren weisen der GR und der MR die hochste
Homologie auf. Dies flihrt dazu, dass Liganden, die an einen der beiden Rezeptoren binden, meist
auch eine gewisse Affinitat fiir den jeweils anderen Rezeptor aufweisen. Endogene Corticosteroide
binden meist mit hoherer Affinitat an den MR als an den GR [174]. Bei der Wahl geeigneter
Agonisten sowie Antagonisten wurde daher besonders auf eine moglichst hohe Selektivitat
gegenliber dem jeweils anderen Rezeptor geachtet.

Zunachst untersuchten wir Effekte auf Differenzierungsebene von Agonisten beider
Rezeptoren. Hierbei setzten wir fir den MR Aldosteron sowie Ru26988 fiir den GR ein. Die Zellen
wurden zunachst, wie in Kapitel 3.3.1.2 beschrieben, ausgesit. Am Folgetag wurde das Medium
gegen Differenzierungsmedium getauscht und eines der beiden Steroide zugesetzt. Um Aussagen
Uber pharmakodynamische Prozesse machen zu kénnen, wurden beide Steroide titriert und deren
Effekte zwischen 0 und 1 uM untersucht. Wie in Abbildung 22 zu erkennen ist, (ibt Aldosteron in
niedrigeren Dosen zunachst einen neuritenférdernden Effekt aus. In einem dosisabhdngigen
Verhalten bilden N2a-Zellen, die mit 3-100 nM Aldosteron versetzt wurden, im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle deutlich langere Neuriten aus. Dies gilt bis zu einer maximalen Konzentration von 100 nM.
Wird der Gehalt an Steroid nun sukzessive weiter erhoht, so verringern sich die Absolutlangen wieder
und gehen ab einer Konzentration von 1 uM sogar auf Basalniveau zuriick. Dieser Effekt (iberraschte
zundchst, da im Falle von Stimulatoren der Differenzierung eine klassische Dosis-Wirkungs-Kurve mit

einem maximalen Plateau zu erwarten war.
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Abbildung 22: Aldosteron foérdert das Neuritenwachstum von N2a-Zellen bis 100 nM. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80
ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies
Medium, inklusive Aldosteron in entsprechender Konzentration, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fiir
36h ausgelost. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenlangen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezédhlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.

Um den Einfluss von Steroiden, speziell Agonisten, weiter zu beleuchten, flihrten wir ein
ahnliches Experiment mit GR-selektiven Agonisten durch. Zu diesem Zweck untersuchten wir zum
einen den Effekt von Ru26988, einem traditionellen Steroid, sowie den des nicht-steroidalen GR-
Liganden R-16 [175]. Sowohl Ru26988 als auch R-16 zeigten ein &hnliches
differienzierungsforderndes Profil wie Aldosteron. Beide wirken bis zu einer Konzentration von 100
nM positiv auf die Bildung von Neuriten. Wird eine hhere Konzentration eingesetzt, beginnen N2a-
Zellen abermals kirzere Neuriten zu bilden, wobei sie nie unter das Ausgangsniveau fallen. Der
Rickgang der Neuritenbildung scheint auch in diesem Fall in Dosis-abhangiger Weise zu erfolgen,
sodass ab 300 nM zunachst ein leichter Riickgang zu verzeichnen ist, wahrend eine Konzentration
von 1 uM im Medium zum Erreichen des Basallevels fiihrt. Hier ist jedoch interessant, dass die
steroidale Verbindung Ru26988, die im Falle des GRs sowohl als Transaktivator wie auch als
Transrepressor wirkt, einen deutlich starkeren Effekt als das primar als Transrepressor agierende

R-16 ausiibt.
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Abbildung 23: Sowohl Ru26988 (A) als auch R-16 (B) fordern das Neuritenwachstum von N2a-Zellen bis 100 nM. N2a-
Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde
das Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive der GR-Agonisten in entsprechender Konzentration, getauscht und damit
die Differenzierung der N2a-Zellen fir 36h ausgeldst. AnschlieRend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die
Neuritenldngen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen
gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.

Nachdem  wir  wissenschaftlich  belegen  konnten, dass  Agonisten einen
differenzierungsfordernden Effekt ausiiben, stellten wir uns die Frage, ob Antagonisten dieser
Rezeptoren einen entgegen gerichteten Effekt bewirken. Um diese Frage beantworten zu kénnen,
flihrten wir ein dhnliches Experiment mit selektiven Antagonisten fir den MR (Ru28318) sowie den
GR (CORT108297 und Ru486) durch (Abbildung 24). Zusatzlich Gberpriften wir die MR-Antagonisten
Eplerenon und Spironolacton. Konsistent mit den Ergebnissen aus den Agonisten-Versuchen zeigten
diese Antagonisten einen inversen Effekt auf die Bildung von Neuriten. Sowohl Ru28318,
Spironolacton, Eplerenon, Ru486 wie auch CORT108297 fiihrten dosisabhdngig zu einem
verminderten Differenzierungspotenzial der N2a-Zellen. Es konnte somit nachgewiesen werden, dass
Steroidhormonrezeptoren eine wichtige Funktion auf das Entwicklungsverhalten von neuronalen
Zellen einnehmen. Agonisten |6sen eine verstdrkte, Antagonisten dieser Rezeptoren eine

verminderten Ausbildung von Neuriten aus.
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Abbildung 24: Sowohl Ru28318 (A), CORT108297 (B), Eplerenon und Spironolacton (C) als auch Ru486 (D) inhibieren das
Neuritenwachstum von N2a-Zellen. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor
transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive Steroide in entsprechender
Konzentration, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fir 36h ausgel6st. AnschlieRend wurden die Zellen
mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro
Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen
Standardfehler dar.

Im Folgenden untersuchten wir die Fragen, ob und in wieweit die durch Uberexpression von
FKBP51 ausgel6sten Inhibitions-Effekte durch Agonisten aufgehoben werden kénnen und welche
Effekte Antagonisten in diesem Kontext bewirken. Hierfir wurden N2a-Zellen entweder mit dem

pRK5-Leervektor oder pRK5-FKBP51 transfiziert und mit der effektivsten Wirkkonzentration des
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entsprechenden Liganden behandelt. Wie in Abbildung 25 zu sehen, wurde sowohl durch den MR-
Agonisten (A) wie auch den GR-Agonisten (B) der durch FKBP51 verursachte inhibierende Effekt
grofRtenteils aufgehoben. Bei Steroidgabe erreichten die Absolutlingen der FKBP51-
Uberexprimierenden Zellen beinahe das Niveau der Kontroll-transfizierten Zellen und lagen deutlich
Uber dem Basalwert. Im Falle der Antagonisten des MRs (C) und GRs (D) wurde in beiden Féllen eine
deutliche Abnahme der Neuritenlangen durch die Antagonisten evident. FKBP51 konnte in diesem
Fall kein signifikanter zusatzlicher Effekt nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass zum einen
Agonisten in ihrer Inhibition des Neuritenwuchses FKBP51 dominieren und dass zum anderen FKBP51
keine additiven Effekte auf den Wirkmechanismus der Antagonisten austibt, lasst darauf schlieRen,
dass neben den Effekten durch Steroidhormonrezeptoren-Signalwegen auch andere Prozesse an der

Modulation beteiligt sein kénnten. Eine genauere Erlduterung ist dem Kapitel 5.2 zu entnehmen.
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Abbildung 25: Effekte von Agonisten (Aldosteron (A), Ru26988 (B)) und Antagonisten (Ru28318 (C), CORT108297 (D)) des
MRs beziehungsweise GRs in FKBP51 iiberexprimierenden Zellen: N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie
720 ng pRK5-Leervektor oder pRK5-FKBP51 transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies
Medium, inklusive Steroid in entsprechender Konzentration, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fiir

36h ausgelost.

AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4%

in  PBS)

fixiert und die Neuritenldngen in

Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezdhlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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4.5 Der Einfluss von FKBP51-Inhibitoren auf die

Signaltransduktion von Steroidrezeptoren

FKBP51 ist in der Lage, Steroidhormon-Rezeptoren negativ zu modulieren. Uber dieses
zentrale Ergebnis heraus, konnten wir jedoch zusatzlich zeigen, dass durch eine selektive Blockade
von FKBP51, ndmlich der Inhibition von FKBP51F67V (vergleiche auch Kapitel 4.3), auch eine
Anderung des Differenzierungsverhalten von Neuro-2a-Zellen ausgelést werden kann. Dies bewies
jedoch nicht, dass besagter Mechanismus ein Resultat der gednderten SHR-Signale durch FKBP51 ist.
Daher galt es nun zu Uberprifen, ob eine selektive Blockade von FKBP51 speziell solche Signalwege
beeinflussen kann. Um einen solchen Nachweis zu erbringen etablierten wir zundchst einen
Radioaktiv-Bindungsassay, der die Messung der Ligandenbindung von Dexamethason an den
Glucocorticoidrezeptor ermdoglichte (siehe auch Abschnitt 3.3.2). Im Anschluss wurden Lysate aus GR-
Uberexprimierenden HEK-Zellen hergestellt, welche mit unterschiedlichen rekombinanten FKBPs, die
wir wiederum jn-vitro aufreinigten, versetzt wurden, um die Bindung von radioaktiv markierten
Dexamethason an den GR messen zu kénnen. Um aullerdem (berprifen zu kdnnen, ob der
gemessene Effekt tatsdchlich auf FKBP51 beruht, reinigten wir ein weiteres, wie in Kapitel 1.3
beschrieben, deutlich potenteres Homolog von FKBP51 aus dem Totenkopfaffchen auf (smFKBP51)
und testeten auch dieses. Neben dieser Variante von FKBP51 bezogen wir unsere Untersuchungen
dartber hinaus auf den Effekt von FKBP52 innerhalb unseres Assays. Hierfir wurde zusatzlich
humanes FKBP52 gereinigt und getestet.

In einem ersten Versuch versetzten wir die GR-haltigen Lysate mit den Immunophilinen
FKBP51 und FKBP52. Zudem interessierte uns, ob Substanzen, die unterschiedliche Effekte auf den
SHR-Heterokomplex auslosen, auch in unserem Assay eine signifikante Wirkung zeigen. Hierfir
testeten wir die Einflisse von Molybdat und Radicicol. Ersteres kann den ATP-gebundenen Zustand
von Hsp90 und dadurch die Heterokomplex-Konformation, welche potent Dexamethason zu binden
fahig ist, stabilisieren [176, 177]. Radicicol hingegen vermag als Hsp90-Inhibitor die Komplexbildung
zu verhindern [178]. Auch in unserem Assay konnten solche Effekte beobachtet werden. Der Einsatz
von Molybdat flihrte zu einer leichten Steigerung der Bindung von radioaktiv-markiertem
Dexamethason, wahrend Radicicol diese komplett aufhob. Die Bindungswerte sind in letzterem Fall
mit denen der Kompetitionswerte, die durch einen starken Uberschuss an untritiertem
Dexamethason generiert wurden, vergleichbar. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die im
Radioaktiv-Bindungsassay erhaltenen Daten tatsachlich von der Formierung und der Aktivitat des
SHR-Heterokomplexes abhangig waren. Auch der Einsatz von SHR-modulierenden Immunophilinen

hatte einen Effekt auf die Ligandenbindungsaffinitdt des Rezeptorkomplexes. Durch die Verwendung

91



4. Ergebnisse

von FKBP51 wurde wie erwartet die Bindung zu Dexamethason herabgesetzt, wahrend FKBP52 diese

leicht verbesserte (siehe Abbildung 26).

2500

2000 ~

1500 -

1000 o

gebundenes 3H-Dex [cpm]

500 A

Abbildung 26: Effekte von Molybdat, FKBP51, FKBP52 und Radicicol auf den GR. GR lberexprimierende HEK-Zelllysate
wurden mit 10 uM Dexamethason (Kompetition), 10,5 mM Natriummolybdat, 40 uM Radicicol oder 1 uM humanem
FKBP51 bzw. FKBP52 inkubiert und mit 10 nM radioaktiven Dexamethasons behandelt. AnschlieBend wurde nicht
gebundenes Dexamethason durch eine Absorption an Aktivkohle entfernt und die verbleibende Menge an GR gebundenen
Dexamethasons gemessen.

In weiteren Versuchen wurden die Effekte der Immunophiline ndher untersucht. Hierfir
wurden komplette Bindungskurven verschiedener Konzentrationen von 3H-Dexamethason
aufgenommen und vermessen. Dies lasst eine Bestimmung von Kyq- wie auch B.-Werten zu.
Zunachst wurden die Effekte von humanem FKBP51 und FKBP52 sowie der FKBP51 Variante des
Totenkopfaffchens untersucht (smFKBP51). Wie in Abbildung 27 zu erkennen ist, verminderte
FKBP51 die Bindung des Liganden an den Rezeptor deutlich. Weiter lie sich die Erwartung
bestatigen, dass smFKBP51 diese Interaktion noch starker zu inhibieren vermochte. In beiden Fallen
wurde ein signifikanter Anstieg des Kd-Werts gemessen. FKBP52 hingegen fiihrt zu keiner Anderung

des Kd-Werts. Es bewirkt dagegen eine geringe Absenkung des B,,..-Werts (Abbildung 28).
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Abbildung 27: FKBPs inhibieren die Bindung von radioaktiv-markierten Dexamethason an den Glucocorticoidrezeptor. GR
Uberexprimierende HEK-Zelllysate wurden mit 1 uM humanem FKBP51 sowie smFKBP51 inkubiert und mit
unterschiedlichen Mengen radioaktiven Dexamethasons behandelt. AnschlieBend wurde nicht gebundenes Dexamethason

durch eine Absorption an Aktivkohle entfernt und die verbleibende Menge des an GR gebundenen Dexamethasons
gemessen.
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Abbildung 28: FKBP51 und FKBP52 beeinflussen die Bindung von radioaktiv-markierten Dexamethason an den
Glucocorticoidrezeptor unterschiedlich. GR Uberexprimierende HEK-Zelllysate wurden mit 1 uM humanem FKBP51 sowie
FKBP52 inkubiert und mit unterschiedlichen Mengen radioaktiven Dexamethasons behandelt. AnschlieBend wurde nicht
gebundenes Dexamethason durch eine Absorption an Aktivkohle entfernt und die verbleibende Menge des an GR
gebundenen Dexamethasons gemessen.
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Um zu Uberprifen, ob besagte Effekte konzentrationsabhangig in Bezug auf die jeweils
eingesetzten Proteine auftreten, wurden zusatzliche Radioaktiv-Bindungsassays umgesetzt, in denen
eine gegebene Menge GR-Lysat mit einer konstanten Konzentration an radioaktiv-markierten
Dexamethason versetzt wurde. AnschlieBend wurden FKBPs hinzutitriert. Wie Abbildung 29 zu
entnehmen ist, inhibieren beide FKBP51-Varianten die Bindung von Dexamethason an den GR in
einem deutlich dosisabhidngigen Verhalten. smFKBP51 zeigt sich dabei abermals potenter als

hFKBP51.
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Abbildung 29: Titration von FKBP51, FKBP51F67V und smFKBP51 im Radioaktiv-Bindungsassay bei konstanten
GR-Konzentrationen. GR Uberexprimierende HEK-Zelllysate wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an humanem
FKBP51 sowie dessen F67V-Mutante und smFKBP51 inkubiert und 10 nM radioaktiven Dexamethasons behandelt.
AnschlieBend wurde nicht gebundenes Dexamethason durch eine Absorption an Aktivkohle entfernt und die verbleibende
Menge des an GR gebundenen Dexamethasons gemessen.

In weiteren Versuchen wurde die Relevanz des korrekten Domdnen-Aufbaus von FKBP51
getestet. Es wurde bereits gezeigt, dass FKBP51 sowohl eine intakte TPR-Domane als auch eine FK1-
Domaéne bendtigt, um in den Heterokomplex integriert werden zu kdnnen (siehe auch Kapitel 1.2).
Um die Inkorporation von FKBP51 in den Komplex zu beweisen, wurden daher auch FKBP51 K352A
(FKBP51TPRmut) und FKBP52_ K354A (FKBP52TPRmut) jeweils zu 1 uM im Radioaktiv-Bindungsassay
vermessen. Wie erwartet, hatte keines der Proteine einen Effekt auf die Bindung von Dexamethason
an den GR. Entsprechend kann davon ausgegangen werden, dass beide Proteine nicht in den

Komplex integriert wurden und folglich auch nicht in der Lage waren, den GR zu modulieren.
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Abbildung 30: FKBPs mit entsprechender TPR-Mutation haben keinen Effekt auf den GR. GR-liberexprimierende HEK-
Zelllysate wurden mit 1 pM humanem FKBP51TPRmut sowie FKBP52TPRmut inkubiert und mit unterschiedlichen Mengen
radioaktiven Dexamethasons behandelt. AnschlieRend wurde nicht gebundenes Dexamethason durch eine Absorption an
Aktivkohle entfernt und die verbleibende Menge des an GR gebundenen Dexamethasons gemessen.

