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Zusammenfassung 

I 

Zusammenfassung 
 

Zirkadiane Oszillationen biologischer Prozesse konnten bei allen bisher untersuchten licht-

sensitiven Organismen gefunden werden. Diese zirkadianen Rhythmen stellen nicht einfach 

eine direkte Antwort auf rhythmische Umweltveränderungen dar, sondern werden durch 

endogene biologische Uhren hervorgerufen. Das zirkadiane System ist eng an den zellulären 

Metabolismus peripherer Organe gebunden und befähigt Organismen dazu physiologische 

Prozesse an die jeweilige Tageszeit anzupassen. Beeinträchtigungen zirkadianer Regulati-

onsmechanismen können schwerwiegende Einflüsse auf diverse Schutzfunktionen von Zellen 

haben. Zu den wichtigsten Schutzfunktionen von Zellen gehört unter anderem die Antwort 

auf proteotoxischen Stress. Durch verschiedene physiologische und pathophysiologische 

Faktoren, wie erhöhte Temperatur, Schwermetalle, freie Radikale, Entzündungsfaktoren und 

oxidativer Stress, wird der Transkriptionsfaktor Hitzeschock-Faktor 1 (HSF1) aktiviert und 

schützt die Zellen von Organismen durch die Initiierung der Transkription von Hitzeschock-

Proteinen. Hitzeschock-Proteine gehören zu den molekularen Chaperonen, die für die Auf-

rechterhaltung der zellulären Homöostase essentiell notwendig sind. Studien geben Hinwei-

se darauf, dass die Hitzeschockantwort in enger Wechselwirkung mit der zirkadianen Uhr 

von Zellen steht. Über die genauen molekularen Regulationsmechanismen und den Einfluss 

von Hitzeschock-Proteinen auf die zirkadiane Uhr ist bisher jedoch nur wenig bekannt.  

Aus diesem Grund sollte im ersten Teil dieser Arbeit der Einfluss des molekularen Chaperons 

HSP90 auf die zirkadiane Uhr in Zellen von Säugetieren untersucht werden. HSP90 ist sowohl 

als Regulator des Hitzeschock-Transkriptionsfaktors HSF1 bekannt, als auch direkt von die-

sem reguliert. Es konnte bereits in einigen Studien mit der zirkadianen Uhr in Zusammen-

hang gebracht werden. Über seinen Einfluss auf die Regulation des zirkadianen Oszillators in 

Säugetieren war bis zu diesem Zeitpunkt jedoch nichts bekannt.  

Um den Einfluss von HSP90 auf die zirkadiane Uhr zu untersuchen, wurde die Aktivität von 

HSP90 in murinen Fibroblasten pharmakologisch inhibiert. Die Inhibition von HSP90 führte 

zu einer signifikanten Änderung von Phase und Amplitude der zirkadianen Oszillation. Diese 

Änderung schien zumindest teilweise auf einer Reduktion der Stabilität der Proteine BMAL1 

und CLOCK zu beruhen, die als Heterodimer die Expression der negativen Regulatoren in der 

zirkadianen Rückkopplungsschleife aktivieren. Die reduzierte Halbwertszeit der Proteine 

BMAL1 und CLOCK nach Inhibition von HSP90 resultierte in einer verringerten Expression 



Zusammenfassung 

II 

ihrer Zielgene. Durch siRNA (small interfering RNA)-Experimente wurde anschließend nach-

gewiesen, dass ausschließlich die zytoplasmatischen Isoformen von HSP90 (HSP90α und 

HSP90β) an der Stabilisierung des Proteins BMAL1 beteiligt sind. Unter Verwendung eines 

etablierten Mausmodells für Chronotoxizität konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der 

Aktivität von HSP90 auch im Tiermodell Einfluss auf Prozesse nimmt, die durch die zirkadiane 

Uhr reguliert werden. Zusammengefasst haben die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen 

nachgewiesen, dass HSP90 für die korrekte Funktion des zirkadianen Oszillators in Säugetie-

ren notwendig ist.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine transgene Maus hergestellt, die ein Fusionsprotein 

aus HSF1 und dem TAP (tandem affinity purification)-Tag konditional exprimiert und die Auf-

reinigung HSF1-enthaltender Proteinkomplexe aus Mausorganen ermöglicht. In proof of 

principle Experimenten mit transgenen HSF1-TAP exprimierenden Zelllinien wurde zunächst 

gezeigt, dass sich C-terminal TAP-gekoppeltes HSF1 hinsichtlich seiner Regulation und 

transkriptionellen Aktivität wie endogenes HSF1 verhält. Unter Stressbedingungen bildete 

HSF1-TAP Trimere, akkumulierte im Nukleus und aktivierte die Transkription seines Zielgens 

Hspa1b. Es war ebenfalls in der Lage mit bekannten Interaktionspartnern zu interagieren. 

Zusätzlich zu diesen Ergebnissen konnte noch eine Reihe neuer HSF1-Bindungspartner iden-

tifiziert werden. Auf der Grundlage dieser Befunde wurde eine transgene HSF1-TAP Knock-in 

Maus generiert. Erste Analysen haben gezeigt, dass HSF1-TAP endogenes HSF1 in Hsf1-/- 

Mäusen funktionell ersetzen kann, und dass HSF1 enthaltende Proteinkomplexe aus der 

transgenen Mauslinie gereinigt werden können. Die neue Mauslinie kann somit für zukünfti-

ge Analysen der zirkadianen Regulation von HSF1 und seiner Auswirkungen auf den moleku-

laren Oszillator verwendet werden. 
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Summary 
 

Circadian oscillations of biological processes are found in virtually all known light-sensitive 

organisms. These circadian rhythms represent not simply a direct response to rhythmic 

environmental changes but are caused by endogenous biological clocks. The circadian 

system is closely linked to the cellular metabolism of peripheral organs and enables 

organisms to adapt physiological processes to the respective time of day. Impairments of 

circadian regulatory mechanisms can result in deleterious effects on protective cellular 

mechanisms. One of the most important protective mechanisms of cells is the response to 

proteotoxic stress. Physiological and pathophysiological factors, such as increased 

temperature, heavy metals, free radicals, inflammatory factors and oxidative stress activate 

the transcription factor heat shock factor 1 (HSF1) which exerts its protective role by 

transcriptional activation of heat shock genes. Heat shock proteins belong to the family of 

molecular chaperones which are essential for the maintenance of cellular homeostasis. 

Previous studies provide evidence that the heat shock system interacts closely with the 

circadian oscillator. However, little is known about the precise molecular regulatory 

mechanisms and the influence of heat shock proteins on the circadian clock. 

In the first part of this work, the role of the molecular chaperone HSP90 in the mammalian 

circadian clock was examined. HSP90 is a regulator of the heat shock transcription factor 

HSF1, but it is also under direct transcriptional control of HSF1. Various studies in other 

model organisms provided evidence that HSP90 is connected to cellular circadian clocks. 

However, nothing is known about its influence on the circadian oscillator in mammals. In 

order to investigate the function of HSP90 in the mammalian circadian clock, HSP90 activity 

was at first inhibited pharmacologically. The inhibition of HSP90 in murine fibroblasts 

resulted in a significant phase delay and in an amplitude reduction of the circadian oscillator. 