Im Fortgang der Untersuchungen galt es zu belegen, ob und wenn ja, inwieweit die FK1-
Domaéne von FKBP51 und die Assoziation des gesamten Proteins an den Rezeptorkomplex in diesem
Assay relevant sind. Hierfiir wurde die Bindung von 10 nM 3H-Dexamethason an den GR getestet.
Erneut wurden daher FKBP51 sowie dessen aufgereinigte FK1-Doméadne (FKBP51FK1-Domane) wie
auch FKBP51 mit delegierter FK1-Domédne (FKBP51deltaFK1) eingesetzt. Wie aus Abbildung 31
deutlich  hervorgeht, beeinflusst lediglich die Volllangen-Version von FKBP51 die
Ligandenbindungsaffinitat von Dexamethason an der GR. Eine Deletion der FK1-Doméane hingegen
fihrt zu einem Bindungsverhalten, das dem basalen Wert (Bindung ohne FKBP51)entspricht. Das
alleinige Vorhandensein einer FK1-Domane in der Losung I6st folglich keinen Effekt auf den GR aus.
In Verbindung mit den eben zuvor gezeigten Daten (Abbildung 30) ldsst sich demnach festhalten,
dass FKBP51 sowohl eine intakte FK1-Domédne aufweisen, gleichzeitig aber auch in der Lage sein
muss, Uber dessen TPR-Domane an Hsp90 zu binden, um in den Komplex integriert werden und

letztendlich seine inhibitorische Wirkung auf den Rezeptorkomplex voll entfalten zu kénnen.
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Abbildung 31: Effekte von FKBP51, FKBP51deltaFK1 und der FKBP51FK1-Domane auf den GR. GR Uberexprimierende HEK-
Zelllysate wurden mit 1 uM humanem FKBP51, FKBP51deltaFK1 oder einer FKBP51FK1-Domane inkubiert und mit 10 nM
radioaktiven Dexamethasons behandelt. AnschlieRend wurde nicht gebundenes Dexamethason durch eine Absorption an
Aktivkohle entfernt und die verbleibende Menge an GR gebundenen Dexamethasons gemessen.

Nachdem nun belegt war, das mit Hilfe des Radioaktiv-Bindungsassays sowohl die von
FKBP51 ausgel6sten inhibitorischen Effekte auf den GR als auch die Notwendigkeit relevanter
Domaénen in-vitro nachgewiesen werden konnten, gingen wir der Frage nach, ob Inhibitoren, die an
die FK1-Doméane von FKBP51 binden, ebenfalls einen modulatorischen Effekt auf die von FKBP51
ausgeloste Inhibition der Ligandenbindung, und somit auf Steroid-Signalwege, entfalten. Hierfir
wurden Liganden synthetisiert [156, 157], die sich vor allem in ihren Bindungskonstanten gegeniiber
FKBP51 unterschieden (siehe Tabelle 16 und Tabelle 18). Alle Liganden wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen im Radioaktiv-Bindungsassay getestet (Abbildung 32). Das Ergebnis: Die getesteten
Liganden waren nicht nur in der Lage, die durch FKBP51 ausgeldste Inhibition durch Bindung an die
FK1-Domane zu blockieren, dieser Vorgang verlief aulerdem in direkter Korrelation zu den
entsprechenden Bindungsaffinitdten (YW691 > YW544 > YW703 und GR42 > GR3e*/GR44 > GR3al).
Somit konnten wir erstmals beweisen, dass durch selektive Inhibition von FKBP51 ein direkter
Einfluss auf die Ligandenbindungsaffinitait und dadurch auf die Signaltransduktion von

Steroidhormonrezeptoren moglich wird.
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Abbildung 32: Blockade der durch FKBP51 ausgel6sten Inhibition der Bindungsaffinitat von Dexamethason an den GR.
GR-Uberexprimierende HEK-Zelllysate wurden mit 100 nM FKBP51, 10 nM radioaktiven Dexamethasons und
unterschiedlichen Konzentrationen an FKBP51-Inhibitoren behandelt. AnschlieBend wurde nicht gebundenes
Dexamethason durch eine Absorption an Aktivkohle entfernt und die verbleibende Menge des an GR gebundenen
Dexamethasons gemessen.
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4.6 Der Einfluss von Immunophillin-Liganden auf das

Differenzierungsverhalten von N2a-Zellen

Bereits 1987 beschrieben Kino et al. die Entdeckung des fiir die Gruppe der FKBPs
namensgebenden Liganden, namlich FK506 [180]. Damals konnte neben weiteren wichtigen
chemischen und biologischen Funktionen besagter Verbindung auch deren immunsuppressiver Effekt
aufgedeckt werden. Es zeigte sich, dass das neu entdeckte FK506 in seiner immunsuppressiven
Wirkung 100 mal potenter war als das ihm verwandte Cyclosporin A. Schon bald erlangten FK506
sowie Rapamycin (ebenfalls ein Ligand der FKBPs) daher eine zentrale Bedeutung in der klinischen
Anwendung. Beide Verbindungen kommen dort vor allem als Immunsuppressivum nach
Organtransplantationen zum Einsatz. Zwischenzeitlich hat sich das Anwendungsgebiet der Liganden
allerdings noch weiter vergroBert. So zeigten sie neben Lebenszeitverlangernden Effekten bei
Mausen [181] besonders im Bereich der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie Chorea
Huntigton, Alzheimer oder Parkinson groRes Potenzial [67, 182, 183]. In diesem Zusammenhang
wurden den Liganden vor allem neuronen-protektive Eigenschaften zugesprochen. Gold et al. zeigten
in einem Mausmodel, dass durch subkutane Injektion von FK506 die Regenerierung von
beschadigten Axonen nicht nur beschleunigt wurde, sondern dass diese sich nach einer Neubildung
auch morphologisch in Durchmesser und Lange deutlich von kontroll-behandelten Neuronen
unterschieden [184].

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit bereits Abhdngigkeiten unterschiedlicher FKBPs im
Bezug auf das Verhalten von differenzierenden N2a-Zellen nachgewiesen werden konnten, stellten
wir uns in einem nachsten Schritt die Frage, ob in unserem Modell FKBP-Liganden auch durch
Inhibition von endogen exprimierten Wildtyp-FKBPs Einfluss auf das Differenzierungsverhalten der
Zellen zu nehmen vermoégen. Wir testeten daher zunachst die beiden prominentesten Vertreter ihrer
Art, namlich FK506 und Rapamycin. Beide wirken immunsuppressiv, wobei sie sich nach erfolgreicher
Bindung an ihr Zielprotein allein in der Formierung terndrer Komplexe unterscheiden. Wahrend
FK506 die Phosphatase Calcineurin rekrutiert, induziert Rapamycin terndare Komplexe mit der Kinase
mTOR. So wurde ein Neuriten-Wachstums-Assay durchgefiihrt, im Rahmen dessen Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen an FK506 oder Rapamycin behandelt wurden. Wie in Abbildung
33 ersichtlich, wird der Neuritenwuchs durch FK506 zundchst dosisabhangig beglinstigt. Hierbei
steigt die gemessene Durchschnittslange bis zu einer effektiven Konzentration von 100 nM im
Medium an. Der Vergleich mit jenen Zellen, die zuvor mit Aldosteron behandelt wurden, fihrt jedoch
vor Augen, dass dieser Effekt weit weniger stark ausfallt, als der durch steroidale Behandlung. Erhéht

man die Konzentration des Liganden weiter, dndert sich das Differenzierungsverhalten der N2a-
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Zellen: Die durchschnittlichen Gesamtneuritenldngen der Zellen gehen bis auf Ausgangsniveau
zuriick. Anders als in immunsuprresiven Reaktionen weist Rapamycin in diesem Modell kein FK506-
dhnliches Verhalten auf. Es unterstiitzt den Differenzierungsstatus nicht und fiihrt ab einer
Konzentrationen von 30 nM zu einer starken Inhibition der Neuritogenese. Dies |aRt auf einen Effekt

vermittelt durch die Inhibition von mTOR schliessen.
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Abbildung 33: Der Immunophillin-Ligand FK506 (A) verstarkt das Neuritenwachstum von N2a-Zellen wahrend Rapamycin
(B) gegenteilige Effekte zeigt. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert.
Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive FK506 oder Rapamycin in
entsprechender Konzentration, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fiir 36h ausgelost. AnschlieRend
wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldangen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop
bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die
Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.

Neben den immunsuppressiven Liganden der Immunophiline, wie FK506 und Rapamycin,
sind auch solche Liganden bekannt, die keine immunsuppressive Wirkung aufweisen. Um zu
Uberprifen, ob die wachstumsmodulatorsichen Eigenschaften von FK506 auf dessen
immunsupressiver Wirkung beruhen, wurde daher der gleiche Test mit den Verbindungen FK1706
und Antascomycin wiederholt (Abbildung 34). Bei ihnen handelt es sich um Molekiile, die chemisch
FK506 dhneln und ahnlich gut an FKBPs binden. Deren Effektor-Domanen ist jedoch so modifiziert,
dass sie keine Inhibition von Calineurin oder mTOR mehr ausiiben kdnnen. Nach anfanglicher
Steigerung des Differenzierungsverhaltens der Zellen bis zu einer effektiven Konzentration von 30 nM
(Antascomycin)  beziehungsweise 100 nM (FK1706), nimmt dieses bei konstanter
Konzentrationserhohung wieder ab. Da sowohl bei immunsuppressiven wie auch nicht-
immunsuppressiven Liganden ein Einfluss auf die Differenzierung der N2a-Zellen deutlich zu
erkennen ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Modulation des Neuritenwachstums nicht
auf einer Inhibition von Calcineurin beruht. Alle Immunophillin-Liganden zeigen zunachst einen

vielversprechenden Effekt auf die Differnezierung von Neuroblastoma-Zellen. Diese Tatsache wird

99



4. Ergebnisse

jedoch durch den sich anschlieRenden abfallenden Trend der Neuritldangen bis auf Basalniveau
wieder in Frage gestellt. Ein klinischer Einsatz solcher Verbindungen und der damit benétigten
exakten Plasmaspiegel ware bei einem derartigen Wirkungsprofil wohl nur sehr eingeschrankt

beziehungsweise gar nicht moglich.
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Abbildung 34: Die nicht-immunsuppressiven Liganden Antascomycin (A) sowie FK1706 (B) verstirken das
Neuritenwachstum von N2a-Zellen. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor
transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive Antascomycin oder FK1706
in entsprechender Konzentration, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fiir 36h ausgel6st. Anschlieend
wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenlangen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop

bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezdhlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die
Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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4.7 Die Stimulation des Wachstumsverhaltens von N2a-

Zellen durch FKBP51 selektive Liganden

Nachdem nunmehr belegt werden konnte, dass die durch FKBP51 und FKBP52 ausgeldsten
antagonistischen Effekte bezogen auf das Differenzierungsverhalten pharmakologisch kontrollierbar
sind (siehe Kapitel 4.3) und die Erkenntnis gewonnen wurde, dass die in Abschnitt 4.6 aufgefiihrten,
unselektiven Liganden in diesem Zusammenhang aller Wahrscheinlichkeit nach keinen
zufriedenstellenden Einsatz ermoglichen drangte sich die Frage auf, ob es moglich ist, endogenes
FKBP51 selektiv zu inhibieren, um dadurch die durch FKBP51 ausgelosten — gegebenenfalls
pathologischen — Effekte zu blockieren. Liganden fir Immunophiline wurden bereits mehrfach im
Zusammenhang mit neuroregenerativen beziehungsweise neurotrophen Eigenschaften beschrieben.
Jedoch konnte bisher nicht exakt geklart werden, welche Mitglieder der Familie der FKBPs fiir welche
Effekte verantwortlich sind. Ein Grund hierflir war bislang das Nichtvorhandsein selektiver Liganden
dieser Proteine. Um dieses Problem zu l6sen, wurde in der AG Hausch eine dem FK506 verwandte
Verbindung synthetisiert, die selektiv an FKBP51, nicht jedoch an FKBP52 zu binden vermag [91]. Die
Affinitaten dieser Substanzen fur FKBP51 und FKBP52 sind in Tabelle 18 aufgefiihrt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass im Gegensatz zu FK506 und Rapamycin SG568 eine weit Gber 1000-fache Selektivitat
zu FKBP51 gegeniiber FKBP52 aufweist. AnschlieBend wurde ein Neuritenwachstums-Assay
umgesetzt, in dem unterschiedliche Konzentrationen beider selektiver Liganden getestet wurden.
Wie Abbildung 35 zu entnehmen ist, sind beide Verbindungen in der Lage, die Differenzierung der
Neuro-2a-Zellen signifikant und dosisabhangig zu steigern. Dabei erreichen die Langen der Neuriten
ihr Maximum bei Konzentrationen zwischen 10 und 30 nM und fallen anschliefend ein wenig ab.
Interessanterweise gehen diese aber nicht wie bei der Verwendung von FK506 auf das Basalniveau
zuriick (vergleiche auch Abbildung 33), sondern nahern sich auch bei hoheren Konzentrationen

einem Plateau um die 0,07 mm an.
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Abbildung 35: SG537 und SG568 verstarken das Neuritenwachstum von N2a-Zellen. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng
myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies
Medium, inklusive SG537 oder SG568 in entsprechender Konzentration, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-
Zellen fir 36h ausgelost. AnschlieRend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldangen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.

Ligand FKBP51 wt FKBP52 wt
FK506 93+19 225+ 66
Rapamycin 6+1 52+33
SG537 612 >50000
SG568 4+0,3 >30000

Tabelle 18: Bindungsaffinititen (Ki in nM) von FK506 und Rapamycin sowie SG568 an FKBP51 und FKBP52. Die
aufgereinigten FK1-Domdnen der Wildtyp-Proteine FKBP51 (4,5 nM) sowie FKBP52 (400 nM) werden durch Titrieren der
Liganden gegen den Tracer CK97 (3 nM) durch Fluoreszenz-Polarisation gemessen [91].

Im néachsten Schritt fliihrten wir einen Neuriten-Wachstums-Assay durch, in dem wir direkt
die von FK506 hervorgerufenen Effekte mit denen von SG568 verglichen (Abbildung 36). Zu Beginn
der Titration verhalt sich SG568 dhnlich wie FK506. Im unteren nanomolaren Bereich fiihrte es zu
einem verstarkten Differenzierungsverhalten der N2a-Zellen. Hierbei ist bemerkenswert, dass der
Effekt schon ab einer Konzentration von 1 nM evident wird, wahrend der von FK506 erst in einem
Bereich von 10 — 100 nM auftritt. Weiter sind die gemessenen Absolutldngen der mit SG568
behandelten Zellen um bis zu 40 Prozent langer als die der mit FK506 versetzten. Des Weiteren ist zu
beobachten, dass, verglichen mit unselektiven Liganden, die gemessenen Neuritenlangen erneut bei
einer Konzentration um 10 nM in ihrem Wachstum gipfeln und dann wieder leicht abfallen, sie

hierbei jedoch nicht auf das Ausgangsniveau zuriickkehren, sondern sich konstant auf dem bei
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bereits 1 nM erreichten Differenzierungsmuster einpendeln. Somit konnte das bereits beschriebene
Problem des konstanten Plasmaspiegels hier auBer Acht gelassen werden, da selektive Liganden

scheinbar liber einen groReren Bereich hinweg ihre neurotrophen Effekte aufrechterhalten kénnen.
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Abbildung 36: SG568 verstarkt das Neuritenwachstum von N2a-Zellen. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus
sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium,
inklusive SG568 oder FK506 in entsprechender Konzentration, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fir
36h ausgelost. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar. Die Stimulation durch 30 nM
FK506 wurde als 100 % definiert.

Um ausschlieen zu kénnen, dass der Inhibierung von FKBP12 in diesem Mechanismus eine
Funktion zukommt, fihrten wir zusatzlich Neuriten-Wachstums-Assays mit dem schon weiter oben
beschriebenen Inhibitor GR44 durch. Dieser bindet in den verwendeten Konzentrationen nicht an
FKBP51 (ICsp: 2,03 uM # 0,09), jedoch sehr potent an FKBP12 (ICsy: 0,003 uM * 0,0005) [156].
Zusatzlich untersuchten wir die Effekte von N-(N',N'-dimethylcarboxamidomethyl)cycloheximid
(DMCH), einem FKBP38-Inhibitor [68]. Wie in Abbildung 37 deutlich zu erkennen ist, bewirken weder
GR44 noch DMCH einen Anderung des Differenzierungsverhaltens der Neuroblastoma-Zellen. Es
kann folglich davon ausgegangen werden, dass weder FKBP12 noch FKBP38 in dem
Entwicklungsprozess der N2a-Zellen von Bedeutung sind. Somit scheint die selektive Inhibition von
FKBP51 (nicht jedoch von FKBP12, FKBP38 oder FKBP52) in diesem Zusammenhang von duBerster
Wichtigkeit zu sein und eine zentrale Stellung von FKBP51 in neurodegenerativen Erkrankungen

anzudeuten.
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Abbildung 37: GR44 und DMCH haben keinen Einfluss auf das Neuritenwachstum von N2a-Zellen. N2a-Zellen wurden
jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium
gegen FCS-freies Medium, inklusive GR44 oder DMCH in entsprechender Konzentration, getauscht und damit die
Differenzierung der N2a-Zellen fiir 36h ausgelost. AnschlieRend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die
Neuritenldngen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen
gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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4.8 Mechanistische Studien zur Stimulation des

Neuritenwachstums von N2a-Zellen durch Steroide

Wie in Abschnitt 4.4 beschrieben, haben sowohl Agonisten des MRs als auch des GRs einen
stimulierenden Effekt auf das Differenzierungsverhalten von N2a-Zellen. In beiden Fallen stiel® dieser
Effekt allerdings bei einer Konzentration von 100 nM an seine Grenzen. Wurde die Konzentration von
Aldosteron oder Ru26988 im Medium nun sukzessive weiter erhoht, so reduzierten sich die
Absolutlangen wieder, bis sie letztendlich ihr Ausgangsniveau erreichten. Wie konnte es zu solch
einem Effekt kommen? Es wurde bereits gezeigt, dass FKBP51 als regulatorisches Protein fir
nukledre Steroidhormonrezeptoren auftreten kann, dessen Expression aber gleichzeitig unter
Kontrolle der Selbigen steht [172]. Folglich liegt die Vermutung nahe, dass FKBP51 nicht nur die
Ursache fur ein vermindertes Differnzierungsverhalten der Neuroblastoma-Zellen ist, sondern dass es
Uber dies durch die starke Stimulation des GRs beziehungsweise MRs induziert wird und es somit im
Rahmen eines negativen Rickkopplungsmechnismus zu einer Inhibition der
Steroidhormonrezeptoren fiihrt und dadurch ebenfalls die Differenzierung der Zellen negativ
beeinflusst.

Um diese These pharmakologisch zu prifen, nutzten wir die Moglichkeit der selektiven
Inhibition von endogenem FKBP51 durch Liganden SG568. Abermals induzierten wir die
Differenzierung der N2a-Zellen mit Hilfe von Aldosteron, wobei wir das Medium jedoch zusatzlich mit
DMSO oder 10 nM des Liganden SG568 versetzten. Dies entsprach der Konzentration mit dem
starksten stimulierenden Effekt aus Abbildung 36. Wie in Abbildung 38 zu sehen, konnte durch
unterschiedliche Dosen von Aldosteron zundchst eine verstarkte Differenzierung der N2a-Zellen
herbeigefiihrt werden, welche ab 100 nM wieder abfiel. Durch Gabe von 1 uM des Steroids gingen
die Gesamtldangen der Neuriten wieder auf Basalniveau zurick. Dieser Riickgang jedoch konnte durch
den Einsatz von SG568 unterbunden werden. Zu Beginn der Titration verhielten sich die
Differenzierungsmuster der mit DMSO behandelten Zellen genauso wie die der mit SG568
behandelten Zellen. Beide erreichten ihre Maximallangen bei 100 nM Aldosteron im Medium. Wurde
die Konzentration des Steroids jedoch weiter erhéht, so gingen die Gesamtlangen lediglich im Falle
der DMSO-Behandlung wieder auf Ausgangsniveau zurtlick. Jene Zellen, die zusatzlich mit 10 nM des
Liganden SG568 behandelt wurden, waren in der Lage, langere Neuriten zu bilden. Ein Tausch des
spezifischen Liganden SG568 gegen die potenteste Konzentration (30 nM) an FK506, verursachte hier
keinen Rettungseffekt (Abbildung 40). Es kann somit davon ausgegangen werden, dass es im Falle
der mit behandelten Zellen zu einer selektiven Inhibition des verstarkt exprimierten FKBP51 kommt,

das im Umkehrschluss nicht mehr in der Lage ist, die Differenzierung der N2a-Zellen negativ zu
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beeinflussen. Dem unselektiven Liganden FK506 hingegen fehlt die Fahigkeit, Einfluss auf das
Differenzierungsverhalten nehmen zu kénnen. Grund hierfir kdnnte die unselektive Blockade
mehrerer FKBPs durch FK506 sein. Diese Vermutung wurde im Rahmen eines dhnlichen Experiments
mit dem GR-Agonisten Ru26988 bestatigt (vergleiche hierzu Abbildung 39). Auch hier konnte SG568
dem Riickgang der Neuritogenese, der durch das hoch konzentrierte Steroid ausgeldst wurde,
entgegenwirken. Die Tatsache, dass FK506 keinen Rettungseffekt aufweist, deutet darauf hin, dass
die Inhibition des Neuritenwachstumsverhaltens durch FKBP51 allein durch eine selektive Inhibition,

nicht jedoch durch eine Inhibition von FKBP51 und FKBP52 gleichzeitig aufgehoben werden kann.
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Abbildung 38: SG568 blockiert den Riickgang des Neuritenwachstums von N2a-Zellen bei 1 M Aldosteron. N2a-Zellen
wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das
Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive Aldosteron in entsprechender Konzentration und DMSO beziehungsweise 10
nM SG568, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fiir 36h ausgel6st. AnschlieBend wurden die Zellen mit
PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro
Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen
Standardfehler dar.
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Abbildung 39: SG568 blockiert den Riickgang des Neuritenwachstums von N2a-Zellen bei 1 uM Ru26988. N2a-Zellen
wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das
Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive Ru26988 in entsprechender Konzentration und DMSO beziehungsweise 10 nM
SG568, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fiir 36h ausgeldst. Anschlieend wurden die Zellen mit PFA
(4% in PBS) fixiert und die Neuritenldangen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung
wurden 25 bis 40 Zellen gezdhlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen
Standardfehler dar.
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Abbildung 40: FK506 bewirkt keinen riickgangigen Effekt auf das durch 1 pM Aldosteron ausgeléste Neuritenwachstum
von N2a-Zellen. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor transfiziert. Wahrend der
Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive Aldosteron in entsprechender Konzentration und
DMSO beziehungsweise30 nM FK506, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen fir 36h ausgeldst.
AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in Mehrfachbestimmungen am
Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der Mittelwert aller Neuriten pro Zelle
ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.

Um die entwickelte Hypothese weiter validieren zu kénnen, unterzogen wir sie in einer leicht
verdnderten Variation der soeben beschriebenen Versuche (Abbildung 38 und Abbildung 40) einer
erneuten Uberpriifung. Die N2a-Zellen wurden zu diesem Zweck mit einer hohen Steroid-
Konzentration (1000 nM) behandelt, sodass sich die bereits entwickelten Neuriten auf basales
Niveau reduzierten. Gleichzeitig wurde SG568 hinzutitriert, um dosisabhangig endogenes FKBP51
inhibieren zu kénnen. Um die Arbeitshypothese sowohl fiir den MR als auch in Bezug auf den GR zu
Uberprifen, kamen im Rahmen dieser Experimente die Steroide Aldosteron sowie Ru26988 zum
Einsatz. Als Positiv-Kontrollen dienten zum einen die jeweils effektivsten Konzentrationen der
Steroide (siehe Abbildung 22 und Abbildung 23) wie auch die des Liganden SG568 (Abbildung 36).
Wie aus Abbildung 41 hervorgeht, ist unter Einsatz des Liganden SG568 ein dosisabhdngiger
Rickgang bis hin zur vollstandigen Aufhebung der durch 1 puM Ru26988 wie auch Aldosteron
ausgelosten Reduktion des Neuritenwuchses auf Ausgangsniveau feststellbar. Dabei erhdéhten sich
die Absolutlangen sukzessive wieder auf ein Niveau, welches dem maximal Induzierbaren entspricht.

Entsprechend liegt die Vermutung nahe, dass die unter steroidaler Kontrolle induzierte Expression
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von FKBP51 durch hohere Konzentrationen der jeweiligen Steroide gesteigert wird. Erhdhte
Quantitaten an translatiertem FKBP51 fiihren nachfolgend zu reduzierten Neuritenldangen, die durch
die Gabe des selektiven Inhibitors wieder aufgefangen werden kénnen. Im Gegensatz hierzu lassen
unselektive Immunophili-Liganden, wie FK506, diese Wirkung vermissen. Sie sind nicht in der Lage,
die durch erhohte Steroid-Spiegel ausgeloste Blockade der Neuriten zu inhibieren, also neurotroph

zu wirken.
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Abbildung 41: SG568 wirkt dem Riickgang des Neuritenwachstum ausgeldst durch 1 pM Ru26988 (A)beziehungsweise
Aldosteron (B) dosisabhidngig entgegen. N2a-Zellen wurden jeweils mit 80 ng myr-Venus sowie 720 ng pRK5-Leervektor
transfiziert. Wahrend der Transfektion wurde das Medium gegen FCS-freies Medium, inklusive Ru26988 oder Aldosteron in
entsprechender Konzentration und DMSO beziehungsweise SG568, getauscht und damit die Differenzierung der N2a-Zellen
fur 36h ausgelost. AnschlieBend wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert und die Neuritenldngen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Pro Bedingung wurden 25 bis 40 Zellen gezahlt und der
Mittelwert aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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4.9 Der Einfluss von FKBP51 und Steroiden auf die

Neuritogenese von hippocampalen primaren Neuronen

Verschiedene Laboratorien zeigten bereits, dass Stress einen signifikanten Einfluss auf die
hippocampale Neubildung von Neuronen in Tieren auslibt. Dabei konnte in Tiermodellen fir
Depressionen beobachtet werden, dass Stress zu einer Herabregulierung der Neurogense fihrt.
Weiter stellte man fest, dass durch Gabe von Antidepressiva diese wieder hochreguliert werden
kann, was wiederum zu der Schlussfolgerung fiihrte, dass sowohl die Neurogense als auch andere
Faktoren, welche die hippocampale Plastizitdt beeinflussen, eine wichtige Stellung im Verlauf von
Depressionen und deren Behandlung einnehmen. Dies geht sogar so weit, dass einige Gruppen eine
korrekte Neurogenese als Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Behandlung mit Antidepressiva
ansehen [185] und konstatieren, dass der Effekt von Antidepressiva auf genau dieser Neurogenese
beruht [186]. Verschiedenste Substanzen sind bereits auf ihre neurotrophe Wirkung hin untersucht
und beschrieben worden. Hierbei steht vor allem deren therapeutischer Einsatz bei
neurodegenerativen Erkrankungen im Vordergrund, der auf das Uberleben von Neuronen sowie den
Schutz vor Schaden durch Stressoren abzielt. Das Studium der Neuriten-Wachstums-Modulation als
Marker fur die Zelldifferenzierung gilt mittlerweile als Standard-Herangehensweise, um neurotrophe
Eigenschaften von Medikamenten in-vitro besser untersuchen zu konnen [187]. Zahlreiche
Substanzen sind bereits in Dosis-Wirkungs-Studien beziglich ihrer Effekte auf die Neuritogenese
untersucht worden. Leider fehlt hierbei meist noch die Darlegung plausibler Mechanismen, die den
beobachteten Effekten zugrunde liegen. Es ist auffallig, dass die Dosis-Wirkungs-Beziehungen dieser
neurotrophen Substanzen meist die Form einer Glockenkurve darstellen [188-190]. Bereits in den
neunziger Jahren beschrieben verschiedene Forschungsgruppen die neurotrophe Wirkung von FK506
[64, 190, 191]. In weiteren Studien konnten Gold et al. zudem zeigen, dass andere Immunophillin-
Liganden (Derivate des FK506), die keine immunsuppressive Wirkung mehr auslésen konnten, und
gleichzeitig unfahig waren, an FKBP12 zu binden, ebenfalls das Wachstum von SH-SY5Y-Neuriten
modulieren konnten. Auch diese wiesen in ihren Dosis-Wirkungs-Kurven ein glockendhnliches
Verhalten auf [65].

Um zu Uberprifen ob FKBP51 in diesem Zusammenhang eine Rolle spielt, nutzten wir
hippocampale E18 Neuronon aus C57Bl/6 Mé&usen, um sowohl deren Neuriten-Bildung wie auch
Vitalitat naher zu untersuchen. Hierfiir wurden Neuronen prapariert (siehe Kapitel 3.3.3) und mit
Hilfe von Adeno-assoziierten Viren entweder nur mit eGFP, FKBP51 oder der Mutante FKBP51F67V
transfiziert. Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte durch die quantitive Auszdhlung der mit DAPI

angefarbten Zellen an DIV3 sowie DIV10. Wie in Abbildung 42 deutlich zu erkennen ist, hat die
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Expression von FKBP51 sowie FKBP51F67V keinerlei Einfluss auf die Gesamtzellzahlen nach drei
Tagen. Die Gesamtzahl der transfizierten Zellen entspricht den eGFP-exprimierenden Kontrollen.
Beldsst man die Zellen jedoch weiter in Kultur, so ist eine Abnahme der Zellpopulation sowohl bei der

Expression von FKBP51 als auch dessen Punktmutant feststellbar.
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Abbildung 42: FKBP51 sowie FKBP51F67V bewirken eine Abnahme der Zellzahl von hippocampalen Neuronen nach
10 Tagen. Hippocampale E18 Neuronen wurden an DIV1 sowohl mit eGFP, FKBP51 oder FKBP51F67V-lberexprimierenden
Adenoassoziierten Viren transfiziert. Nach 3 (A) beziehungsweise 10 (B) Tagen wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert,
mit DAPI gefarbt und die Zellzahlen durch Zdhlen von DAPI positiven bestimmt.
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eGFP

FKBP51

FKBP51F67V

Abbildung 43: Beispielbilder der in Abbildung 42 dargestellten Abnahmen der Zellzahlen durch Transfektion von eGFP,
FKBP51 oder FKBP51F67V. Hippocampale E18 Neuronen wurden an DIV1 sowohl mit eGFP, FKBP51 oder FKBP51F67V-
Uberexprimierenden Adenoassoziierten Viren transfiziert. Nach 3 beziehungsweise 10 Tagen wurden die Zellen mit PFA (4%
in PBS) fixiert, mit DAPI gefarbt und die Zellzahlen durch Zahlen von DAPI positiven bestimmt. Die Bildausschnitte
entsprechen einer Flache von 0,37 mm? (20 fache VergroBerung).

Neben der Zellzahl wurden zusatzlich die durchschnittlichen Neuritenlangen an DIV3
bestimmt (Abbildung 44). Hierbei sollte getestet werden, ob die in N2a-Zellen produzierten Daten
sich auf ein primadres Zellsystem (ibertragen lassen und somit Aussagen Uber das Verhalten
hippocampaler Neuronen moglich sind. Zu diesem Zweck wurden primare Neuronen prapariert, die
an DIV 1 entweder nur mit einem eGFP-Kontrollvirus, einem FKBP51- oder einem FKBP51F67V-
Uberexprimierenden Virus transfiziert wurden. Zusatzlich wurden die Zellen vom Zeitpunkt der

Transfektion an jeweils mit DMSO oder dem SG466 (1 uM) behandelt. Dieser Ligand ist, wie schon
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weiter oben berichtet, ausschlieBlich in der Lage, an die genetisch manipulierte Version des FKBP51-
Proteins zu binden. Somit lieRen sich Effekte, welche durch die selektive Inhibition von FKBP51
hervorgerufen werden, direkt mit diesem Protein assoziieren. Um bessere Aussagen sowohl (iber die
Entwicklung von Axonen als auch von Dendriten treffen zu kénnen, wurden die Daten auf zwei
verschiedene Arten ausgewertet. Zum einen wurden ausschlieflich die Langen des sich
entwickelnden Axons, welches als langster Neurit definiert wurde, an DIV3 bestimmt (Abbildung 44
A), zum anderen wurde die Summe aller sich entwickelnden Neuriten der einzelnen Zellen
(Abbildung 44 B) erfasst. Bei ndherer Betrachtung ergab sich im Folgenden, dass die Differenzierung
der primaren Neuronen durch FKBP51, wie auch seine F67V-Mutante, deutlich vermindert ist. Um
dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde ein dhnlicher Versuch durchgefihrt und erneut die Auswirkung
von SG466 auf FKBP51F67V Uberexprimierende Neuronen getestet. Die Neuronen wurden dieses Mal
bereits am zweiten Tag der in-vitro Kultur fixiert und samtliche Neuriten vermessen. Es konnte
wiederholt ein Effekt des Proteins, verglichen mit dem Kontrollvirus, festgestellt werden, der
wiederum durch Einsatz des selektiven Liganden SG466 aufgehoben wurde. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass FKBP51 nicht nur im Neuroblastoma-Zellsystem, sondern vielmehr auch
in primdren hippocampalen Neuronen einen inhibierenden Effekt auf die Ausbildung von Neuriten
auslibt. Vergleicht man die Bildung von Axonen sowie aller Neuriten, wird evident, dass der durch
FKBP51 hervorgerufene Effekt verkirzter Neuriten bei Betrachtung aller Neuriten durch die Gabe des
Inhibitors wieder ausgeglichen werden kann. SG466 ist in der Lage, das durch FKBP51F67V inhibierte
Wachstum der Neuriten signifikant zu erhohen, wahrend der Effekt des Wildtyp-Proteins
unangetastet bleibt. Somit konnten wir erstens zeigen, dass auch in einem primaren Zellsystem das
Protein FKBP51 und dessen Effekt auf den Auswuchs von Neuriten pharmakologisch inhibierbar sind.
Weiter ist festzuhalten, dass dies vor allem einen Effekt auf die Entwicklung von Dendriten
auszuliben scheint. Das inhibierte Verhalten der Axon-Entwicklung scheint durch den Einsatz von

FKBP51-Inhibitoren weitestgehend unangetastet zu bleiben.
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Abbildung 44: FKBP51 und FKBP51F67V inhibieren das Neuritenwachstum von hippocampalen E18 Neuronen.
Hippocampale E18 Neuronen wurden an DIV1 (A und B) oder an DIVO (C) sowohl mit eGFP, HA-FKBP51 oder HA-
FKBP51F67V transfiziert wie auch mit DMSO beziehungsweise 1 uM SG466 behandelt. An DIV3 (A und B) sowie an DIV2 (C)
wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert, immunzytologisch entweder gegen eGFP oder die HA-Markierung gefarbt und
die Neuritenlangen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Es wurden entweder nur die Axone (A)
oder samtlich Neuriten der Zelle vermessen (B und C). Pro Bedingung wurden 35 bis 45 Zellen gezéhlt und der Mittelwert
aller Neuriten pro Zelle ermittelt. Die Fehlerbalken stellen Standardfehler dar.
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eGFP (A) FKBP51 (B) FKBP51F67V (C)

eGFP (D) FKBPS1F67V + DMSO (E) FKBP51F67V
+5G466 (1 pM) (F)

Abbildung 45: Beispielbilder der Inhibition des Neuritenwachstums von hippocampalen Neuronen durch FKBP51 wie
auch FKBP51F67V und der Effekt von SG466. Neuronen des Hippocampus aus C57/Bl6 Mause-Embryonen wurden am 18.
Tag der Embryonalentwicklung prapariert und jeweils an DIV1 (A-C) oder DIVO (D-F) mit eGFP, HA-FKBP51 oder HA-
FKBP51F67V transfiziert. Zusatzlich wurde entweder DMSO oder 1 uM SG466 dem Medium hinzugegeben. An DIV3 (A-C)
oder DIV2 (D-F) wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert, immunzytologisch entweder gegen eGFP oder die HA-
Markierung gefarbt und die Neuritenldangen in Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt.