This impairment seemed at least in part to be due to a reduced stability of the proteins 

BMAL1 and CLOCK, which activate the expression of genes of the negative arm of the 

circadian feedback loop. The reduced half-life of BMAL1 and CLOCK resulted in a decreased 

expression of their target genes. Furthermore, it could be shown in siRNA (small interfering 

RNA)-mediated knockdown studies that the cytoplasmic isoforms of HSP90 (HSP90α and 

HSP90β) are involved in the stabilization of BMAL1. By using an established mouse model of 

chronotoxicity it was demonstrated that inhibition of HSP90 also affects processes that are 
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regulated by the circadian clock in animals. In summary, this work has shown that the 

function of cytoplasmic HSP90 is required for the correct functioning of the circadian 

oscillator in mammals. 

In the second part of this thesis, a transgenic conditionally C-terminally TAP (tandem affinity 

purification)-tagged HSF1 expressing mouse was generated. In proof of principle 

experiments using stable transgenic cell lines expressing HSF1-TAP it was demonstrated that 

regulation and transcriptional activation potential of HSF1-TAP showed the same regulation 

and function as were comparable to endogenous HSF1. Under stress conditions HSF1-TAP 

was able to trimerize, to bind to known interaction partners, to translocate to the nucleus 

and to activate the transcription of its target gene Hspa1b. In addition to these findings 

several novel binding partners of HSF1 could be identified. Based on these results a 

transgenic conditionally HSF1-TAP expressing knock-in mouse was generated. First analyses 

showed that HSF1-TAP could functionally replace endogenous HSF1 in Hsf1-/- mice and that 

HSF1 containing protein complexes can be purified efficiently from the transgenic mice. Thus 

the new mouse line can be used for future analyses of the circadian regulation of HSF1 and 

its effects on the molecular oscillator in mammals. 
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1 Einleitung 
 

1.1 Die zirkadiane Uhr 
 

Die Rotation der Erde um ihre eigene Achse führt zu einem wiederkehrenden Tag/Nacht-

Zyklus, der auf die Physiologie der meisten Organismen Einfluss nimmt. Die Tageszeit-

abhängigen Rhythmen in Verhalten und Physiologie dieser Lebewesen sind jedoch nicht ein-

fach eine Reaktion auf zyklische Veränderungen ihrer Umgebung, sondern werden durch 

einen endogenen biologischen Mechanismus hervorgerufen. Dieser Mechanismus, auch zir-

kadiane Uhr (lateinisch circa „ungefähr“ und dies „Tag“) genannt, erlaubt Organismen Um-

weltveränderungen, die mit dem Tag/Nacht-Rhythmus assoziiert sind, zu antizipieren, sowie 

ihre physiologischen Prozesse und entsprechend ihr Verhalten anzupassen. Zirkadiane Uhren 

generieren Oszillationen mit einer Periodenlänge von ungefähr 24 Stunden. Diese Oszillatio-

nen sind genetisch determiniert und treten auch unter konstanten Umweltbedingungen mit 

einer ihnen eigenen Frequenz auf (free-running Rhythmen). Durch Lichteinfluss wird der zir-

kadiane Oszillator mit der geophysikalischen Zeit synchronisiert. Die Photoperiode ist der 

dominanteste äußere Stimulus (Zeitgeber) in allen bisher untersuchten Spezies für die Syn-

chronisierung der Phase des zirkadianen Oszillators an die Umgebung (Dibner et al., 2007).   

 

Die Ursprünge der Untersuchungen von biologischen Rhythmen reichen bis in das 18. Jahr-

hundert zurück. Der französische Wissenschaftler Jean Jacques d´Ortous de Mairan zeigte 

1729, dass die zyklische Blattbewegung von Mimosen nicht von externen Lichteinflüssen 

gesteuert wird, sondern sich auch in völliger Dunkelheit in einem 24-Stunden-Rhythmus 

über viele Tage fortsetzt (De Mairan, 1729). Ein Jahrzehnt später führte der Schweizer Bota-

niker Alphonse de Candolle weitere Untersuchungen über die Blattbewegungen von Mimo-

sen durch und stellte fest, dass die Bewegungsrhythmen der Blätter in konstanter Dunkelheit 

jeden Tag ein wenig früher stattfanden (de Candolle, A.P., 1832). Dies war der erste Beleg für 

free-running Rhythmen endogener zirkadianer Uhren. Auch Charles Darwin beobachtete, 

dass die tageszeitliche Bewegung von Blättern bei Pflanzen auf einen endogenen Mechanis-

mus zurückzuführen sei (Darwin, C., 1880).  
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Einer der Pioniere der modernen Chronobiologie war der deutsche Pflanzenphysiologe Erwin 

Bünning. Im Jahre 1928 begann er seine Untersuchung zum Thema der zirkadianen Rhythmik 

und konnte schon kurze Zeit später Hinweise erbringen, die auf eine endogene biologische 

Uhr für die Messung der Tageszeit in Organismen hindeuteten. In seinen Experimenten mit 

Pflanzen und Insekten zeigte er, dass diese sich, unabhängig von konstantem Licht oder 

Dunkelheit, entsprechend einer zirkadianen Rhythmik verhielten. In seinem Schlüsselexpe-

riment kreuzte er Bohnen unterschiedlicher Periodenlänge und konnte zeigen, dass die 

Nachkommen dieser Pflanzen intermediäre Periodenlängen aufwiesen. Dies erbrachte den 

ersten Beweis, dass zirkadiane Rhythmen im Erbgut festgelegt sein müssen (Bünning, 1932). 

Durch Untersuchungen an Insekten, Vögeln und Menschen definierten die Wissenschaftler 

Colin Pittendrigh und Jürgen Aschoff das einzigartige Konzept und die Schlüsselprinzipien 

von biologischen Uhren und trugen grundlegend zum Verständnis von zirkadianen Rhythmen 

bei (Aschoff, 1965; Pittendrigh, 1967). Zusammen mit Erwin Bünning gelten sie als Begründer 

der modernen chronobiologischen Wissenschaft. 1971 beschrieben Seymor Benzer und Ron 

Konopka die ersten zirkadianen Drosophila melanogaster Mutanten mit veränderter Perio-

denlänge. Die beobachteten Phänotypen konnten alle auf Mutationen in Allelen desselben 

Gens zurückgeführt werden, welches Benzer Period nannte (Konopka und Benzer, 1971). 

Durch neu entwickelte molekularbiologische Methoden war es in den letzten Jahrzehnten 

möglich weitere Gene in D. melanogaster zu identifizieren, die zur zirkadianen Rhythmik 

beitragen. Zu diesen Genen gehören Clock (clk), Cycle (cyc), Doubletime (dbt), Cryptochrome 

(cry) und Timeless (tim) (Myers et al., 1995; Rutila et al., 1998; Kloss et al., 1998). Durch ver-

schiedene Studien konnten zu diesen Genen Orthologe in Säugetieren gefunden werden 

(Sun et al., 1997; Albrecht et al., 1997; Tei et al., 1997; Zylka et al., 1998). Säugetiere besit-

zen die Cryptochrom-Gene Cry1 und Cry2, drei unterschiedliche Period-Gene, Per1, Per2 und 

Per3, sowie die Gene Clock (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) und Bmal1 (Muscle 

Arnt-like-1; oder auch MOP3 genannt; entspricht Cycle in D. melanogaster) (Hogenesch et 

al., 1998; Kume et al., 1999; Gekakis et al., 1998; Bunger et al., 2000). 