Nachdem wir nun die Effekte von FKBP51 auf Neuroblastoma-Zellen in priméaren
hippocampalen Neuronen reproduzieren konnten, stellten wir uns die Frage, ob die durch Steroide
hervorgerufenen Effekte in Neuro-2a-Zellen auch in primdren Neuronen nachgewiesen werden
kédnnen. Hierfir wurden abermals Neuronen aus E18 C57BI/6 Mausen isoliert und mit
steroidhaltigem Wachstumsmedium kultiviert. Am zweiten Tag der in-vitro Kultur wurde das Medium
abgenommen, die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, fixiert und immunozytologisch gegen
das transfizierte eGFP-Protein gefarbt und die Langen der Neuriten vermessen. Wie in Abbildung 46
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zu erkennen ist, haben sowohl der MR-Agonist Aldosteron wie auch der des GRs (Ru26988) in
geringen Konzentrationen von 80 nM einen stimulierenden Effekt auf das Wachstum der Neuriten.
Bei hoheren Konzentrationen nimmt dieses jedoch wieder ab. Der Antagonist Ru486 verursachte
einen gegenteiligen Effekt. Dieser ist potent in der Lage, die Differenzierung zu inhibieren. Somit
konnten die bereits in Neuro-2a-Zellen gefundenen Effekte (vergleiche hierzu Abbildung 22 bis

Abbildung 24) auch in primaren Neuronen reproduziert werden.
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Abbildung 46: Steroide beeinflussendas Neuritenwachstum von hippocampalen E18 Neuronen. Hippocampale E18
Neuronen wurden an DIVO mit eGFP transfiziert und mit DMSO- beziehungsweise steroidhaltigem Medium behandelt. An
DIV2 wurden die Zellen mit PFA (4% in PBS) fixiert, immunzytologisch gegen eGFP gefarbt und die Neuritenlangen in
Mehrfachbestimmungen am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Es wurden samtlich Neuriten der Zelle vermessen.

Letztendlich konnten wir die in Neuroblastoma-Zellen generierten Daten auf ein priméres
neuronales Zellsystem direkt Gbertragen. Fir die weitere Forschung empfiehlt sich daher unbedingt
die Uberlegung, ob weitere Daten, die mit Hilfe von N2a-Zellen erhoben wurden, ebenfalls auf
hippocampale Neuronen Ubertragbar sind. Im Falle positiver Ergebnisse ware gezeigt, dass FKBP51
durch dessen Regulation von Steroidhormonrezeptoren neuronale Differenzierungsprozesse zu
beeinflussen vermag. Dies ldge die Vermutung nahe, dass eine pharmakologische Modulation von
FKBP51 in Neuronen moglich ist und somit pathologische Zusténde, die durch FKBP51 verursacht

werden, durch eine Blockade dieses Proteins verhindert beziehungsweise therapiert werden kénnen.
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5 Diskussion

5.1 Der Einfluss von Glucocorticoiden auf die neuronale
Plastizitat

Ein von Stress gepragtes Leben kann wesentlich zu der Entwicklung einer Depression
beitragen. Diese wissenschaftliche These konnte durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
biochemisch untermauert werden. Zwar konnten bereits gewisse genetische Pradispositionen
bezliglich der Entwicklung einer solchen stressbedingten Depression gefunden werden, jedoch sind
elementarste Vorgdnge im Gehirn, die zur Entstehung der Krankheit fihren, noch bei weitem nicht
ausreichend gut charakterisiert [192].

Unbestritten ist, dass aus der Nebennierenrinde sekretierte Glucocorticoide, wie sie
beispielsweise in Stresssituationen vorkommen [4], problemlos ins Gehirn gelangen und dort
mannigfaltige Effekte auslosen [174]. So konnte zum einen wiederholt festgestellt werden, dass bei
depressiven Patienten sowohl die Cortisol-Spiegel wie auch die dadurch regulierte HPA-Achse den
Verlauf der Krankheit nachhaltig beeinflussen. Solche Patienten weisen hohere Cortisol-
Konzentrationen auf [8, 193] und sind deutlich resistenter gegeniiber den Glucocorticoiden selbst,
was letztlich zu einer fehlgeleiteten HPA-Achsen-Regulation flihrt [194]. Eine der berihmtesten
Krankheiten, die mit Hypcortisolismus in Verbindung gebracht wird, ist das Cushing-Syndrom. Hier
konnte belegt werden, dass durch eine chirurgische Korrektur die hohen Cortisol-Spiegel gesenkt
werden konnten. Hiermit ging zusatzlich eine Besserung der depressiven Syndrome einher [195].
Auch wurde berichtet, dass sowohl bei Depressionen als auch bei anderen Angststérungen (wie
PTSD) reduzierte Hippocampus-Volumina festgestellt wurden. Auf beeindruckende Art und Weise
konnte bereits in Tiermodellen gezeigt werden, dass Stress markante Effekte auf die Entwicklung und
Modellierung des Hippocampus bewirkt. Hierbei spielt nicht nur das Volumen, sondern vor allem
auch eine Anderung der synaptischen Plastizitit eine wichtige Rolle [196]. Es liegt daher beinah auf
der Hand, dass Systeme, welche zum einen der Adaption und zum anderen der Bewaltigung von
Stress dienen (wie die HPA-Achse), mit flir plastische Regulationsprozesse im Gehirn verantwortlich
sind. Versucht man in diesem Zusammenhang besagte Systeme weitestgehend auf relevante
Botenstoffe zu reduzieren, so wird deutlich, dass Glucocorticoide einen signifikanten Einfluss auf
diese Art von Regulation auszuiiben scheinen und somit auf die Ausbildung einer Depression zentral

einwirken kdénnen.
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Auf welche Weise also kann die Struktur des Gehirns moduliert und somit eine Anderung auf
neuronaler Ebene hervorgerufen werden? Die Antwort liefern u.a. zwei verschiedene Mechanismen:
die adulte Neurogenese [197, 198] beziehungsweise das Absterben von Neuronen sowie die
Remodulierung der strukturellen Plastizitdat [199]. McKittrick et al. etwa wiesen nach, dass es bei
dominanten Ratten, die einem chronischen Stresstests ausgesetzt werden, zu einer hoheren
Verzweigung apikaler Dendriten von pyramidalen Neuronen der CA3-Region des Hippocampus
kommt als bei rangniedrigeren Tieren [200]. Weiter stellten Liston et al. fest, dass Glucocorticoide
dosisabhangig in der Lage sind, die Umwandlung dendritischer Spines innerhalb weniger Stunden zu
erhohen, wahrend Antagonisten diese hemmen [124]. Dies soll vor Augen fiihren, dass nicht
zwangsweise nur physiologische Faktoren, wie zum Beispiel die Funktion der Nebennieren, einen
Einfluss auf die Plastizitdt des Hippocampus nehmen, sondern dass gerade auch Umweltfaktoren
oder exogen zugefiihrter Stress diese nachhaltig beeinflussen konnen. Ein weiteres wichtiges
Merkmal dieser Plastizitat ist die Tatsache, dass sie reversibel ist.

Bislang sind Effekte, die Glucocorticoide auf neuronale Zellen ausiiben, leider nur sehr
vereinzelt und unter unterschiedlichen Versuchsbedingungen untersucht worden. Dies fiihrte dazu,
dass unterschiedliche Gruppen teilweise sehr heterogene Ergebnisse prasentierten, die sich auf den
ersten Blick nur schwer in einen grofRen Kontext einordnen lassen. Die vorliegende Arbeit soll unter
anderem dazu beitragen, ein besseres Verstandnis der Biologie von Steroidhormonrezeptoren im
Rahmen neuronaler Entwicklung zu erlangen und damit auch deren mogliche Einflisse auf die
neuronale Plastizitdit besser zu verstehen. Aus diesem Grund stehen insbesondere die
Steroidhormonrezeptoren der Nebennierenhormone vom Typ | (fir Mineralcorticoide) und Typ Il (fr
Glucocorticoide) im Zentrum dieser Abhandlung, da sie fir die Effekte auf die neuronale Erregbarkeit
sowie neurochemischen Vorgdnge und die Plastizitat mitverantwortlich gemacht werden [174, 199].
Eines der groRten Probleme bisheriger Charakterisierungen von steroidalen Effekten liegt in der
Tatsache, dass viele der beschriebenen Effekten auf Steroiden beruhen, die nur schlecht
beziehungsweisegar nicht unter den verschiedenen Subtypen der Steroidhormonrezeptoren
unterscheiden, sprich unselektiv sind. Als Beispiel sei an dieser Stelle Dexamethason und der GR-
Antagonist Ru486 (Mifepriston) genannt. So bindet erstere Verbindung fast identisch gut an den GR
wie auch an den MR [201, 202], wahrend Ru486 neben dem GR hauptsichlich den
Progesteronrezeptor (PR) antagonisiert [203]. Ein weiteres Problem besteht in den zumeist
verwendeten  Konzentrationen der  Steroide. Viele  Publikationen  berichten  von
Konzentrationenseffekten, die weit von physiologisch auftretenden Konzentrationen entfernt sind.
So sind eingesetzte Konzentrationen in zelluldaren Assays zwischen 1 und 50 uM keine Seltenheit. Im
Falle von Cortisol muss jedoch von basalen Plasmaspiegeln im Menschen von etwa 280 nM

ausgegangen werden [204], wahrend hippocampale Konzentrationen in Ratten (des Pendants
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Corticosteron) etwa 2,8 nM betragen [205]. Betrachtet man nun die Tatsache, dass die Plasmaspiegel
an Corticosteron in Ratten etwa 60 — 120 mal hoher sind als jene im Hippocampus, so lasst sich
daraus rickfolgern, dass auch beim Menschen die Konzentrationen der Stresshormone im unteren
nanomolaren Bereich liegen werden. Weiter stellten Droste et al. fest, dass der Corticosteronspiegel
in Ratten bei Stress um etwa das 16-fache steigt. Ubertragt man solche Befunde auf den Menschen,
so kénnten die im Gehrin vorliegenden Konzentrationen an Cortisol in Stresssituationen ebenfalls um
die 200 bis 400 nM betragen. Somit kdnnten die in dieser Arbeit in den Neuritenwachstumsassays
untersuchten Steroidkonzentrationen ein reprasentatives Abbild der tatsdchlichen physiologischen
Situationen darstellen. Um Effekte des Mineralcorticoidrezeptors wie auch des Glucorticoidrezeptors
auf die Neuritogenese neuronaler Zellen zu untersuchen, setzten wir einen Agonisten des MRs,
namlich Aldosteron, der in den verwendeten Konzentrationen eine deutliche Selektivitdt zum MR im
Vergleich zum GR aufweist, und Ru26988 (11B,17B-dihydroxy-17a-pregnan-1,4,6-trien-20-in-21-
methyl-3-on) das umgekehrt eine héhere Affinitdt zum GR besitzt [206], in Neuritenwachstumsassays
von Neuro-2a-Zellen ein. Zudem studierten wir die Effekte eines nicht-steroidalen Agonisten des GRs,
der sich dadurch auszeichnet, dass er bevorzugt eine Transrepression und weniger die
Transaktivierung des Steroidhormonrezeptors auslost (R-16) [175]. Neben diesen Agonisten
beleuchteten wir ebenfalls Antagonisten. Hierbei nutzten wir die MR-Antagonisten Spironolacton,
Eplerenon und Ru28318 ((7a,17a)-17-hydroxy-3-oxo-7-propylpreg-4-en-21-carboxylat) [207] sowie
die GR-Antagonisten Ru486 und CORT108297 [208].

Die Ergebnisse unserer Experimente konnten klar belegen, dass verglichen mit
unbehandelten Zellen die Verwendung von steroidalen Agonisten zu einem signifikanten Anstieg der
Neuritenbildung flhrt. Weiter stellten wir fest, dass dieser Effekt dosisabhangig war. So stiegen die
Langen der neugebildeten Neuriten sowohl bei der Verwendung von Aldosteron als auch bei
Ru26988 sukzessive von 0 bis 100 nM an (siehe Abbildung 22 und Abbildung 23). Der Einsatz von
Antagonisten beider Rezeptoren bewirkte einen gegenteiligen Effekt: Sie inhibierten die
Differenzierung der N2a-Zellen bereits im unteren nanomolaren Bereich (Abbildung 24). Sehr
interessant in diesem Zusammenhang sind die aktuell gewonnenen Erkenntnisse liber den Liganden
CORT108297. Zalachoras et al. zufolge, handelt es sich in diesem Fall nicht um einen reinen
Antagonisten des GRs, sondern um einen Liganden, der zu den selektiven GR-Modulatoren zahlt
(SGRM) [209]. Demnach verfligt CORT108297, durch sein spezifisches Muster der Co-Faktor
Rekrutierung Uber die Fahigkeit, sowohl agonistische als auch antagonistische Effekte hervorzurufen.
Einer der Vorteile, die diese Verbindung aufweist, ist die Tatsache, dass sie im Gegensatz zu
Dexamethason oder Ru486 nicht auf die endokrine Kontrolle der HPA-Achse wirkt und daher
Potenzial fiir den therapeutischen Einsatz hat. In unserem Test-Paradigma wies die Substanz klare

antagonistische Eigenschaften des Modulationsverhaltens der Neuritogenese von N2a-Zellen auf.
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AuRerst vielversprechend kénnte in diesem Zusammenhang die Entdeckung der Meijer-Gruppe sein,
deren eingesetzte Konzentration an CORT108297 unter anderem die Expression von BDNF-mRNA
signifikant herabsetzte. Die mogliche Brisanz dieses Wachstumsfaktors im Kontext neuronaler
Differenzierung wird spater noch eingehender beleuchtet.

Zusatzlich zu den selektiven Inhibitoren testeten wir solche, die mehrere Rezeptoren
gleichzeitig zu antagonisieren vermogen. So zeichnet Ru486 (Mifepriston) und Eplerenon die
Fahigkeit aus, den Differnzierungsgrad der N2-a Zellen hemmen zu kénnen. Als interessant stellten
sich in diesem Zusammenhang besonders zwei Beobachtungen heraus: Wurde die Konzentration der
Agonisten Uber ein Optimum hinaus erhoht, so stellte sich wieder eine Abnahme der Gesamtlangen
ein. Dies galt sowohl fir den MR als auch fir den GR. Zudem stellten wir fest, dass der nicht-
steroidale Ligand (R-16) im Bezug auf die Steigerung des Neuritenwuchses nicht so potent zu agieren
vermochte wie seine steroidalen Vertreter. Dies konnte auf seinen postulierten Wirkmechnismus der
Transrepression zurickzufihren sein. Unter Transrepression werden solche Effekte subsumiert, die
Steroidhormonrezeptoren auslésen, indem sie im Kern durch Protein-Protein-Interaktionen mit
anderen Transkriptionsfaktoren deren Aktivitat herabsetzen und hierdurch die Expression relevanter
Gene unterdriicken [210]. Diese Befunde fiihren zum einen zu der Schlussfolgerung, dass fiir die
Quantitat des Neuritenwachstums die einwirkende Konzentration der Liganden wichtig ist und zum
anderen zu der Einsicht, dass unterschiedliche signaltransduzierende Mechanismen der
Steroidhormonrezeptoren eine elementare Rolle in der neuronalen Differenzierung spielen. Bezogen
auf die bimodale Wirkungsweise von GR- wie auch MR-Agonisten erlangten Anacker et al. dhnliche
Ergebnisse wie die in dieser Arbeit dargelegten [211]. Sie zeigten ebenfalls, dass eine Stimulierung
einer der beiden Rezeptoren mit jeweils 1 uM Dexamethason oder Aldosteron zu einem Riickgang
der Differenzierung neuronaler Zellen fihrt. Im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen
postulieren sie jedoch, dass die alleinige Aktivierung eines der beiden Signalwege genligt, um diesen
Rickgang der Neuritenldngen zu induzieren, was einen Wiederspruch zu den von uns festgestellten
Fakten der neurotrophen Effekte geringer Steroidkonzentrationen darstellt. Weiter waren sie in der
Lage durch Gabe eines Antagonisten (Spironolacton oder Ru486) besagten Effekt umzukehren, also
den Rickgang der Neuriten zu stoppen. Unbedingt zu beachten ist in diesem Zusammenhang, dass
die Forschungsgruppe beide Signalwege primar (iber die Konzentration an zugegebenem Cortisol zu
steuern versuchte. Das bedeutet, dass die Signalwege entweder mit 100 nM Cortisol zur MR-
Aktivierung oder 100 uM Cortisol flir eine GR-Aktivierung angesteuert wurden. Die Verwendung
dieses Steroids spiegelt zwar eine physiologische Situation, abgesehen von den Konzentrationen,
deutlich besser dar, birgt jedoch die Gefahr von Artefakten, welche durch Unselektivitdt des Steroids
bedingt sind. Gegen diese Beflirchtung spricht allerdings die Tatsache, dass die Gruppe von Pariante

diese Effekte durch Gabe selektiver Antagonisten wieder umkehren konnte. Zuletzt drangt sich in
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diesem Zusammenhang jedoch die Frage auf, wieso die Kontrolle der Ergebnisse mit Hilfe von sehr
hohen Agonist-Konzentrationen von Aldosteron (1 uM) wie auch Dexamethason (1 uM) durchgefiihrt
wurden? Dies verwundert vor allem vor dem Hintergrund, dass beide Steroide deutlich besser als
Cortisol an den jeweiligen Rezeptor zu binden vermdgen [203]. AbschlieRend sei festgehalten, dass
es sich im Falle der von Anacker et al. untersuchten Zellen um eine menschliche neuronale Zelllinie
handelte, wahrend die in dieser Arbeit untersuchten Neuroblastoma- wie auch Primdren Zellen
ausschlieBlich muriner Herkunft sind.

Die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse legen die These nahe, dass sowohl
transrepressive wie auch transaktivierende Einflisse einen Effekt auf neuronale Differenzierung
ausiben. Dies kdnnte zum einen durch die Modulation anti-inflammatorischer Mechanismen
geschehen oder aber durch andere Signalwege beziehungsweise die Expression relevanter Gene, die
wiederum unter der Kontrolle von MREs respektive GREs stehen. Entziindungshemmende Effekte
von GCs werden vor allem durch Einflisse ausgelost, die auf einer Transrepression beruhen [212]. Da
Steroide deutlich potenter als nicht-steroidale Verbindungen in der Beeinflussung des
Differenzierungsgrades wirken, konnte die These aufgestellt werden, dass vor allem solche Effekte,
die auf einer positiven Genregulation beruhen, diesen Prozess mitverantworten. Nichts desto trotz
kénnen additive Elemente aufgrund des Mangels an Liganden, welche sich ausschlielich durch
transaktivierende Effekte auszeichnen, nicht ausgeschlossen werden, sodass die Klarung der Rolle
von Transaktivierung und Transrepression in der neuronalen Differenzierung in dieser Arbeit nicht
weiter verfolgt wurde.

Huang et al. stellten bereits fest, dass Dexamethason in hippocampalen Neuronen zur
Phosphorylierung der Calmodulin-abhéngigen Kinase Il (CaMKIl) sowie zu erniedrigten Spiegeln an
Protein Phosphatase | (PPI) fiihrt [213]. Es ist weiter bekannt, dass beide Proteine eine essenzielle
Rolle in der Langzeit-Potenzierung (LTP) einnehmen und somit relevant fir die Modulation
synaptischer Plastizitat sind [214]. Zudem wurde gezeigt, dass die neonatale Behandlung mit
Dexamethason und die damit einhergehenden Verringerung der LTP zu einer Erh6hung der Langzeit-
Depression (LTD) in adulten Ratten fihrt [213].

Daneben wurden Glucocorticoide im Zusammenhang neuronaler Entwicklungsprozesse vor
allem gemeinsam mit Wachstumsfaktoren diskutiert. So erarbeiteten Roskoden et al., dass die Gabe
von Corticosteron zu einer bedeutenden Erhdhung der neurotrophen Faktoren NGF und NT-3 fiihrt
[215]. Zusatzlich kam es in diesen Versuchen zu einer deutlichen Erhéhung von TrkA, -B und -C
Rezeptoren. Bei ihnen handelt es sich um Rezeptortyrosinkinasen, die spezifisch Neurotrophine
binden. Die Aktivierung des TrkB-Rezeptors durch BDNF fihrt vor allem zu Signalwegen der PI3K und
PLCy sowie zu ERK-Signalen. Smith et al. belegten, dass sowohl Stress als auch zugefiihrte

Glucocorticoide bereits nach zwei Stunden eine betrachtlichen Erhohung an BDNF und NT-3 mRNA
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im Hippocampus auslésen [216]. In diesem Zusammenhang (iberaus interessant sind Studien an
kortikalen Neuronen in Zellkultur, die nachweisen, dass Glucocorticoide sowohl die Freisetzung von
Neurotransmittern als auch die durch BDNF-induzierte Produktion synaptischer Proteine hemmen
[217, 218]. Weiter fanden Jeanneteau et al. heraus, dass Glucocorticoide in der Lage sind, direkt mit
TrkB zu interagieren und somit neben Neurotrophin-induzierten Signalen auch nicht-genomische,
GC-vermittelte Antworten auslosen konnen [219]. Zusatzliche nicht-genomische Effekte, wie die
Suppression glutamaterger Transmission im Hypothalamus sowie die reduzierte Freisetzung von
Endocannabinoiden und Stickstoffmonoxid (NO), welche letztendlich zu einer erhohten Freisetzung
von GABA fiihren [220, 221], seien an dieser Stelle ebenso erwdhnt, wie die Tatsache, dass
Dexamethason eine GABAerge Signalweiterleitung durch die Interaktion mit membrangebundem-GR
pyramidaler Neuronen der CA1-Region zu potenzieren vermag [222].

Daruber hinaus zeigten Takahashi et al., dass agonistische Glucocorticoide in der Lage sind,
die NMDA-Rezeptor(N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor) induzierte Erhéhung an Calcium-Signalen zeitlich
weiter zu erhdhen [223]. Gleichzeitig sollte bei der Diskussion solcher kurzzeitigen Mechanismen im
Zusammenhang mit der Modulation des Differenzierungsverhaltens von N2a-Zellen jedoch unbedingt
beriicksichtigt werden, dass eine endgiiltige Abschatzung der Verantwortung solcher
nicht-genomischer Effekte fir die Langzeiteffekte auf Neuronen nicht méglich ist.

Einen Zusammenhang von Glucocorticoiden und Neuritogenese liefern etwa Yang et al.
[224], indem sie zeigten, dass die Serum- und Glucocorticoid-induzierbare Kinase 1 (SGK1) durch
Mikrotubuli-Destabilisierung die Formierung von Neuriten in hippocampalen primaren Neuronen zu
erhohen imstande ist. Die Forscher stellten fest, dass dieser Effekt durch Dexamethason
hervorgerufen wird. In Bezug auf den Glucocorticoidrezeptor konnten Pepin et al. zeigen, dass
Antidepressiva eine Erhéhung der GR-Expression in primaren Neuronen herbeifiihren [225], eine
Tatsache, die wiederum die Wirkung von Antidepressiva mit Glucocorticoid-abhangigen
Mechanismen verkniipft. Zudem besteht eine direkte Korrelation der Wirkung von Antidepressiva
mit erhdhter BDNF-mRNA [226]. Erst kirzlich konnte auBerdem der Beweis erbracht werden, dass
BDNF in die Regulation der CRH- und damit der ACTH-Homoostase involviert ist [227]. Dabei
induziert BDNF CRH durch die Beeinflussung von CREB-Signalwegen. Betrachtet man nun die
gewichtige Position, die BDNF innerhalb der Modulation synaptischer Plastizitdt einnimmt, und die
Moglichkeiten der Quervernetzung zwischen Steroidhormonrezeptor-Signalen und TrkB-Signalen, so
koénnte hier ein vielversprechender Zusammenhang bestehen. Schlussendlich kann an dieser Stelle
festgehalten werden, dass viele der hier besprochenen neurotrophen Mechanismen der
Neurotrophine sowie deren Signalkaskaden entweder durch Glucocorticoide beeinflusst werden oder
selbst Einfluss auf Steroidhormon-Signalen nehmen. Folglich kdnnten beide gemeinsam fiir die

beschriebenen neuronalen Differenzierungsmuster verantwortlich sein.

124



5. Diskussion

5.2 Die Modulation neuronaler Differenzierung durch

Co-Chaperone der Steroidhormonrezeptoren

Nachdem der Einfluss von Glucocorticoiden wie auch nicht-steroidale Agonisten
beziehungsweise Antagonisten auf die Differenzierung neuronaler Zellen gezeigt worden war,
widmete sich unsere weitere Forschung den Effekten von Proteinen, die Steroidhormonrezeptoren
sowohl positiv als auch negativ zu regulieren in der Lage sind. So zeigten beispielsweise bereits Riggs
et al. in einem Hefemodell, dass die Rezeptoraktivitdit des GRs durch FKBP52 erh6ht werden kann
und dieser Effekt wiederrum durch FKBP51 direkt inhibiert wird [43]. Weiter scheint FKBP52 durch
die Interaktion mit Dynein eine bessere Translokation des Rezeptors in den Kern zu ermdglichen [78],
wéahrend FKBP51 hier ebenfalls inhibitorisch wirkt [161]. Zusatzlich vermindert FKBP51 die
Hormonbindungsaffinitdt des GRs zu seinen Liganden deutlich [159]. Letztlich waren es aber Quinta
et al., die erstmals herausstellten, dass die Immunophiline FKBP52 und FKBP51 unterschiedliche
Differenzierungsmuster in N2a Zellen verursachen [158]. Sie korrelierten diesen Sachverhalt jedoch
mit den unterschiedlichen Lokalisationen von FKBP52 und FKBP51 und Protein-Protein-Interaktionen,
die nicht auf Steroidhormonrezeptoren beruhen.

Wir waren in der Lage, Gbereinstimmend mit den Ergebnissen von Quinta et al., aufzuzeigen,
dass FKBP51 (bereinstimmend mit seiner Aktivitdt auf den MR und GR [158, 172] auch das
Neuritenwachstum von N2a-Zellen signifikant zu vermindern vermag. Im Gegensatz dazu konnten wir
durch Uberexpression von FKBP52 iiberdies einen Phinotypen charakterisieren, welcher sich durch
erhohte Neuritogenese auszeichnet (Abbildung 10). Auch stellten wir fest, dass die aktivierenden
Effekte von FKBP52 durch die Induktion von FKBP51, genauso wie die inhibierenden Effekte von
FKBP51 durch die Uberexpression von FKBP52, aufgehoben werden kdénnen. Unterschiedliche
Gruppen zeigten bereits, dass solche direkten antagonistischen Effekte beider Proteine
charakteristisch fiir die Regulation von Steroidhormonrezeptoren sind [43, 80, 161]. Um die
Moglichkeit der Involvierung von Steroidhormonrezptoren in Effekte, die durch FKBPs ausgeldst
werden, zu Uberpriifen, testeten wir eine Mutante von FKBP51, deren TPR-Domaéne derart verdndert
war, dass sie nicht mehr mit Hsp90 interagieren und somit auch nicht mehr an dem Heterokomplex
binden konnte. Im Gegensatz zu der Wildtyp-Version von FKBP51 vermochte diese Mutante
(FKBP51_TPRmut) nicht inhibierend auf das Neuritenwachstum zu wirken. Eine weitere Mutation in
FKBP51, welche zum Verlust der PPlase-Aktivitdt des Proteins fihrte, war in diesem Assay dagegen
noch genauso aktiv wie FKBP51 selbst (FKBP51_PPlasemut). Beide Ergebnisse erharten die These,
dass es sich hierbei um Effekte handelt, die auf Steroidhormonrezeptoren beruhen (Abbildung 13).
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Zusatzlich testeten wir, ob verschiedene Homologe aus unterschiedlichen Organsimen
entweder eine dhnliche oder gar unterschiedliche Neuritenentwicklung zur Folge haben. So stellte
bereits die Gruppe von Scammel eindrucksvoll unter Beweis, dass die FKBP51-Version der Primaten
der Neuen Welt deutlich potenter in ihrer Inhibition des Glucocorticoidrezeptors ist als die humane
Version [82, 159, 228]. Auch wir waren in der Lage, mit Hilfe eines radioaktiv Bindungsassays solche
Effekte im Bezug auf die Hormonbindungsaffinitdit des GRs zu reproduzieren (Abbildung 27).
Zusatzlich konnten wir im Neuritenwachstums-Assay einen Effekt des Homologs aus dem
Totenkopfaffchen nachweisen, der den der humanen Version Ubersteigt. Ein weiteres Indiz, dass GR
und MR in die Regulation der Neuronenentwicklung eingebunden sind.

Um schlielRlich zu klaren, ob die von FKBP52 ausgeloste Differenzierung abhangig von der
Menge an exprimiertem FKBP52 ist, wurden N2a-Zellen in unterschiedlichen Mengen mit FKBP52-
Plasmid transfiziert. Im Vorfeld konnte bereits wiederholt gezeigt werden, dass unterschiedliche
Mengen transfizierter Immunophiline die Expressionsprofile von HRE-gesteuerten Genen, abhangig
von dem Effekt des jeweiligen Immunophilins auf den Rezeptor, modulieren. Ni et al. etwa
bestatigten in einem Reportergenassay, dass FKBP51 die Signaltransduktion des Androgenrezeptors
erhohen kann. Hierbei fihrte eine Erhdhung transfizierter FKBP51-Mengen gleichzeitig zu einer
Erhéhung des AR-Signals beziehungsweise zu einer Erhohung der Expression ARE-regulierter
Genabschnitte [86]. Weiter stellten Wochnik et al. fest, dass die durch FKBP51 hervorgerufene
Inhibition des GRs im Reportergenassay durch sukzessive Erh6hung von FKBP52 ebenfalls
dosisabhangig aufgehoben werden kann. Es wurde ein von der Menge des transfizierten Plasmids
abhiangiger Effekt dokumentiert [161]. Auch wir entdeckten einen von der transfizierten
Plasmidmenge abhdngigen Mechanismus bezogen auf die neuronale Differenzierung des N2a-
Zellsystems. So stieg die Lange der neugebildeten Neuriten proportional mit der exprimierten Menge
an FKBP52 (Abbildung 11). Ob dieser Effekt letztendlich ausschliefRlich auf FKBP52 beruht oder ob das
Protein in diesem Modell gegebenenfalls Effekte, die von endogenem FKBP51 hervorgerufen wurden,
antagonisiert, konnte an dieser Stelle noch nicht endgiiltig geklart werden. Ein solcher Mechanismus
wurde bereits von Wochnik et al. postuliert. Sie zeigten, dass sich FKBP52 in Sdugern vor allem durch
seine FKBP51-antagonisierenden Effekte auszeichnet. Jedoch weisen die bis zu diesem Punkt
beschriebenen Ergebnisse — sowohl der Einfluss von Steroiden wie auch der von
Steroidhormonrezeptor regulierenden Immunophilinen — deutlich auf eine mechanistische
Bedeutung von Steroidhormonrezeptoren im Kontext von neuronaler Differenzierung hin.

Mit der Gewissheit, dass FKBP51 das Wachstum der Neuriten inhibieren kann, sowie dem
Wissen, dass FKBP51 unter Expressionskontrolle des GRs steht, fragten wir uns, ob in diesem
Zusammenhang eine Verbindung zu der Beobachtung besteht, dass Agonisten beider Rezeptoren in

niedrigen Konzentrationen zunachst einen positiven Effekt auf die Zelldifferenzierung von N2a Zellen
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in Gang setzen und bei hoheren Konzentrationen wiederum ein Riickgang auf Basalniveau
festzustellen ist. Dieser Effekt konnte auf eine erhéhte Expression von FKBP51, die aus der hohen
Steroidkonzentration und der damit verbundenen Aktivitat des GRs resultiert, zurtickgehen. Hierflr
Uberpriiften wir in einem Vorlauferexperiment (Abbildung 25), ob die Uberexpression von FKBP51 in
Zellen, die zusatzlich mit Agonisten oder Antagonisten des MRs und des GRs behandelt wurden,
weitere additive Effekte bewirkt. Das Ergebnis: Die mit DMSO behandelten Kontrollzellen konnten
erneut die bereits beschriebenen, durch Expression von FKBP51 verursachten, kiirzeren Neuriten
bilden, wahrend die mit einem der beiden Agonisten behandelten N2a-Zellen sowohl bei der
Expression des pRK5-Kontrollvektors als auch von FKBP51 zunéachst (iber dem Basalniveau lagen. Ein
positiver Effekt durch die Agonisten war deutlich zu erkennen. Wir setzten in diesem Fall bewusst die
Konzentration an Agonisten ein, die sich wahrend der Titration der Steroide als die potenteste
erwiesen hatte. Entgegen der Erwartungen, |6ste die zusatzliche Expression von FKBP51 in den Zellen
jedoch keinen deutlichen inhibitorischen Effekt aus. Zwar waren Tendenzen riicklaufiger
Differenzierung der Zellen durch FKBP51 zu erkennen, jedoch fielen diese bei weitem nicht so
pragnant aus wie die bereits beschriebene Neuritenwachstumsinhibition durch FKBP51 (siehe
beispielsweise Abbildung 10). Dies kann unterschiedliche Grinde haben: Zum einen ist die
Uberexpression eines Proteins durch die Transfektion des Plasmids nicht mit einer endogenen
Expression des Proteins durch die Aktivierung eines Transkriptionsfaktors vergleichbar. Regulative
Mechanismen, die sich in der Zelle abspielen, kdnnten daher beispielsweise nicht greifen. Zum
anderen verhalt es sich in den von uns durchgefiihrten Versuchen so, dass die humane Version von
FKBP51 in Neuro2a-Zellen durch die Transfektion eines Plasmids tUberexprimiert wurde. Somit kénnte
der Unterschied der humanen FKBP51-Version zu der murinen die differenten Effekte in Kombination
mit Steroiden erklaren. Aus diesem Grund ist der postulierte Regulationsmechanismus (siehe
Abbildung 22 und Abbildung 23 — Glockenkurven), ndmlich die durch hohe Steroidkonzentrationen
hervorgerufene Expression von endogenem, murinem FKBP51 und der damit verbundene Riickgang
der Differenzierung, generell nicht widerlegt. Menge und Art des exprimierten FKBP51 kann hierbei
von entscheidender Bedeutung sein. Fraglich bleibt jedoch, ob FKBP51 alleine durch die Inhibition
von SHRs oder durch andere, zusatzliche Effekte den Neuritenriickgang bewirkt.