 

Die Kriterien, die ein biologischer Rhythmus erfüllen muss, um als zirkadian zu gelten, wur-

den unter anderem von den Wissenschaftlern Pittendrigh, Aschoff und Bünning postuliert 

(Johnson et al., 2003). Sie umfassen folgende Merkmale:  
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1) Die zirkadiane Rhythmik muss über viele Zyklen unter konstanten Temperaturen, 

konstantem Licht oder konstanter Dunkelheit mit einer Periodenlänge von ungefähr 

24 Stunden bestehen (free-running Rhythmen).  

2) Die Periodenlänge des zirkadianen Rhythmus bleibt unter verschiedenen Temperatu-

ren konstant. Sie ist also temperaturkompensiert.  

3) Der zirkadiane Rhythmus wird durch äußere Stimuli (Zeitgeber), wie Licht/Dunkel-

Zyklen, Temperaturzyklen oder andere Signale, mit der Umwelt synchronisiert 

(Entrainment).  
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Abbildung 1.1: Terminologie der Chronobiologie 
Weitere Erläuterungen siehe Text (nach Kuhlmann 
et. al., 2007) 

 
zirkadianen Uhr definiert das Zeitintervall, das der Oszillator benötigt, um einen vollständi-

gen Zyklus zu durchlaufen.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zu den Eigenschaften, die zur Beschreibung 

von Oszillationen zirkadianer Rhythmen ver-

wendet werden, gehören die Phase, Amplitu-

de und Periode (vgl. Abb. 1.1). Die Phase be-

zeichnet die zeitliche Lage eines Punktes auf 

der Oszillationskurve im Verhältnis zum Zeit-

geber. Eine Veränderung der Phase wird 

durch nach rechts oder links verschobene 

Hoch- und Tiefpunkte der Oszillationskurven 

deutlich. Als Amplitude einer Oszillation wird 

die maximale Auslenkung von der mittleren 

Oszillation verstanden. Die Periodenlänge der 
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1.1.1 Der Suprachiasmatische Nukleus – Hauptschrittmacher in Säugetieren 

 

Viele physiologische und biochemische Prozesse, sowie das Verhalten unterliegen in Säuge-

tieren zirkadianer Kontrolle. Zu diesen Prozessen gehören zum Beispiel der Schlaf/Wach-

Rhythmus, die Körpertemperatur oder die Melatoninsekretion (Deguchi, 1978; Takahashi et 

al., 1980; Nuesslein und Schmidt, 1990). Fast alle Zellen in Säugetierorganismen weisen au-

tarke, zellautonome zirkadiane Oszillatoren auf (Nagoshi et al., 2004). Dies wirft die Frage 

auf, wie Licht die Phasen-Kohärenz (oder auch Phasengleichheit) zwischen einzelnen Oszilla-

toren peripherer Organe in Organismen herstellen kann.  

Colin Pittendrigh entwickelte 1960 die Idee eines speziellen lichtsensitiven Oszillators, der als 

Hauptschrittmacher fungieren würde (Pittendrigh, 1960). Während in Pilzen und Pflanzen bis 

zu diesem Zeitpunkt kein übergeordneter Regulator zirkadianer Rhythmen identifiziert wer-

den konnte, konnte die Existenz eines Hauptschrittmachers der zirkadianen Uhr in Inver-

tebraten wie Gastropoden und Arthropoden nachgewiesen werden. In Mollusken konnte der 

primäre Schrittmacher in großen basalen Retina-Neuronen der Augen gefunden werden, 

während der Hauptschrittmacher in Insekten in Neuronen der optischen oder cerebralen 

Loben des Gehirns identifiziert wurde. Retinale und extraretinale Photorezeptoren liefern 

diesen Strukturen Lichtsignale für das Entrainment an lokale Umweltbedingungen (Jacklet 

und Colquhoun 1983; Helfrich-Forstser 1995; Blumenthal et al., 2001). 

Durch Läsionsexperimente im Gehirn von Ratten konnte 1972 eine paarige Struktur im Hy-

pothalamus oberhalb des Chiasma opticum identifiziert werden. Diese Struktur wurde als 

Suprachiasmatischer Nukleus (SCN) bezeichnet und schien eine wichtige Rolle in der 

Rhythmizität der Corticosteroidsekretion und der Bewegungsaktivität zu spielen (Moore und 

Eichler, 1972; Stephan und Zucker 1972). In Transplantationsexperimenten konnte gezeigt 

werden, dass SCN-Transplantate von Hamstern mit verkürzter Periodenlänge den zirkadia-

nen Rhythmus von Hamstern mit SCN-Läsionen wiederherstellen konnten. Transplantierte 

Tiere wiesen die gleiche verkürzte Periodenlänge auf wie die Spendertiere zuvor (Ralph et 

al., 1990). Ähnliche Experimente wurden mit genetisch arrhythmischen Mäusen durchge-

führt, bei denen SCN-Transplantate von Wildtyp-Mäusen zu einem regulären zirkadianen 

Rhythmus führten (Sujino et al., 2003). Diese Experimente demonstrierten eine markante 

Rolle des SCN in der zirkadianen Rhythmizität von Säugetieren. Die Kultivierung von SCN-

Neuronen in vitro zeigte, dass die elektrische Aktivität dieser Zellen ein zirkadianes Muster 
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aufwies. Diese zirkadiane Aktivität blieb auch über mehrere Wochen in in vitro Kulturen er-

halten (Inouye und Kawamura, 1979; Green und Gillette, 1982; Groos und Hendriks, 1982; 

Shibata et al., 1982; Bos und Mirmiran, 1990). Die metabolische Aktivität und Glukoseauf-

nahme sowie die Expression von zirkadianen Genen und Proteinen in SCN-Neuronen erwie-

sen sich außerdem als tageszeitabhängig (Schwartz und Gainer, 1977; Sun et al., 1997; Tei et 

al., 1997; Hastings et al., 1999). Dies illustrierte deutlich die zirkadiane Aktivität des SCN auf 

physiologischer und metabolischer Ebene.  

Anhand dieser und ähnlicher Experimente wurde der SCN als Hauptschrittmacher der zirka-

dianen Uhr in Säugetieren identifiziert. Die SCN-Neuronen erhalten Lichtsignale von der Re-

tina durch synaptische Transmissionen über Axone des Retinohypothalamischen Trakts. Die-

se elektrischen Informationen werden anschließend in chemische Signale umgewandelt und 

führen zu einer Änderung der zirkadianen Phase von SCN-Neuronen. Der SCN übermittelt 

daraufhin rhythmische Informationen an Zellen anderer Gehirnareale und an periphere Or-

gane. Diese Informationsweiterleitung wird über neuronale Verbindungen, endokrine Signa-

le, Körpertemperaturrhythmen oder indirekte Signale, wie Verhaltensrhythmen, an die peri-

pheren Organe weitergegeben. Aktivität/Ruhe-Zyklen oder rhythmische Nahrungsaufnahme 

agieren zum Beispiel als dominante Zeitgeber für periphere Organe wie Leber, Herz und Nie-

ren (Welsh et al., 2010).  

 

 

1.1.2 Zirkadiane Uhren in peripheren Organen 
 

Kurz nach der Entdeckung der ersten Uhrgene in Säugetieren wurde deutlich, dass zirkadiane 

Uhren nicht nur in den Neuronen des SCN vorhanden sind, sondern ebenfalls in fast allen 

peripheren Geweben des Körpers (Balsalobre et al., 1998; Yamazaki et al., 2000).  