Was im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen unbedingt diskutiert werden muss, ist die
Tatsache, dass die Uberexpression von humanem FKBP51 bislang immer zu einer signifikanten
Reduktion der Neuritenlangen gefiihrt hat (Abbildung 10). In besagtem Experiment hingegen trat
dieser Effekt nur noch schwach auf (Abbildung 25). Grund hierfiir sind die zusatzlich vorhandenen
steroidalen Agonisten. So scheinen durch Verwendung der effektivsten Konzentrationen, namlich 30
nM Ru26988 oder 100 nM Aldosteron, neurotrophe Mechanismen ausgelost zu werden (vergleiche

hierzu auch Kapitel 5.1), die den Effekten des humanen FKBP51 entgegenwirken. Dies deutet
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zusatzlich darauf hin, dass FKBP51 in seiner neuronalen Regulation nicht nur die Inhibition von SHRs
verursacht, sondern dartiber hinaus auch andere Proteine beeinflusst.

Daraus ergibt sich die Frage, Uber welche weiteren Effektoren FKBP51 neben
Steroidhormonrezeptoren verfligen kann? Eine im Zusammenhang mit neuronalen Systemen sehr
aussichtsreiche Proteinfamilie stellen TRP-Kandle dar (canonical transient receptor potentia
channell). So zeigten Shim et al., dass FKBP52 in der Lage ist, TRPC1 zu regulieren und dadurch das
Entwicklungsverhalten axonaler Wachstumskegel mit zu beeinflussen [229]. In diesem Fall war
jedoch die Isomerase-Aktivitdt des Immunophilins Voraussetzung fir die erfolgreiche Modulation
von TRPC1. Kénnte folglich auch FKBP51 TRPCs binden beziehungsweise modulieren? Cioffi et al.
berichten in diesem Kontext von bis dato unpublizierten, vorlaufigen Ergebnissen, die Interaktionen
von FKBP51 mit TRPC1 und TRPC4 beweisen sollen [230]. Bestatigen konnten sie diese Theorie
letztlich 2013, indem Kadeba et al. aufzeigten, dass gegensatzliche Eigenschaften von FKBP51 und
FKBP52 insofern eine Rolle spielen, dass neben FKBP52 auch FKBP51 an TRPC4 zu binden vermag und
beide in antagonistischer Weise den Calcium Influx in Zellen modulieren [231]. Dariber hinaus
konnte bereits gezeigt werden, dass auch TRPC5 mit FKBP52 interagiert [232]. Neben diesen Calcium-
Kanédlen beeinflusst FKBP51 auerdem den Zellwachstumsregulator Akt (PKB — Protein Kinase B)
negativ. Hierbei bindet FKBP51 sowohl an Akt als auch an die Phosphatase PHLPP (PH domain and
Leucine rich repeat Protein Phosphatases) und 16st dadurch eine Dephosphorylierung und die damit
verbundene Inaktivierung von Akt aus [233]. Fabian et al. zeigten, dass durch die Verwendung von
FKBP51-Inhibitoren dabei die Dephosphorylierung von Akt unbeeinflusst bleibt [234]. Somit kann, im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen, in jener Versuchsanordnung die
Modulation des Schlisselproteins durch Inhibitoren von FKBP51 nicht beeinflusst werden. Folglich
erscheint es fraglich, ob Signalwege liber Akt auch in dem von uns beschriebenen Mechanismus von
Relevanz sind.

Ein weiteres von FKBP51 reguliertes Protein, welches vor allem im ZNS auftritt, ist das an
Mikrotubuli assoziierte Tau-Protein. Dieses Protein spielt vor allen in neurodegenerativen
Krankheiten eine zentrale Rolle. Jinwal et al. zeigten, dass FKBP51 Tau stabilisiert und abhangig von
der intrinsischen PPlase-Aktivitdt dessen Phosphorylierungsstatus regulieren kann. Dies kdnnte
letztendlich zur Bildung neurotoxischer Aggregate filihren und zusatzlich das neuronale
Diffenenzierungsverhalten mitbeeinflussen [87]. Die Arbeitsgruppe dokumentierte hierbei jedoch
eine deutlich PPlase-Abhangigkeit, die in der Regulation von Steroidhormonrezeptoren allerdings
keine Rolle spielt und die abweichenden Ergebnisse dieser Arbeit erklart [82, 162]. Zuletzt sei im
Zusammenhang anderer, nicht-steroidaler Signalwege, die durch FKBP51 beeinflusst werden kénnen,
NF-kB erwédhnt. Es ist bekannt, dass die Uberexpression von FKBP51 unter anderem zur Reduktion

des Inhibitors von NF-kB (IkB) sowie zu einer Verbesserung der NF-kB-DNA-Interaktion und
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letztendlich zu einer Verstarkung des NF-kB-Signalwegs fiihrt [235]. Jedoch scheint auch dieser
Mechanismus von der PPlase-Aktivitdit des Immunophilins abhdngig zu sein. Schlussendlich
demonstrierten Romano et al., dass die Ausschaltung von FKBP51 zu einer Stabilisierung von IkB
flhrt [236] und wiesen damit nach, dass FKBP51 in die Regulation von apoptotischen Prozessen
involviert ist [237]. Als sehr interessant im Zusammenhang mit den zuvor beschriebenen Effekten von
Steroiden stellen sich Wechselwirkungen von NF-kB mit Steroidhormonrezeptoren dar. So kénnen
durch die Aktivierung von NF-kB die Transaktivierungs-Mechanismen des GRs blockiert werden.
Umgekehrt Gbt der aktive GR jedoch seine transrepressiven Eigenschaften durch das Binden und
Blockieren anderer Transkriptionsfaktoren, unter anderem von NF-kB, aus [46, 238]. Eine endgliltig
klarende Aussage bezliglich der durch FKBP51 hervorgerufenen Effekte beziehungsweise der durch
die Agonisten angestoRenen Mechanismen in neuronalen Zellen konnte an dieser Stelle noch nicht
getroffen werden. Dies ist mitunter auf die bisher ungeldste Schwierigkeit zurlickzufiihren, besagtes
Immunophillin selektiv zu blockieren. Daher wird diese Fragestellung an spaterer Stelle noch einer
genaueren Analyse unterzogen.

Im Falle der Antagonisten entsprach das Differenzierungsverhalten der neuronalen
Vorlauferzellen exakt den Erwartungen. Samtliche Antagonisten verursachten einen signifikanten
Rickgang der Differenzierung. Hierbei fallt auf, dass der GR-Antagonist eine potentere Wirkung als
die alleinige Expression von FKBP51 entfaltet. Die Antagonisierung des MRs fiihrt ebenfalls zu
niedrigeren Differenzierungsmustern, jedoch liegen diese nur schwach Uber den durch FKBP51
verursachten Riickgangen. Folglich hat eine zusatzliche Expression von FKBP51 in Zellen, die mit den
Antagonisten behandelt wurden, nur im Falle des MRs einen weiteren Riickgang der Absolutlangen
zur Folge. Dieser Sachverhalt deutet darauf hin, dass beide Rezeptoren im Bezug auf die
Neuritenbildung eine nicht zu gering einzuschatzende Position einnehmen und der GR in dieser
Konstellation eine noch wichtigere, regulatorische Stellung innehat als der MR. Folglich waren wir in
der Lage, aufzuzeigen, dass sowohl Signale des MRs wie auch des GRs neurotroph auf N2a-Zellen
wirken. Eine Aktivierung eines der beiden Rezeptoren genligte dabei, um die Differenzierung der
Zellen auszulosen. Auf den ersten Blick mag der Umstand, dass eine Inhibition nur eines der beiden
Rezeptoren direkt zu einer Verringerung des Neuritenwuchses fiihrt, seltsam erscheinen — wiirde
man hier doch in erster Linie vermuten, dass die Aktivitdt des anderen Rezeptors ausreicht, um die
Differenzierungmechanismen der Zellen aufrecht zu erhalten. Die Ergebnisse lassen jedoch darauf
schlieBen, dass Neuro2a-Zellen eine gewisse Grundaktivitdt beider Rezeptoren bendtigen, um eine
Differenzierung der Zellen zu ermoglichen. Weiter scheinen sich die unter Kontrolle von MRE
beziehungsweise GRE stehenden Proteine, welche durch Aktivierung der SHRs exprimiert werden, zu
unterscheiden. So kénnten beispielsweise unterschiedliche Wachstumsfaktoren durch MR- und GR-

Signale induziert werden, die gemeinsam nicht nur fir ein verstarktes Differenzierungsmuster,
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sondern generell flr die Differenzierung der Zellen verantwortlich sind. So fiihrt die Antagonisierung
nur eines der beiden Rezeptoren zu der Verringerung der Differenzierung.

Eine andere Erklarung flir die beobachteten Phanotypen kénnten die Mechanismen von
Antagonisten nukledrer Rezeptoren liefern. So ist bekannt, dass sich MREs und GREs nicht nur sehr
ahnlich sind, sondern haufig auch dasselbe Gen zu regulieren in der Lage sind. Dabei konnen die REs
beide Rezeptoren entweder dicht hintereinander liegen oder im selben Promotor vorhanden
sein[239, 240]. Durch die Bindung eines Antagoinsten bindet ein nukledrer Rezeptor negative Co-
Regulatoren. So fiihrt etwa die Bindung von Ru486 zur Rekrutierung der Nukledren Co-Repressoren 1
und -2 (NCoR1 und -2) [209]. Diese verhindern, abhingig von dem jeweiligen Rezeptor und dem
Gewebe, in dem sie exprimiert werden, zum einen eine Translokation in den Kern oder auch eine
hohere Packungsdichte des Chromatins. Weiter werden hierbei Histonacetyl-Transferasen (HDACs)
rekrutiert, welche eine Deacteylierung von Lysinresten der Nucleosomen verursachen [241, 242].
Hierdurch wird die positive Ladung erhoht, was in einer starkeren Wechselwirkung mit negativen
Phosphatgruppen der DNA resultiert. Die Kompaktierung der DNA verhindert somit die Translation
relevanter Gen-Abschnitte. Bedenkt man nun, dass sich MREs und GREs haufig auf ahnlichen oder gar
den gleichen DNA-Abschnitten befinden, so ist es denkbar, dass durch eine negative Co-Regulation
beispielsweise des MRs eine Kompaktierung der DNA-Bereiche hervorgerufen wird, in denen sich
GREs befinden. Hierdurch kénnen neben den unter Kontrolle des MR-Promotors stehenden Genen
auch die des GRs nicht mehr transkribiert werden. So ist es denkbar, dass durch die Blockade eines
der beiden Rezeptoren auch die Proteine, die unter der Kontrolle des anderen Rezeptors stehen,
nicht mehr exprimiert werden. Folglich wiirden MR-Antagonisten eine indirekte Wirkung auf GR-
Strukturgene verursachen. Weiter zeigten Ou et al., dass beide Rezeptoren in der Lage sind, zu
heterodimerisieren und gemeinsam als Transkriptionsfaktor aufzutreten. Demnach ist es gerade auch
vor dem Hintergrund, dass Agonisten beider Rezeptoren ahnliche positive Effekte auslésen, moglich,
dass MRE/GRE-Genabschnitte fir die hier beschriebenen Effekte von Agonisten wie auch
Antagonisten verantwortlich sind [243].

SchlieBlich lasst sich festhalten, dass das Protein FKBP51 eine inhibierende Wirkung auf die
Neuritogenese auszeichnet, wahrend FKBP52 durch férdernde Einfliisse charakterisiert werden kann.
Ob dieses gegensatzlichen Verhalten alleine durch Einflisse beider Immunophiline auf
entsprechende Steroidhormonrezeptoren erklart werden kann, ist allerdings fraglich.
Wahrscheinlicher scheint die These, dass FKBP51 neben der Modulation der SHRs in einer zweiten
Phase auch sekundare Effekte auszuliben scheint und dadurch negativ auf die Neuritenentwicklung
wirkt. Fraglich bleibt in diesem Zusammenhang jedoch die Diskussion der durch die Uberexpression
von FKBP51 in Kombination mit steroidalen Agonisten erhaltenen Daten. Sollte FKBP51 tatsachlich

ein derart wichtiger Einfluss zugeschrieben werden kénnen, so misste die Expression von FKBP51
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trotz Anwendung des GR- beziehungsweise MR-Agonisten beinah zwingend ebenfalls einen
inhibierenden Effekt ausiiben. Dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein. Zwar ist sehr wohl ein
leichter Effekt durch FKBP51 zu erkennen, jedoch ist dieser bei weitem nicht so dominant wie in den
Titrationskurven. Hierflir kdnnte es unterschiedliche Erklarungen geben. Zum einen wurden wahrend
der Durchfiihrung der Versuche die Expressionsmengen von FKBP51 nicht exakt kontrolliert. Dies
lasst die These zu, dass die Protein-Konzentrationen von FKBP51 in der Zelle durch eine GR-
beziehungsweise MR-Induktion deutlich Gber dem des exogen zugefiihrten FKBP51 lagen.
Entsprechend konnten im Falle der transfizierten Zellen die Mengen an exprimierten FKBP51
niedriger gewesen sein als durch die endogene Expression, was wiederum zu einem schwacheren
Phanotyp flihren kéonnte und damit zu einem geringeren Rickgang der Differenzierung. Weiter
wurden die beschriebenen Daten in einem murinen Zellsytem generiert. Bei den Transfektions-
Versuchen wurde jedoch die humane Version von FKBP51 exprimiert. So kdnnen weitere
unterschiedliche Effekte von humanem FKBP51 auf den murine SHRs im Vergleich zu endogenem
FKBP51 mit eine Rolle gespielt haben. Weiter ist es moglich, das beide FKBP51 unterschiedliche
Effektoren besitzen, welche die Neuritenwachstumsinhibition auslosen. Denkbar ware etwa, dass
humanes FKBP51 in der Lage ist, NF-kB-Singalwege zu modulieren und hierdurch besagte Effekte
auszulésen. Sollte solch eine Signalintegration zu einer Reduktion des Differnezierungsverhaltens
fihren, ware eine Erhohung der Konzentration steroidaler Agonisten eine Erklarung fir die
Aufhebung der Inhibition durch FKBP51. Wie weiter oben bereits beschrieben, kénnen namlich GR-
wie auch MR-Agonisten durch eine Transrepression andere Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB,
hemmen. Sollte im Umkehrschluss murines FKBP51 seine Wirkung also nicht Gber NF-kB, sondern
andere Mediatoren auslosen, wére dies eine Erklarung fiir die Hemmung der Neuritenbildung ab
einer Agonisten-Konzentration ber 100 nM infolge einer konsequenten Erhohung des Agonisten
und der sich anschlieBenden hohen Expression an murinem FKBP51. Aus diesem Grund bedirfen
Signalwege, welche durch FKBP51 reguliert werden kdnnen, in naher Zukunft unbedingt weiterer
wissenschaftlicher Untersuchung. Hierbei wére vor allem interessant, ob die murine Variante von
FKBP51 einen sich von der humanen Version unterscheidenden Effekt bewirkt. In diesem
Zusammenhang kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass neben dem unter SHR-Kontrolle
stehenden und durch Agonisten induzierten FKBP51 auch noch weitere, fiir die Zelldifferenzierung
relevante Proteine, mitinduziert wurden und dass diese gegebenenfalls einen gewichtigeren Effekt
auf die Zellen bewirkten, als die alleinige Expression von FKBP51. Diese Problematik wurde im
Rahmen nachfolgender Experimente durch eine selektive Blockade der FK1-Domane zu erkldren
versucht (siehe weiter unten). Ahnlich positive Effekte durch FKBP52, wie in dieser Arbeit
beschrieben, konnten von Gold et al. bestatigt werden. So assoziierten sie durch den Immunophillin-

Liganden FK506 verursachte, neurotrophe Prozesse mit FKBP52 und zeigten, dass eine Blockade
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desselbigen einen Riickgang der neurotrophen Wirkung in SH-SY5Y Zellen verursacht [71]. Es galt
somit in nachfolgenden Versuchen zu klaren, ob und inwieweit FKBP51, aber auch FKBP52 alleine fir
die beschriebenen Effekte verantwortlich sind und wenn ja, ob es moglich ist, solche Effekte
pharmakologisch zu beeinflussen — was letzten Endes eine Aussage dariiber erméglichen wiirde, ob

pathophysiologische Folgen dieser Proteine in vivo medikamentds kontrolliert werden kénnen.
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5.3 Der Einfluss von Immunophillin-Liganden auf die

neuronale Differenzierung

Zahlreiche Untersuchungen beschéftigten sich bereits mit den Effekten von Immunophillin-
Liganden auf zelluldre Veranderungen im Bereich der Proliferation und Differenzierung. Hierbei
dienten die dem FK506 wie auch Rapamycin zugeschriebenen, positiven neurotrophen Effekte als
Stein des AnstoRes [244]. Im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer oder
Parkinson wurden vor allem primare Zellkulturen, aber auch unterschiedliche neuronale Zelllinien auf
das Zelliberleben und den Schutz vor Stressoren hin untersucht. Weiter wurde deren Neuriten-
Wachstumsverhalten als in-vitro-Marker fiir die Differenzierung studiert [189]. Dies kann als
Aquivalent neuronaler Entwicklung und Plastizitit angesehen werden. Die biochemischen
Mechanismen, auf denen Effekte solcher Liganden beruhen, sind bislang nur unzureichend geklart.
Zudem soll an dieser Stelle erwahnt werden, dass auch die Dosis-Wirkungsbeziehungen besagter
Liganden auf neuronale Zellsysteme 6fter einen komplexeren Verlauf nehmen und nicht traditionelle
sigmoide Charakteristika aufweisen [245]. So bilden zahlreiche neurotrophe Substanzen in ihrer
Wirkung einen Glockenkurven-Verlauf (U-shaped curve) aus, was wiederum bedeutet, dass niedrige
Konzentrationen positive Effekte bewirken und héhere einen Riickgang des ausgeldsten Effekts zur
Folge haben. Ein Nachteil in der praktischen Anwendung eines solchen Wirkprofils ist die geringe
therapeutische Breite der Substanz, da Plasmaspiegel beziehungsweise ZNS-Konzentrationen sehr
exakt eingehalten werden miussten. AuBerdem interessant in diesem Zusammenhang ist die
Tatsache, dass sich &dhnliche glockenkurvenformige Verhalten auch in unterschiedlichen
stressphysiologischen Paradigmen wiederfinden. So zeigten beispielsweise Park et al., dass
hippocampale Funktionen, wie das rdaumliche Gedachtnis, vor allem dann optimal funktionieren,
wenn die zirkulierenden Corticosteron-Spiegel in einem moderaten Bereich liegen. Wurden diese
kiinstlich erniedrigt oder durch Stress deutlich erh6ht, so resultierte dies in neurologischen Effekten,
deren graphische Darstellung in Abhangigkeit der vorhandenen Corticosteron-Konzentration
ebenfalls einer Glockenkurve entspricht [246].

Seit den neunziger Jahren werden Immunsuppressiva ebenfalls mit neuritenwachstums-
fordernden Prozessen in Verbindung gebracht. So zeigten Constantini und Isacson, dass FK506 in der
Lage ist, die Neuritenbildung von primaren Neuronen zu verbessern und der Wirkstoff dabei in
glockenférmigen Kurven zur Entfaltung kommt [247]. Ahnliche Verhalten stellten sie auch bei der
Verwendung von CsA fest. Sie assoziierten die gefundenen Effekte mit Signalwegen, die Calcineurin
involvieren, da nur solche Verbindungen eine Wirkung entfalteten, die die Phosphataseaktivitdt von

Calcineurin zu inhibieren vermochten. Rapamycin wurde in diesem Fall nicht als Agens beschrieben,
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das langere Neuriten hervorruft, sondern vielmehr als Substanz, die in der Lage ist, den
Verastelungsgrad von Neuronen zu beeinflussen. Folglich kann Rapamycin auf eine andere Art
Einfluss auf neuronale Differenzierungsprozesse nehmen. Eine weitere Hypothese dieses Prozesses,
namlich die Involvierung von FKBP12, konnte von der Gruppe Bruce Golds widerlegt werden. Sie
zeigten, dass die beschriebenen Vorgange ebenfalls in FKBP12-knock-out-Zellen beobachtet werden
und dass Immunophillin-Liganden, die nicht immunsuppressiv sind, gleiche Effekte bewirken [65].

Eine der wissenschaftlich bislang kaum diskutierten Fragen in diesem Zusammenhang ist die
Bedeutung von FKBP51 und FKBP52. Um uns dieser Problematik anzundhern, untersuchten wir
zunachst die Effekte bekannter immunsupressiver Immunophillin-Liganden wie FK506 und
Rapamycin, aber auch solcher Verbindungen, die nicht mehr in der Lage sind, Einfluss auf das
Immunsystem zu nehmen (Antascomycin und FK1706, siehe Abbildung 33 und Abbildung 34). Ahnlich
wie in den bereits beschriebenen Publikationen konnten auch wir Auswirkungen aller Liganden auf
die neuronale Differenzierung von N2a Zellen feststellen. FK506 erhohte die Durchschnittslangen von
Neuriten in Konzentrationsbereichen, die auch schon von Constantini und Isacson beschrieben
wurden. Dariliber hinaus stellten wir bei den Liganden FK506, FK1706 und Antascomycin ab
Konzentrationen um die 100 nM ein Abfallen der Neuriten auf Basalniveau fest. Diese Effekte sind
bereits ausreichend diskutiert, interessant in diesem Zusammenhang sind jedoch die von Rapamycin
ausgeldsten Differenzierungsmuster. Ahnlich zu den Entdeckungen von Constantini und Isacson
erhohte diese Verbindung nicht die Generation von Neuriten, sondern wirkte inhibierend auf sie ein.
Inwieweit sich die Zahl der neu gebildeten Neuriten verdanderte, konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt
nicht ndher untersucht werden, wird aber Bestand zukiinftiger Experimente sein. Mit anderen
Gruppen (bereinstimmend stellten wir jedoch fest, dass die klassischen Immunophillin-Liganden,
welche zunachst in niedrigen Konzentrationen eine Verlangerung der Neuriten verursachten, nach
Erreichen einer optimalen Konzentration und weiterer Erhéhung dieser Konzentration, zu einem
deutlichen Rickgang auf das Ausgangsniveau flihrten. Dies ist ein Mechanismus, der fir eine
mogliche Therapie nur allzu ungiinstig ist. Interessant sind in diesem Kontext Beobachtungen, dass
Antidepressiva in Zellkultur-Versuchen &dhnliche Effekte verursachten. Beispielsweise konnten
Takebayashi et al. in PC12 Zellen differenzierungs-stimulierende Effekte von Imipramin und
Fluvoxamin feststellen [248].

Um zu Gberpriifen, inwieweit FKBP51 einen Einfluss auf die Inhibition der Zelldifferenzierung
von Neuronen hat, nutzten wir eine Methode, die es uns ermdglichte, gezielt FKBP51-Mutanten zu
inhibieren. Hierflr generierten wir eine Punktmutation in FKBP51 (FKBP51F67V), die einen von uns
synthetisierten Liganden mit bis zu 1000-fach hoherer Selektivitdit zu binden vermochte, als die
Wildtyp-Version desselben Proteins. Auf diese Weise konnten wir nicht nur nachweisen, dass

FKBP51F67V ebenso potent bezliglich der Differenzierungsinhibiton agierte wie sein endogenes
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Homolog, sondern auch, dass die selektive Blockade dieses Proteins zu einer Aufhebung des
generierten Effekts flhrte. In Kontrollreaktionen, in denen selbiger Ligand entweder nur ,gegen”
endogenes FKBP51 oder lberexprimiertes Wildtyp-FKBP51 eingesetzt wurde, bewirkte er entweder
keinen Effekt auf die Differenzierung oder hemmte die von FKBP51 ausgeldsten zelluldren
Mechanismen nicht (Abbildung 17). Ebendieses Prinzip konnten wir anschlieBend auch fiir FKBP52
anwenden. Durch die Einfliihrung der Punktmutation in das Protein waren wir ebenfalls in der Lage
durch selektive Inhibition die von FKBP52 ausgelosten Effekte wieder zu blockieren (Abbildung 19).
Um dieses System abschlieend erklaren zu kénnen, fiihrten wir schlieBlich ein weiteres Experiment
mit besagtem Liganden durch. Hier exprimierten wir Kombinationen aus FKBP51 und FKBP52 sowie
deren Punktmutanten und studierten die entstehenden Effekte der selektiven Inhibition. Das
Ergebnis: Zum einen konnten wir zeigen, dass beide Proteine direkte, antagonistische Effekte auf die
Entwicklung der N2a Zellen verursachten, zum anderen gelang uns der Nachweis Uber die
Moglichkeit der sehr selektiven Blockade dieser Effekte durch den Einsatz passender Inhibitoren
(Abbildung 20). Somit waren wir erstmals in der Lage, die Inhibition von FKBP51 als ein neurotrophes
pharmakologisches Konzept zu validieren.

Eine der wichtigsten Herausforderungen im Bezug auf einen moglichen pharmakologischen
Einsatz von FKBP51-Inhibitoren ist die Entwicklung selektiver Substanzen. So konnten wir deutlich
zeigen, dass neuronale Entwicklungsprozesse von FKBP51 negativ beeinflusst werden, FKBP52 jedoch
in der Lage ist, positiv zu wirken. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von anderen Gruppen zum
Ausdruck gebracht, die differnzierungsforderende Effekte unter anderem mit FKBP52 in Verbindung
brachten [71, 249]. Aus diesem Grund ist eine gleichzeitige Inhibition von FKBP52 und FKBP51
keinesfalls von Vorteil. In beeindruckender Weise konnten Gaali et al. Inhibitoren fiir FKBP51
entwickeln, die im Gegensatz zu den gangigen Immunophillin-Liganden FKBP51 mit weit (iber 1000-
facher Selektivitat antagonisieren, ohne dabei FKBP52 zu beeinflussen [91]. Dies ermdglichte uns,
erstmals Effekte zu studieren, die auf selektiver, pharmakologischer Blockade von endogen
exprimiertem FKBP51 beruhten (Abbildung 36). Im direkten Vergleich mit dem Wirkprofil von FK506
fallt auf, dass zu Beginn der Titrationskurve durch die selektive Inhibition von FKBP51 ebenfalls ein
Anstieg der Neuritenldangen zu verzeichnen ist, welcher sich nach Erreichen der optimalen
Wirkkonzentration aber nur wieder schwach verringert und im Gegensatz zum unselektiven Liganden
nicht mehr bis auf Basalniveau abfallt. Folglich konnten wir belegen, dass auch durch den Einsatz von
hohen Konzentrationen des Antagonisten differenzierungsférdernde Effekte in neuronalen Zellen zu
beobachten sind. Darilber hinaus zeigt sich das Wirkungsprofil dieser Liganden liber einen groRen
Konzentrationsbereich hinweg konstant. Im Gegensatz zu allen bisher bekannten Liganden kénnten
diese Verbindungen daher im therapeutischen Einsatz zu deutlich verbesserten Wirkungsprofilen

fihren, da sie bei nur geringfligig voneinander abweichenden Konzentrationen keine hohen
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Effektschwankungen aufweisen. Es kann demnach festgehalten werden, dass FKBP51 im Rahmen
dieser Arbeit zum ersten Mal als relevantes Wirkstoffziel in einem neuronalen Zellsystem identifiziert
und die Bedeutung selektiver Immunophillin-Liganden dadurch in den Fokus gesetzt werden konnte.
Wie bereits weiter oben beschrieben, interessierte uns zuséatzlich der biochemische
Zusammenhang des durch hohe Konzentrationen an Glucocorticoiden beobachteten Riickgangs der
Neuritenldangen. Eine der formulierten Theorien, die es zu Uberpriifen galt, war die der Induktion von
endogenem FKBP51 im Rahmen eines intrazelluldren Riickkopplungsmechanismusses, mit dem Ziel,
die durch hohe Konzentrationen an Glucocorticoiden ausgeldsten Signale zu terminieren.
Gegebenenfalls hatte dies eine nahezu komplette Abschaltung der MR- oder GR-Signaltransduktion
zur Folge haben kénnen, was wiederum die Differenzierung von Neuronen nachhaltig beeintrachtigt
hatte. Um dieser Frage nachzugehen, konnten wir nun die selektiven Antagonisten fiir FKBP51
einsetzen. Unsere These: Sollte das Protein durch hohe Steroid-Spiegel tatsachlich exprimiert werden
und dies wiederum der Grund fir den Rickgang der durchschnittlichen Neuritenldangen sein, so
misste eine Blockade des inhibierenden Proteins eine Aufhebung der Differenzierungshemmung zur
Folge haben. Wie in Abbildung 38 und Abbildung 41 deutlich zu erkennen ist, war dies der Fall. So
lieR sich mit Hilfe dieses Experiments verifizieren, dass es durch den Einsatz des Liganden SG568 zu
keinem Rickgang der Neuritenldngen mehr kommt. Desweiteren konnten diese Effekte in einer
dosis-abhdngigen Beziehung gezeigt werden. Unselektive Liganden hingegen waren nicht in der Lage,
einen solchen Effekt auszuldsen: FK506 etwa vermag den durch das Steroid ausgel6sten Riickgang
nicht zu verhindern Abbildung 40). Eine mogliche Erklarung fir das in Abbildung 33 beobachtete
Verhalten konnte in der Selektivitdt des Liganden in unserem System liegen. So wurde bislang
bezliglich der Bindungseigenschaften der unselektiven Liganden wie FK506 von humanem FKBP51
ausgegangen. Vergleicht man jedoch die Primarstruktur von FKBP52 und FKBP51 von Mausen mit der
des Menschens, so wird deutlich, dass FKBP52 in beiden Organismen deutlich homologer als FKBP51
ist. Im menschlichen Organismus sind die Unterschiede gerade in der fiir die Bindung von Liganden
relevanten FK1-Domane deutlich pragnanter. Bezieht man nun die Tatsache mit ein, dass die murine
Version von FKBP51 strukturell dem humanem FKBP12, welches wiederum FK506 deutlich potenter
zu binden vermag als humanes FKBP51, deutlich ahnlicher ist als dem humanen FKBP51, so kann die
Vermutung aufgestellt werden, dass murines FKBP51 FK506 noch stadrker bindet als murines FKBP52
[250, 251]. Dadurch kénnte die unselektive Bindungsqualitat von FK506 in Mausezellen insoweit
aufgehoben sein, als dass FK506 hier etwas besser an FKBP51 als an FKBP52 bindet. Somit ist in
niedrigen Konzentrationsbereichen eine Blockade von FKBP51 moglich, wahrend in hoheren
Konzentrationen allméahlich ebenfalls FKBP52 antagonisiert wird. Dies spiegelt sich in dem in
Abbildung 33 dargestellten Verhalten wider. Bei Konzentrationen bis 100 nM steigt die

Neuritenbildung an, wahrend sie danach, gegebenfalls durch eine Blockade von FKBP52, wieder
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abfallt. Eine endgiiltige Erklarung fir das in Abbildung 38 und Abbildung 40 dargestellte Phanomen,
namlich dass dem durch hohe Konzentrationen an steroidalen Agonisten ausgel6sten Rickgang der
Neuriten nur durch FKBP51-selektive Inhibitoren und nicht durch Verbindungen wie FK506
entgegengewirkt werden kann, vermag diese These noch nicht zu bieten. Vermeer et al. berichteten,
dass neben FKBP51 auch andere FKBPs unter schwacher SHR-Kontrolle stehen, sodass eine
Aktivierung des GRs auch zu einer geringen Induktion unter anderem von FKBP52 fiihrt. Jedoch sind
die FKBP-Konzentrationen (FKBP12, FKBP13, FKBP22, FKBP25 und FKBP52) nach Aktivierung des SHRs
maximal doppelt so hoch. Mit der starken Induktion von FKBP51 sind sie nicht vergleichbar [84]. Ob
die Inhibition dieses induzierten FKBP52 also eine Relevanz zugesprochen werden kann, bleibt
fraglich. Denkbar wére auch, dass das bereits vorhandene Verhéltnis von FKBP51 und FKBP52 in der
Zelle von zentraler Bedeutung ist und die Aktivitdt von FKBP52, welches unter anderem fir die
Translokation des SHRs verantwortlich ist, nicht gestort werden darf [252]. Ebenfalls nicht zu
vernachlassigen bleibt in diesem Kontext die Moglichkeit, dass sekundare, immunmodulatorische
Eigenschaften von FK506 mit flir das beobachtete Verhalten verantwortlich sein kénnten, die nicht
von SG537 und SG568 ausgeldst werden. Die vorliegenden Ergebnissen stiitzen somit die Theorie,
dass infolge hoher Glucocorticoid-Spiegel, wie sie beispielsweise in Stresssituationen
beziehungsweise wahrend einer Depression zu beobachten sind [8], FKBP51 verstarkt induziert wird
und dadurch eine neuronale Adaption nur eingeschrankt stattfinden kann. Diese Fehlfunktion
wiederrum kann durch die selektive Blockade des Proteins verhindert werden.