Kultivierte Zellen und Explantate peripherer Gewebe von Leber, Herz, Lunge, Niere und wei-

teren Organen zeigten robuste zirkadiane Oszillationen in ihrer Genexpression (Yamamoto et 

al., 2004; Yoo et al., 2004; Yamazaki et al., 2009). Zirkadiane Oszillationen scheinen jedoch in 

unreifen und sich differenzierenden Zellen nicht ordnungsgemäß zu funktionieren oder feh-

len vollständig (Alvarez und Sehgal, 2005; Liu et al., 2007). Als deutliches Beispiel dienen 

embryonale Stammzellen, die keinerlei zirkadiane Rhythmen zu generieren scheinen (Yagita 

et al., 2010).  
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Ursprünglich wurde angenommen, dass nur die Oszillatoren in Neuronen des SCN autark 

funktionieren würden, während sich die Oszillationen peripherer Uhren nach einigen Zyklen 

abschwächen würden. Balsalobre et al. demonstrierten 1998, dass immortalisierte Rat-1 

Fibroblasten, eine Zelllinie, die zu diesem Zeitpunkt schon mehrere Jahrzehnte in Laborato-

rien Verwendung fand, robuste zirkadiane Oszillationen aufwiesen. Von diesem Zeitpunkt an 

wurde die Existenz zirkadianer Genexpression in einer Vielzahl von immortalisierten und 

primären Zelllinien detektiert. Einzelzell- und Biolumineszenzuntersuchungen von 

Fibroblasten zeigten, dass diese Zellen autarke, zellautonome Oszillatoren besitzen (Nagoshi 

et al., 2004, Welsh et al., 2004), jedoch unter normalen Kulturbedingungen desynchronisiert 

vorliegen. Yoo et al. konnten 2004 in Experimenten mit Lungen- und Leberexplantaten 

nachweisen, dass zirkadiane Uhren in diesen Geweben ohne Steuerung durch das SCN mehr 

als 20 Zyklen unter in vitro Kulturbedingungen generieren. Periphere Uhren weisen den glei-

chen molekularen Aufbau wie zirkadiane Uhren im SCN auf. Sowohl im SCN, als auch in Zel-

len peripherer Gewebe basiert der Rhythmen-generierende molekulare Kreislauf auf einer 

transkriptionellen/translationalen Rückkopplungsschleife (feedback loop), die identische 

molekulare Uhrkomponenten enthält (Yagita et al., 2001).  

Die Phasen einzelner peripherer Oszillatoren zeigen in SCN-defizienten Tieren allerdings gro-

ße Verschiebungen. Ein intakter SCN ist zum Beispiel für die Beibehaltung der Phasen-

Kohärenz zwischen Oszillatoren einzelner Hepatozyten der Leber nötig (Guo et al., 2006). 

Bereits diffusible Signale des SCN reichen für die Synchronisierung der Phasen in Leber und 

Niere aus (Guo et al., 2005). Der SCN kann aus diesen Gründen weiter als Hauptschrittma-

cher der zirkadianen Uhr betrachtet werden, während zirkadiane Uhren in peripheren Orga-

nen als untergeordnete Oszillatoren gelten.  

 

Wie bereits erwähnt, wird der SCN für die Generierung von Phasenkohärenz durch die Syn-

chronisierung der Zellen in allen peripheren Geweben benötigt. Diese Synchronisierung er-

folgt über eine Vielzahl verschiedener Wege. Hierunter fallen Nahrungsaufnahmerhythmen, 

die durch Ruhe/Aktivitäts-Zyklen entstehen und als dominante Zeitgeber für viele Gewebe 

dienen (Yamazaki et al., 2000). Es ist bekannt, dass eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren 

die Aufnahme von Nahrung oder Nahrungsmetaboliten in regulatorische Signale für die Ge-

nexpression umsetzen. Zu diesen Faktoren gehören zum Beispiel nukleäre Rezeptoren wie 

PPARα (Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor alpha), die in der Regulation von Kom-
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ponenten der zirkadianen Uhr eine Rolle spielen. PPARα ist ein Schlüsselregulator des zellu-

lären Lipidmetabolismus. Dieser Transkriptionsfaktor wird durch die Bindung verschiedener 

Liganden wie z.B. Fettsäuren aktiviert und initiiert unter Hungerzuständen die Ketogenese 

(Rakhshandehroo et al., 2010). Die Expression von Pparα unterliegt in Mausleber außerdem 

einer zirkadianen Rhythmik (Oishi et al., 2005) und ist wiederum in der transkriptionellen 

Regulation essentieller zirkadianer Gene wie Bmal1 involviert (Inoue et al., 2005; Canaple et 

al., 2006). 

Die Proteinkinase AMPK (AMP-aktivierte Proteinkinase) stellt eine weitere wichtige Kompo-

nente in der Verbindung zwischen zirkadianem und metabolischem Regulationsnetzwerk 

dar. Ein Abfall des zellulären Energiestatus geht immer mit einem Anstieg im AMP (Adeno-

sinmonophosphat):ATP (Adenosintriphosphat)-Verhältnis einher, was zu einer Aktivierung 

von AMPK führt. Unter metabolischem Stress initiiert AMPK katabolische Wege, die ATP ge-

nerieren und führt zu einer Inhibierung von Prozessen, die ATP verbrauchen (Hardie et al., 

2006). AMPK stellt somit einen Sensor des zellulären Engergiestatus dar und ist an der Wie-

derherstellung der Energiebalance beteiligt. Es nimmt außerdem direkten Einfluss auf die 

Regulation der zirkadianen Uhr, indem es das zentrale Uhrprotein CRY1 phosphoryliert (La-

mia et al., 2009), was zu einer Degradation dieses Proteins führt. Desweiteren phosphory-

liert AMPK die Proteinkinase CK1ε (Casein Kinase 1 epsilon), die wiederum an Phosphorylie-

rungsprozessen verschiedener Uhrproteine beteiligt ist (Um et al., 2007).  

Die Aktivierung von AMPK führt außerdem zu ansteigenden Levels von NAD+ (Nicotinamida-

denindinukleotid) (Canto et al., 2009). NAD+ ist ein Co-Faktor für über 300 Redoxreaktionen. 

Im Metabolismus spielen Redoxreaktionen eine wichtige Rolle in der Freisetzung von Energie 

aus Nährstoffen. Diese Energie wird während der Glykolyse und des Zitronensäurezyklus auf 

NAD+ durch Reduktion zu NADH übertragen (Belenky et al., 2007). In Leberzellen und Maus-

fibroblasten weisen NAD+ Level ein zirkadianes Oszillationsmuster auf, welches durch das 

Enzym NAMPT (Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase) hervorgerufen wird. NAMPT ist für 

die NAD+ Biosynthese verantwortlich und unterliegt einer direkten rhythmischen Regulation 

durch die zirkadiane Uhr (Nakahata et al., 2009; Ramsey et al., 2009). Die Aktivität verschie-

dener Enzyme, wie zum Beispiel Sirtuine, sind vom intrazellulären NAD+/NADH Verhältnis 

abhängig. Die Histondeacetylase Sirtuin 1 (SIRT1) stellt in Zellen einen Energiesensor dar, da 

seine Aktivität durch NAD+ an den Energiestatus von Zellen gekoppelt ist. Die Oszillation von 

NAD+ führt zu einer zyklischen Aktivierung von SIRT1. SIRT1 ist jedoch nicht nur in die Deace-
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tylierung von Histonen involviert, sondern deacetyliert ebenfalls die Uhrproteine BMAL1 und 

PER2, was zu einer verringerten Stabilität dieser Proteine führt (Asher et al., 2008; Nakahata 

et al., 2008). SIRT1 stellt somit eine wichtige Verbindung zwischen zirkadianem und metabo-

lischem Transkriptionsnetzwerk dar.  

Ebenso spielen Körpertemperaturrhythmen, die direkt durch den SCN oder durch Aktivitäts-

zyklen gesteuert werden, eine wichtige Rolle für die Koordinierung peripherer Uhren (Liu et 

al., 1998; Rensing und Ruoff, 2002; Glaser und Stanewsky, 2005; Lahiri et al., 2005; Yoshida 

et al., 2009). Temperaturrhythmen, die zirkadiane Schwankungen der Körperkerntemperatur 

simulieren, können in vitro eine zirkadiane Rhythmik in Zellen peripherer Gewebe induzieren 

und zum Entrainment der zirkadianen Uhr in der Leber von Mäusen führen (Brown et al., 

2002). Es wird vermutet, dass der Einfluss von Temperatur auf periphere Oszillatoren unter 

anderem über den Transkriptionsfaktor Hitzeschock-Faktor 1 (HSF1) vermittelt wird (Reinke 

et al., 2008; Saini et al., 2012).  

Der SCN bedient sich außerdem humoraler oder neuronaler Signale, um die Phasen periphe-

rer Uhren zu synchronisieren (Vujovic et al., 2008; Cailotto et al., 2009). Glucocorticoid-

Hormonlevel von Nagern und Menschen weisen im Blut robuste zirkadiane Rhythmen auf 

(Oster et al., 2006). Rezeptoren für diese Hormone werden in nahezu allen Zelltypen expri-

miert, interessanterweise mit Ausnahme der Neuronen des SCN. Glucocorticoidrezeptor-

Agonisten, wie zum Beispiel Dexamethason, können als starker Zeitgeber für periphere Ge-

webe in vivo und in vitro fungieren (Balsalobre et al., 2000). 

 

Eine Vielzahl wichtiger physiologischer Funktionen in peripheren Organen steht unter zirka-

dianer Kontrolle. Zu diesen Funktionen gehören zum Beispiel Detoxifikationsmechanismen in 

Leber und Nieren (Gachon et al., 2006), Kohlenhydrat- und Lipid-Metabolismus in Leber, 

Muskeln und Fettgewebe (Lamia et al., 2008; Le Martelot et al., 2009), Urinproduktion, so-

wie Blutdruck und Herzschlagrate (Gachon et al., 2004). Damit diese Prozesse reibungslos 

ablaufen können, ist die Synchronisierung der zirkadianen Uhr mit dem zellulären Stoffwech-

sel von großer Bedeutung (Green et al., 2008). Detoxifikation und Metabolismus werden von 

der zirkadianen Uhr gesteuert, welche jedoch wiederum von metabolischen Parametern 

beeinflusst wird. Gemäß der momentan vorherrschenden Meinung führt diese gegenseitige 

Steuerung zu einer individuellen Anpassung der einzelnen Organe an wechselnde Umwelt-

bedingungen. Die Steuerung peripherer Uhren durch metabolische Signale bewirkt aber 
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auch, dass unter speziellen Umständen verschiedene Zeitgebersignale in Konflikt miteinan-

der geraten können. Eine besondere Rolle spielen hierbei Nahrungsaufnahmerhythmen, die 

dominante Zeitgeber für periphere Uhren darstellen. Die zirkadiane Uhr der Leber kann 

durch antizyklische Nahrungsaufnahme sogar vollständig von der zentralen Uhr im SCN ent-

koppelt werden (Damiola et al., 2000). Diese Entkopplung bietet den Vorteil, dass zum Bei-

spiel Detoxifikationsprozesse nicht zu Zeitpunkten stattfinden, die der vom SCN vermittelte 

Licht-Dunkel-Rhyhtmus vorgibt, sondern in der Zeitspanne nach der Nahrungsaufnahme, in 

der sie tatsächlich benötigt werden.  

 

 

1.1.3 Der molekulare Mechanismus der zirkadianen Uhr 

 

Zirkadiane Uhren existieren in einer Vielzahl von Organismen wie Cyanobakterien, Pilzen, 

Pflanzen, Insekten und Säugetieren. Der grundlegende molekulare Mechanismus in all die-

sen Organismen basiert auf der Interaktion positiv und negativ regulierter Gene, die durch 

Rückkopplungsschleifen funktionell miteinander verbunden sind (Brown et al., 2012). Die 

Zusammensetzung der Komponenten dieser Rückkopplungsschleifen ist in den einzelnen 

Organismen jedoch sehr unterschiedlich. Während in Cyanobakterien lediglich eine 

posttranslationale Rückkopplungsschleife durch Expression der drei Gene kaiA, kaiB und kaiC 

gebildet wird (Golden und Canales, 2003; Johnson, 2004), ist der molekulare Mechanismus 

der zirkadianen Uhr in Eukaryoten wesentlich komplexer. In Drosophila wird eine transkrip-

tionelle/translationale Rückkopplungsschleife durch die positiv und negativ regulierte Ex-

pression der Gene Period (per), Timeless (tim), Clock (clk) und Cycle (cyc) gebildet (Hardin, 

2005), die dem zirkadianen Oszillator in Säugetieren bereits recht ähnlich ist. 

 

In Säugetieren sind die bHLH-PAS Proteine (basic helix-loop-helix; Per-Arnt-Single-minded) 

CLOCK und BMAL1 die prinzipiellen Transkriptionsaktivatoren im positiv regulierenden Arm 

der Rückkopplungsschleife (Gekakis et al., 1998; Bunger et al., 2000). CLOCK und BMAL1 bil-

den ein Heterodimer, das durch die Bindung spezifischer DNA-Elemente, E-Boxen mit der 

Konsensussequenz 5´-CACGTG-3´ und E´-Boxen mit der Sequenz 5´-CACGTT-3´, in den Pro-

motoren von Zielgenen bindet (Yoo et al., 2005; Ohno et al., 2007). Diese Bindung führt zur 

Initiation der Transkription der Period- (Per1, Per2, Per3) und Cryptochrom-Gene (Cry1, 
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Cry2), die den negativ regulierenden Arm des feedback loops bilden. PER- und CRY-Proteine 

werden anschließend im Zytoplasma der Zellen translatiert und lagern sich zu Heterodime-

ren zusammen (Hogenesch et al., 1998; Kume et al., 1999; vgl. Abb. 1.2). Diese Heterodime-

re werden in den Zellkern transportiert und inhibieren dort die transkriptionelle Aktivität von 

BMAL1/CLOCK durch direkte Bindung an die Heterodimere (Sangoram et al., 1998; Field et 

al., 2000; Sato et al., 2006). Bei diesem Prozess spielen im Besonderen Cryptochrome eine 

wichtige Rolle, da sie als potente Repressoren der BMAL1/CLOCK-Aktivität fungieren (Tama-

nini et al., 2007). Durch die Inhibition von BMAL1/CLOCK hemmen PER- und CRY-Proteine 

ihre eigene Transkription. Die Degradation der inhibierenden PER- und CRY-Proteine ist für 

die Beendung der Repressionsphase erforderlich, wodurch ein neuer Transkriptionszyklus 

gestartet werden kann.  