Nachdem es uns gelungen war, einen Riickgang der Neuritogenese von N2a-Zellen mit dem
Protein FKBP51 zu verknipfen und dies gleichzeitig auf eine mogliche Beeinflussung des
Steroidhaushalts der Zelle respektive auf eine fehlerhafte SHR-Signalweiterleitung zurlickzufiihren,
wandten wir uns der bereits erwahnten Fragestellung zu, ob ein derartiger Mechanismus auch in
noch relevanteren Zelltypen anzutreffen ist. Aus diesem Grund stellten wir vergleichbare
Nachforschungen an hippocampalen Neuronen, gewonnen aus Mauseembryonen (E18), an. Schon
Bremner et al. zeigten, dass Depressionen zu reduziertem Volumen des Hippocampus fiihren [94].
Weiter konnte gezeigt werden, dass die Krankheit zu einer betrachtlichen Veranderung der
Expression relevanter Proteine, die fir die synaptische Funktion und Struktur verantwortlich sind,
fihren. Durch den Einsatz von Antidepressiva konnte diesem Effekt entgegengewirkt werden [114].
Daraus lasst sich folgern, dass hohe GC-Spiegel fiir solch einen Phanotypen mitverantwortlich sein
kénnten.

Adulte Neurogenese wurde fiir hippocampale Areale des Gehirns bereits nachgewiesen [96]
und Mechanismen, die neurogenetische Prozesse in Verbindung mit der Therapie von Depressionen
bringen, diskutiert. Jedoch sind gleichfalls Prozesse beschrieben worden, in denen eine Behandlung

mit Antidepressiva eine Beeinflussung der Synaptogenese zur Folge hat und dies zu Besserungen der
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pathologischen Zustande fihrt. Als dulBerst vielversprechend kénnen in diesem Zusammenhang die
Ergebnisse der Sousa-Gruppe angesehen werden, die zeigen konnte, dass eine Verbesserung
depressiver Symptome durch den Einsatz von Antidepressiva vermutlich nicht (immer) auf der
Neurogenese beruhen kdnnen, sondern primar von der Remodulierung des neuronalen Schaltkreises
abhangen konnte. Diese Erkenntnis fuBt auf der Beobachtung, dass besagte Effekte auch unter
Einsatz von Zytostatika, welche eine Neurogenese unmoglich machten, eintreten [115]. Miiller et al.
stellten weiter fest, dass Stress auf der Ebene der Proteinexpression synapsen-relevanter Gene und
der Erhaltung beziehungsweise Remodulierung synaptischer Plastizitdt, eine wichtige Rolle spielt
[111]. Zuletzt sei an dieser Stelle auf eine Publikationen Pepin und Brady verwiesen, in der gezeigt
wurde, dass der Einsatz von Antidepressiva in primdren Zellkulturen zu Veranderungen der mRNA
des GRs wie auch des MRs fiihrt [225, 253]. Dies unterstreicht die direkte Verbindung, die zwischen
Steroidsignalen und der Wirkungsweise von Antidepressiva zu bestehen scheint.

Um Effekte von FKBP51 in Neuronen des Hippocampus ndher zu beleuchten, praparierten wir
solche Neuronen aus Embryonen, die 18 Tage alt waren (siehe Kapitel 3.3.3), und transfizierten diese
mit genetisch veranderten Adeno-assoziierten Viren, sodass wir entweder eGFP (enhanced green
fluorescent protein), FKBP51 oder FKBP51F67V exprimieren konnten. AnschlieRend wurden die Zellen
entweder mit DMSO oder dem SG466, welcher selektiv an die mutierte Variante des Proteins zu
binden vermag, behandelt und die Langen der Neuriten nach drei Tagen in-vitro (DIV3) gemessen.
Hierbei stellten wir fest, dass FKBP51 sowie dessen Punktmutante FKBP51F67V eine deutliche
Inhibition der neuronalen Neuritogenese bewirkte (Abbildung 44). Somit gelang es uns, einen wie
bereits flir N2a-Zellen beschriebenen Mechanismus erfolgreich auf ein noch relevanteres Zellsystem
zu Ubertragen. Zudem waren wir in der Lage, durch selektive Inhibition des Proteins, namlich der
FKBP51F67V-Variante durch Gabe von SG466, einen Riickgang der durch FKBP51 hervorgerufenen
Neuritenbildung herbeizufiihren. Damit zeigten wir, dass FKBP51 nicht nur in Neuroblastomazellen,
sondern auch in primdren hippocampalen Zellen einen modulativen Einfluss auf die Differenzierung
von Neuronen nimmt und folglich der Schliissel eines komplexen Regulationssystems der neuronalen
Plastizitdit zu sein scheint. Wie schon weiter oben beschrieben, konnten bereits zahlreiche
Assoziationen zwischen der Modellierung neuronaler Plastizitdt und der Besserung depressiver
Symptomatiken durch den Einsatz von Antidepressiva identifiziert werden [106]. Bislang fehlt jedoch
die detaillierte Beschreibung biochemischer Mechanismen, die derartige Phanotypen exakt erklaren.
FKBP51 spielt in diesem Zusammenhang eine duBerst wichtige Rolle, da es unter anderem in
steroidalen Signaltransduktionen eine zentrale Regulationsrolle einnimmt. Weiter scheinen selektive
Liganden, die FKBP51 jedoch nicht FKBP52 blockieren, imstande zu sein, jene Mechanismen zu

inhibieren und dadurch einen positiven Effekt auf die Differenzierung von Neuronen zu auszuldsen.
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Dies verdeutlicht das Potenzial, dass derartige Verbindungen aller wissenschaftlichen
Wahrscheinlichkeit nach im Einsatz gegen Depressionen auszeichnet.

Bislang wurden im Bezug auf Substanzen, die im Falle einer Depression Einfluss auf die
neuronale Organisation nehmen, vor allem Glucocorticoide diskutiert. Hierbei untersuchten
verschiedene Gruppen vornehmlich Effekte, welche in Verbindung mit der Neurogenese aber auch
Apoptose von Neuronen standen. Hierbei unterschieden sich jedoch nicht nur die eigentlichen
Versuchskonzepte der Wissenschaftler, sondern vielmehr auch deren Ergebnisse vehement
voneinander. So zeichnen sich Glucocorticoide unter anderem durch ihre apoptotische Eigenschaften
auf Neuronen in in-vitro Zellkulturen aus, die sie offensichtlich anfalliger flr oxidativen Stress
machen. Besagte Effekte wurden im Rahmen der Forschung bisher spezifisch auf den GR
zuriickgefiihrt [254-256]. Vergleicht man diese Daten allerdings mit in-vivo gewonnenen Daten, so
scheinen Glucocorticoide tatsachlich essenziell fiir die Existenz von Neuronen innerhalb wichtiger
Areale des Gehirns, wie dem Gyrus dentatus, zu sein [257]. Wie konnte es zu diesen
widersprichlichen Aussagen kommen? Eine der Hauptproblematiken stellen hier die voneinander
abweichenden Konzentrationen in der Verwendung der entsprechenden Corticoide dar. Zudem
erweist sich zumeist die Wahl der Agonisten, aber auch Antagonisten bezlglich ihrer exklusiven
Selektivitdt gegenliber eines SHRs als besonders problematisch — und zwar insbesondere im Kontext
des Versuchs, Mechanismen des GRs wie auch des MRs zu entschliisseln. Diese beiden Rezeptoren
neigen aufgrund ihrer hohen Verwandtschaft, dazu, Liganden in dhnlich starker Weise zu binden, was
vor allem dann einen signifikanten Einfluss auf die Besetzung beider Rezeptoren bewirkt, wenn
besagte Steroide in hoher, unphysiologischer Konzentration eingesetzt werden [22]. So berichteten
beispielsweise Crochemore et al., dass GR-Agonisten eine Apoptose auslésen, wahrend MR-
Agonisten den durch die GR-Agonisten ausgeldsten Effekt zu blockieren vermégen. Anders verhalten
sich MR-Antagonisten, die eine durch Dexamethason induzierte Apoptose verstiarken [258].
Betrachtet man die Ergebnisse dieser Arbeit, so wird deutlich, dass sowohl die Wahl des Liganden als
auch die Konzentration, mit der er eingesetzt wird, maRgeblich den hervorgerufenen Effekt
mitbeeinflussen. Es ist daher fraglich, ob nicht-physiologische Konzentrationen eines Steroids und
dessen Effekt in in-vitro Zellkulturen auch relevant fir in-vivo Situationen sind.

Neben den bereits beschriebenen Befunden wurden GCs zusatzlich mit sowohl verminderter
als auch erhohter Neurogense im Hippocampus assoziiert [126, 127]. Gesichert scheint jedoch die
Brisanz von Corticosteroid-Rezeptoren bei Depressionen [13]. Hierbei muss auch der Umstand
beachtet werden, dass nicht nur endokrine Steroide einen Einfluss auf neuronale Strukturen
entfalten kénnen, sondern dass diese Verbindungsklasse auch massiven Einsatz als Antiphlogistika
findet und auch auf diese Weise gewichtige Prozesse in Gang setzen kann [259]. Bemerkenswert im

Bezug auf die Wirkung von Antidepressiva, die in der Regel Uber einen relativ langen Zeitraum
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angewendet werden missen, um ihre gewiinschten Effekte zu entfalten, sind hierbei Studien von
Pepin et al., die eine Verbindung zwischen Antidepressiva und der erhéhten Expression von GR
mRNA in primaren Neuronen herstellten [225].

Nachdem wir nunmehr aufzeigen konnten, dass Glucocorticoide, wie auch die SHR-
regulierenden FKBPs, das Differnzierungsverhalten von Neuronen beeinflussen, stellt sich in nachster
Konsequenz die Frage nach dem zugrunde liegenden Mechanismus. Dabei wird es sich aller
Wahrscheinlichkeit nach um GRE- oder aber MRE-kontrollierte Gene handeln, welche je nach
Aktivitat des Rezeptors unterschiedlich stark exprimiert werden und hierdurch modulativ auf die
Biologie neuronaler Zellen wirken. Einer der moglichen Kandidaten hierfiir ist BDNF. Das Protein
wurde bereits mehrfach mit der Pathophysiologie von Depressionen sowie der Wirkung von
Antidepressiva in Verbindung gebracht [226, 260]. Entsprechend wurde publiziert, dass sowohl Stress
als auch die Gabe von Glucocorticoiden direkten Einfluss auf die die mRNA- und Protein-Spiegel von
BDNF im Hippocampus nehmen [215, 216] und dass BDNF sowie dessen Rezeptor TrkB die
Entwicklung von Synapsen, deren Plastizitdt und die Ausbildung neurodegenerativer Erkrankungen
malgebend mitbestimmen [129]. Zusatzlich konnte bewiesen werden, dass Antidepressiva in der
Lage sind, die Expression von BDNF zu erhéhen [135]. Darliber hinaus zeigten Kino et al., dass sowohl
Dexamethason als auch Aldosteron zu einem BDNF-Anstieg in primdren Neuronen fiihren [141].
Uberaus brisant sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse von Boyd und Gordon, die feststellten,
dass BDNF neurotrophe Effekte auf die axonale Regeneration bewirkt und hierbei ein Wirkungsprofil
aufweist, welches dem in dieser Arbeit festgestellten Glockenkurvenverhalten von Steroiden und
unselektiven FKBP-Inhibitoren entspricht und somit in direkten Zusammenhang mit dem durch
Glucocorticoide vermittelten Mechanismus stehen kénnte [261]. SchlieRlich zeigten Jeanneteau et
al., dass sowohl die Manipulation des Glucocorticoidrezeptors als auch die ektopische Variation von
BDNF und TrkB direkte Effekte auf die CRH-Spiegel und somit Einfluss auf die HPA-Achse haben [227].
Dieselbe Gruppe bewies, dass Glucocorticoide selbst in der Lage sind, Trk-Rezeptoren zu modulieren,
wobei dieser Effekt intakte Glucocorticoidrezeptoren, also genomische Effekte von GCs, voraussetzt
[219]. Subsumierend sei daher an dieser Stelle betont, dass sowohl Variationen des BDNF-Gens als
auch Polymorphismen von FKBPS5 in Assoziation mit der Entwicklung von Depressionen stehen [262]
und somit potenzielle Kandidaten fiir die Behandlung dieser weit verbreiteten Krankheit darstellen.

Neben den Effekten von Corticoiden wurde bereits untersucht, ob die beteiligten
Steroidhormonrezeptoren selbst Grund fiir die Entwicklung von Depressionen sein kdnnten. Hier
wurde vor allem nach Polymorphismen des GRs geforscht, welche moglicherweise mitverursachend
fir das besagte Krankheitsbild sind. Es konnten bis dato jedoch keine Verbindungen zwischen der
Entwicklung einer Depression und funktionell fehlerhaften Rezeptoren identifiziert werden, sodass

zum Beispiel die bereits erwdhnte Glucocorticoid-Resistenz depressiver Patienten einen anderen
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Ursprung haben muss [39, 263]. Allerdings wurden Assoziationen zu einem der wichtigsten
Cochaperone steroidaler Rezeptoren, namlich FKBP51, im Rahmen des MARS-Projektes (munich-
antidepressant-response-signature) und anderer Studien gefunden [44, 264]. Weiter ist die
Erkenntnis gesichert, dass FKBP51 schon in der Kindheit eine wichtige Rolle im Bezug auf die
Entwicklung von Traumata spielt [265, 266]. Klengel et al. konnten beweisen, dass bestimmte
Polymorphismen des FKBP5-Gens in Kombination mit traumatischen Ereignissen und dadurch
ausgeldste epigenetische Anderungen dieses Gens in den frithen Entwicklungsjahren der Kindheit zur
spateren Genese psychischer Krankheiten beitragen kann. Diese Anderungen fithren zu einer
FKBP51-bedingten Glucocorticoid-Resistenz, welche als Ausléser der pathologischen Situation
aufgefihrt wird. Vergleicht man die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse Gber die moglichen
Effekte von FKBP51 auf das neuronale System mit diesen Ergebnissen, so wird wissenschaftlich
nachvollziehbar, dass ein auf neuronale Differenzierung wirkendes inhibitorisches Protein vor allem
auch dann pathogene Effekte verursacht, wenn es wahrend der entwicklungskritischen Phase der
Kindheit fehlerhaft exprimiert wird.

FKBP51 und FKBP52 stieRen bisher vor allem durch ihre Funktion als Co-Chaperone von
Steroidhormonrezeptoren und ihre damit verbundenen endokrinen Regulationsmdéglichkeiten auf
wissenschaftliches Interesse. Auch wurde FKBP51 mit verschiedensten psychischen Krankheiten in
Verbindung gebracht, jedoch ist bislang ungeklart, auf welchen biologischen Mechanismen diese
Relevanz beruht. So galt es zu Beginn dieser Arbeit herauszufinden, ob und welche Funktionen
FKBP51 im Bezug auf neuronale Systeme einnimmt. Zusatzlich sollte geklart werden, ob solche
Effekte durch das Einsetzen selektiver Inhibitoren aufgehoben werden kann. Hierfir wurde die
Morphologie von Neuronen und vor allem deren Responsivitdt auf FKBP51, seiner Antagonisten wie
auch auf Steroide studiert. Infolgedessen konnte nicht nur die herausgehobene Stellung von FKBP51
bestatigt werden, auch dessen Relevanz im Kontext psychischer Krankheiten wie Depressionen lieR
sich biologisch erklaren. Zudem zeigten Signalweg-Analysen auf, dass steroidale Effekte Einfluss auf
das Differenzierungsmuster von Neuronen nehmen und diese Effekte eng mit dem Regulator FKBP51
verbunden sind. Zuletzt wird die Wichtigkeit dieser Befunde dadurch verstarkt, dass die
beschriebenen Effekte durch eine FKBP51-selektive Inhibition aufgehoben werden kénnen. Somit
konnten wir im Rahmen dieser Arbeit erstmals Effekte, welche selektiv von FKBP51 vermittelt
wurden, direkt mit morphologischen Anderungen von Neuronen assoziieren. Dabei grenzten wir die
molekular-biologischen Mechanismen des Proteins weitestgehend — wenn auch nicht ausschliefRlich —
auf die direkte Interaktion mit Steroidhormonrezeptoren ein und kdnnen hierdurch nun ein
mogliches neues Wirkstoffziel fiir die Behandlung von Depressionen prasentieren. Dies soll jedoch
keinesfalls ausschlieRen, dass neben der Regulation von SHRs weitere Interaktionspartner von

FKBP51 eine Rolle in der Entwicklung von Neuronen spielen konnen. Zudem miissen in kiinftigen
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Untersuchungen zusatzliche genomische Effekte, die durch die Aktivierung dieser oder anderer
Transkriptionsfaktoren ausgeldst werden kdnnten, mit in die Forschung einbezogen werden. Die
vorliegende Arbeit legt nahe, dass eine selektive Inhibition von FKBP51 die Plastizitdt neuronaler
Strukturen erhéhen und somit diese neue Art der pharmakologischen Intervention auf eine vollig

neue Stufe heben konnte.
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