 

Die BMAL1/CLOCK-Heterodimere aktivieren ebenfalls die Transkription einer zweiten Rück-

kopplungsschleife durch Bindung an E-Boxen in den Promotoren der nukleären Rezeptorge-

ne Rev-Erbα/β (Nuclear Receptor Subfamily 1 Group D Member 1/2, oder auch Nr1d1/2) und 

Rorα/β (RAR-Related Orphan Receptor A/B) (Preitner et al., 2002; Sato et al., 2004; Guillau-

mond et al., 2005). REV-ERB- und ROR-Proteine konkurrieren dann um die Bindung an ROR-

Elemente (Retinoic acid-related Orphan receptor Response Element), die sich in der Promo-

torregion von Bmal1 befinden. Während ROR-Proteine die Transkription von Bmal1 aktivie-

ren, wirken REV-ERB-Proteine inhibierend auf diese (Preitner et al., 2002; Guillaumond et al., 

2005; vgl. Abb. 1.2). Durch die Repression des eigenen Aktivators hemmen REV-ERB-Proteine 

somit indirekt die Transkription ihrer eigenen Gene. Die PER/CRY-vermittelte Inhibition der 

aktivierenden BMAL1/CLOCK-Komplexe hemmt ebenfalls die Transkription der Gene Rev-

Erbα/β, wodurch es durch Degradation und fehlende Neusynthese von REV-ERB-Proteinen 

zu einer Reduktion der Hemmung von Bmal1 kommt. Man nennt diesen Mechanismus, der 

effektiv die transkriptionelle Regulation der positiven und negativen Rückkopplungssschlei-

fen verbindet, auch die stabilisierende Rückkopplungsschleife. 
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Abbildung 1.2: Molekularer Mechanismus der zirkadianen Uhr in Säugetieren 
Der Mechanismus der zirkadianen Uhr beruht auf positiv und negativ regulierten transkriptionel-
len/translationalen Rückkopplungsschleifen, die zelluläre Oszillationen mit einer Periodenlänge von 24 Stunden 
generieren. Die Proteine BMAL1 und CLOCK bzw. NPAS2 lagern sich zu Heterodimeren zusammen und aktivie-
ren die Transkription von Per-, Cry-, Ror- und Rev-Erb-Genen. PER- und CRY-Proteine werden durch CK1ε und 
CK1δ phosphoryliert und hemmen durch Inhibition des BMAL1/CLOCK-Heterodimers sowohl ihre eigene 
Transkription, als auch die der Ror- und Rev-Erb-Gene. Während ROR-Proteine aktivierend auf die Transkription 
von Bmal1 wirken, hemmen REV-ERBs diese. Dadurch entstehen zwei ineinander greifende Rückkopplungs-
schleifen, die außerdem zur Aktivierung einer Vielzahl weiterer Gene führen und zirkadiane Rhythmen im ge-
samten Organismus hervorrufen (Green et al., 2008).  

 

 

Ein weiteres wichtiges Protein für die Regulation der zirkadianen Uhr ist das neuronale PAS-

Domänen Protein 2 (NPAS2). Es weist eine ähnliche Aktivität wie CLOCK auf, unterscheidet 

sich aber im gewebespezifischen Expressionsmuster. NPAS2 wurde zunächst im Vorderhirn 

von Säugetieren gefunden und ist für die Verarbeitung sensorischer Signale nötig. Es konnte 

jedoch auch in einigen peripheren Geweben nachgewiesen werden. Wie CLOCK ist es in der 

Lage mit BMAL1 zu dimerisieren, an E-Box-Sequenzen zu binden und die Expression zirkadia-

ner Gene zu aktivieren. Npas2-defiziente Mäuse weisen robuste zirkadiane Aktivitätsrhyth-

men auf. Ähnlich wie in Clock knock-out Mäusen zeigen Npas2-/- Mäuse eine leicht verkürzte 

zirkadiane Periode. Dieser zirkadiane Phänotyp ist möglicherweise auf eine unterbrochene 

Kommunikation zwischen Vorderhirn und SCN zurückzuführen (Reick et al., 2001; DeBruyne 

et al., 2007).  
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Die rhythmische Expression der beschriebenen Gene führt nicht nur zur Ausbildung der zir-

kadianen Rückkopplungsschleife, sondern nimmt Einfluss auf die transkriptionelle Aktivie-

rung einer Vielzahl von Genen. BMAL1/CLOLCK binden rhythmisch an E-Boxen in den Promo-

toren so genannter clock output genes, zu denen zum Beispiel Dbp (Albumin D-binding prote-

in), Tef (Thyrotroph Embryonic Factor) und Hlf (Hepatocyte Leukemia Factor) gehören (Ga-

chon et al., 2006). Die exprimierten Proteine dieser Gene sind nicht direkt an der Generie-

rung der zirkadianen Rückkopplungsschleife beteiligt, sondern aktivieren die Expression von 

clock-controlled genes über die Bindung an D-Boxen in ihren Promotoren (Ueda et al., 2005; 

Bozek et al 2009). Die Expression dieser Gene führt zur Generierung rhythmischer biologi-

scher Prozesse. 

 

 

1.1.3.1 Regulation des zirkadianen Oszillators durch posttranslationale Modifi-
kationen 

 

Die hier beschriebenen autoregulatorischen Rückkopplungsschleifen benötigen ungefähr 24 

Stunden, um einen vollständigen Zyklus zu durchlaufen. Ein rein transkriptionell regulierter 

feedback loop würde allerdings in einer sehr viel kürzeren Periodenlänge resultieren. Aus 

diesem Grund beinhalten zirkadiane Oszillatoren sogenannte retardierende Elemente, wie 

posttranslationale Modifikationen durch Phosphorylierung, Acetylierung, Sumoylierung und 

Ubiquitinierung.  

Die Enzyme CK1δ (Casein Kinase 1 delta) und CK1ε sind für die Phosphorylierung zirkadianer 

Uhrproteine erforderlich. Die Funktion von CK1ε in der Regulation der zirkadianen Uhr wur-

de erstmals durch die Untersuchung eines Hamsters mit ungewöhnlich kurzer free-running 

Periodenlänge (ca. 20 Stunden) identifiziert (Ralph und Menaker, 1988). Diese verkürzte Pe-

riodenlänge wurde durch eine Mutation von CK1ε hervorgerufen. CK1ε ist unter anderem für 

die Phosphorylierung der PER-Proteine erforderlich (Lowrey et al., 2000). PER-Proteine kön-

nen außerdem durch CK1δ phosphoryliert werden. Die Phosphorylierungen durch CK1δ und 

CK1ε sind sowohl für die nukleäre Lokalisation der PER/CRY-Heterodimere nötig, als auch für 

eine spätere Ubiquitinierung, die zu einem proteasomalen Abbau dieser Proteine führt (Eide 

et al., 2005; Shirogane et al., 2005; Vanselow et al., 2006). Die Stabilität/Degradations-Rate 

der PER- und CRY-Proteine ist ein Schlüsselfaktor für die Regulation der Periodenlänge der 
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zirkadianen Uhr (Chen et al., 2009). CK1ε wird außerdem für die Phosphorylierung von CRY-

Proteinen benötigt (Eide et al., 2002). CRY1 wird zusätzlich durch die Kinase AMPK1 (5'-AMP-

activated protein kinase catalytic subunit alpha-1) phosphoryliert (Lamia et al., 2009), wäh-

rend Phosphorylierung von CRY2 durch die Kinasen DYRK1A (Dual specificity tyrosine-

phosphorylation-regulated kinase 1A) und GSK-3 (Glycogen synthase kinase 3) vermittelt 

wird. In einigen Fällen führt das Phophorylierungssignal zum Proteinabbau. FBXL3 (F-

box/LRR-repeat protein 3) beispielsweise ist an der phosphorylierungsabhängigen Ubiquiti-

nierung von CRY-Proteinen beteiligt (Siepka et al., 2007; Godinho et al., 2007). 

Es wurden ebenso zahlreiche regulatorische Mechanismen beschrieben, die die zellulären 

Mengen von BMAL1 und CLOCK beeinflussen. BMAL1 und CLOCK können durch die Kinase 

GSK-3 phsophoryliert werden. Die Phosphorylierung von CLOCK ist außerdem vom Phospho-

rylierungsstatus von BMAL1 abhängig (Spengler et al., 2009). BMAL1 wird, ebenso wie PER- 

und CRY-Proteine, durch die Kinase CK1ε phosphoryliert (Eide et al., 2002). Auch die Mito-

gen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) ist an der Phosphorylierung von BMAL1 beteiligt. Es 

wird vermutet, dass diese Modifikationen sowohl für die Translokation des Heterodimers in 

den Nukleus, als auch für seine Transaktivierungsaktivität notwendig sind (Sanada et al., 

2002). Die Phosphorylierung von BMAL1 durch die Kinase GSK-3 führt außerdem zu Ubiqui-

tin-vermittelter proteasomaler Degradation von BMAL1, was in einer signifikanten Änderung 

der Amplitude der zirkadianen Genexpression resultiert (Sahar et al., 2010).  

Sowohl BMAL1 als auch CLOCK werden im Tagesverlauf rhythmisch durch N-

Acetylglucosamin kovalent modifiziert, was zur Inhibition der Ubiquitinierung und der darauf 

folgenden Degradation führt (Ma et al., 2013).  

Eine weitere wichtige posttranslationale Modifikation von BMAL1 ist die Sumoylierung, wel-

che vom BMAL1-Interaktionspartner CLOCK abhängig ist. Wird BMAL1 sumoyliert, verstärkt 

dies die transkriptionelle Aktivität des BMAL1/CLOCK-Heterodimers (Lee et al., 2008). Diese 

Modifikation führt jedoch ebenfalls zur Ubiquitinierung von BMAL1 und einer darauf folgen-

den proteasomalen Degradation (Cardone et al., 2005).  

CLOCK besitzt außerdem eine intrinsische Histon-Acetyltransferase-Aktivität. Diese enzyma-

tische Funktion führt zu Chromatin-Remodeling und ist für die Transaktivierung von 

BMAL1/CLOCK-Zielgenen nötig (Doi et al., 2006). CLOCK ist zusätzlich in der Lage seinen di-

rekten Interaktionspartner BMAL1 zu acetylieren. Diese Acetylierung folgt in Mausleber ei-

nem zirkadianen Muster und ist für die Interaktion des Heterodimers BMAL1/CLOCK mit 
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CRY1 notwendig (Hirayama et al., 2007). Während CLOCK für die Acetylierung von BMAL1 

eine wichtige Rolle spielt, ist die Histondeacetylase SIRT1, welche selbst unter zirkadianer 

Kontrolle steht, an der Deacetylierung von BMAL1 beteiligt.  

 

Für die präzise Steuerung der zirkadianen Uhr spielen jedoch nicht nur posttranslationale 

Modifikationen eine wichtige Rolle, sondern ebenfalls die regulierte Translokation zwischen 

Zytoplasma und Nukleus. Es wird vermutet, dass BMAL1 die zirkadiane Translokation von 

CLOCK in den Nukleus herbeiführt (Kondratov et al., 2003), da CLOCK keine eigene nukleäre 

Lokalisationssequenz besitzt (Kwon et al., 2006). Im Gegensatz zu BMAL1 folgt außerdem die 

mRNA- und Proteinsynthese von CLOCK keinem rhythmischen Muster (Oishi et al., 1998; Yu 

et al., 2006). Eine BMAL1-vermittelte Translokation von CLOCK könnte einen zusätzlichen 

Mechanismus für die Regulation des zirkadianen Rhythmus darstellen, da es dadurch zu ei-

ner periodischen Verfügbarkeit des heterodimeren Transaktivierungskomplexes aus BMAL1 

und CLOCK kommt.  

Studien demonstrierten den scheinbar paradoxen Befund, dass BMAL1-Proteinlevel ihren 

Tiefpunkt erreichen, wenn BMAL1 seine stärkste transkriptionelle Aktivität aufweist (Tamaru 

et al., 2000; Lee et al., 2001; Torres-Farfan et al., 2006). Die Transaktivierung durch 

BMAL1/CLOCK scheint somit eng an Degradationsprozesse gekoppelt zu sein. Dieses Szena-

rio entspricht dem so genannten „black widow model“, in dem postuliert wird, dass instabile 

Transkriptionsfaktoren Transaktivierungsdomänen aufweisen, die funktionell mit ihren De-

gradationssignalen überlappen (Muratani und Tansey, 2003). Die Transkription ihrer Zielge-

ne wird somit durch das Ubiquitin-Proteasomen-System kontrolliert. Diese schnelle und kon-

trollierte Degradation des Heterodimers BMAL1/CLOCK erlaubt eine enge Kontrolle der Peri-

odizität des zirkadianen Rhythmus.  

 

 

1.1.3.2 Nicht-transkriptionelle Rhythmen 

 

Einige spezifische Beispiele zeigen, dass zirkadiane Rhythmen existieren, die nicht auf einem 

transkriptionellen/translationalen feedback loop basieren. In in vitro Experimenten konnte 

nachgewiesen werden, dass das Protein KaiC aus dem Cyanobakterium S. elongatus eine 

zirkadiane Phosphorylierung aufweist, wenn die Proteine KaiA, KaiB und KaiC zusammen mit 



Einleitung 

15 

ATP isoliert in einem Reaktionsröhrchen vorliegen (Nakajima et al., 2005). Es konnten außer-

dem zirkadiane Rhythmen identifiziert werden, die unabhängig von der Transkription in di-

versen Organismen, wie Algen und Menschen, auftreten. In der Alge Ostreococcus tauri 

stoppt die Transkription in der Abwesenheit von Licht. Der 24-stündige Oxidationszyklus der 

antioxidanten Peroxiredoxin-Proteine bleibt jedoch auch unter konstanter Dunkelheit erhal-

ten (O´Neill et al., 2011a). In humanen kernlosen Erythrozyten konnte dieser zirkadiane Oxi-

dationszyklus von Peroxiredoxinen ebenfalls detektiert werden (O´Neill et al., 2011b). Diese 

transkriptionsunabhängigen Oszillationen zeigten Temperaturkompensation und waren 

durch Temperaturzyklen synchronisierbar. In Zellen, die einen Zellkern enthalten, beeinflusst 

die transkriptionell regulierte zirkadiane Uhr jedoch die zytoplasmatische Peroxiredoxin-Uhr 

(O´Neill et al., 2011b). Die Oszillation der Peroxiredoxin-Oxidation liegt hoch konserviert in 

allen bisher untersuchten Organismen vor (Edgar et al., 2012). Es ist daher wahrscheinlich, 

dass noch weitere molekulare Rhythmen existieren, die unabhängig vom transkriptionell 

regulierten Oszillator funktionieren.  
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1.2 Die Hitzeschockantwort 
 

Im Jahre 1962 entdeckte der italienische Wissenschaftler Ferruccio Ritossa erstmals Tempe-

ratur-induzierte Aufblähungen, die so genannten „Puffs“, in den polytenen Riesenchromo-

somen der Larven der Taufliege D. melanogaster (Ritossa, 1962). Ein Jahrzehnt später konn-

ten diese „Puffs“ mit der Aktivierung der Gene korreliert werden, die für Hitzeschock-

Proteine (HSPs) kodieren, welche als molekulare Chaperone fungieren (Lindquist, 1986). Die 

Hitzeschockantwort ist ein Mechanismus, der in allen Organismen, von der Hefe bis zum 

Menschen, hoch konserviert vorliegt. Proteotoxische Stresssignale wie Hitze, oxidativer 

Stress, Schwermetalle, Toxine und bakterielle oder virale Infektionen führen dazu, dass die 

Hitzeschockantwort induziert wird. Die Konservierung dieses Systems zwischen verschiede-

nen Eukaryoten legt nahe, dass die Hitzeschockantwort für das Überleben dieser Organis-

men essentiell ist (Åkerfelt et al., 2010). 

Die Hitzeschockantwort wird auf transkriptioneller Ebene durch cis-regulatorische Sequen-

zen, die so genannten Hitzeschock-Elemente (HSEs), vermittelt. Diese Elemente liegen in den 

Promotoren von Hitzeschock-Proteinen, sind hoch konserviert und bestehen aus invertierten 

Wiederholungen der pentamerischen Sequenz nGAAn (Pelham, 1982). Durch DNA-Protein-

Interaktionsstudien an isolierten Zellkernen von D. melanogaster Zellen konnten erstmals 

Hinweise für einen spezifischen transkriptionellen Regulator der Hitzeschockantwort, einen 

Hitzeschock-Transkriptionsfaktor, gefunden werden (Wu, 1984; Parker und Topol, 1984). 

Anders als bei Invertebraten, werden in Pflanzen- und Vertebraten-Zellen verschiedene Hit-

zeschock-Faktoren exprimiert (Wu, 1995; Nover et al., 2001; Åkerfelt et al., 2007).  

Die Familie der Hitzeschock-Faktoren in Säugetieren umfasst 4 Mitglieder: HSF1, HSF2, HSF3 

und HSF4. Diese einzelnen Hitzeschock-Faktoren weisen sowohl unterschiedliche, als auch 

sich überlappende Funktionen auf, werden gewebespezifisch exprimiert, posttranslational 

modifiziert und interagieren mit verschiedenen Proteinpartnern (Åkerfelt et al., 2007; An-

ckar und Sistonen, 2007; Fujimoto et al., 2010). Sowohl posttranslationale Modifikationen, 

als auch das Zusammenspiel und die funktionelle Interaktion verschiedener Hitzeschock-

Faktoren regulieren spezifisch die Hitzeschockantwort in Säugetierzellen. Die Identifikation 

neuer Zielgene und physiologischer Funktionen zeigte, dass HSFs nicht nur die Hauptrolle in 

der Antwort auf Hitzeschock in Zellen spielen, sondern ebenfalls wichtige Rollen in verschie-

denen Funktionen von Zellen und Geweben übernehmen. Deletionsexperimente von HSF-



Einleitung 

17 

Genen in D. melanogaster wiesen nach, dass Hitzeschock-Faktoren essentiell für die Entwick-

lung der Taufliegen-Larven sind (Jedlicka et al., 1997). HSF1, HSF2 und HSF4 werden außer-

dem für Wachstum, Lebensdauer, Gehirnentwicklung, Augenfunktion, Fertilität und Sperma-

togenese in Säugetieren benötigt (Christians et al., 2000; Zhang et al., 2002; Santos et al., 

2004; Mendell, 2008). Verschiedene HSFs scheinen zusätzlich eine Rolle in humanen Krank-

heiten und Alterungsprozessen spielen (Calderwood et al., 2009). In neurodegenerativen 

Erkrankungen wie Huntington und Parkinson wird die Stress-Antwort nur unvollständig indu-

ziert, was zu einer Akkumulation fehlgefalteter Proteine führt (Prahlad und Morimoto, 

2009). Erhöhte Mengen an HSF1 konnten außerdem in verschiedenen Formen humaner Kar-

zinome, wie zum Beispiel Brust- oder Prostatakrebs nachgewiesen werden (Tang et al., 2005; 

Khaleque et al., 2008). 

 

 

1.2.1 Hitzeschock-Faktor 1 – Hauptregulator der Hitzeschockantwort  
 

Aufgrund seiner essentiellen und evolutionär konservierten Funktion in der zellulären Ant-

wort auf Hitzestress ist der Transkriptionsfaktor HSF1 das am besten charakterisierte Mit-

glied der HSF-Familie. HSF1 ist in vielen Geweben und Zelltypen konstitutiv exprimiert und 

wird hauptsächlich durch posttranslationale Modifikationen reguliert (Wu, 1995). In der Ab-

wesenheit von Stressfaktoren liegt HSF1 in einer inaktiven monomeren Form im Zytoplasma 

und Zellkern vor. Unter proteinschädigenden Stressbedingungen wird HSF1 aktiviert und 

initiiert die Transkription von Hitzeschock-Proteinen (Zou et al., 1998; Anckar und Sistonen, 

2007). Nach Abnahme der Stresssignale wird die transkriptionelle Aktivität von HSF1 abge-

schwächt und es kehrt in seinem monomeren Zustand zurück (Zou et al., 1998; Anckar und 

Sistonen, 2011). 
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1.2.1.1 Funktionelle Domänen von HSF1 

 

Hitzeschock-Faktor 1 besitzt wie andere Transkriptionsfaktoren auch unterschiedliche funk-

tionelle Domänen (vgl. Abb. 1.3). Die DNA-bindende Domäne (DBD) ist eine der evolutionär 

am besten konservierten Strukturen und gehört zu der Familie der winged Helix-turn-Helix-

DBD (Damberger et al., 1994; Harrison et al., 1994; Vuister et al., 1994). Die DBD kann Bin-

dungen zu anderen Faktoren vermitteln, die für die Transaktivierung von HSF1 nötig sind 

(Bulman et al., 2001). Die Trimerisierung von HSF1 wird durch die Heptad-Repeats HR-A und 

HR-B vermittelt. Die spontane Trimerisierung von HSF1-Molekülen wird durch das Heptad-

Repeat HR-C supprimiert (Chen et al., 1993; Rabindran et al., 1993; Nakai et al., 1997). Am 

äußeren Ende des Carboxyl-Terminus liegt die Transaktivierungsdomäne von HSF1, welche 

aus zwei Einheiten gebildet wird – AD1 und AD2. Diese Domäne ist reich an hydrophoben 

und sauren Resten, die zusammen eine schnelle und lang anhaltende Antwort auf Stresssig-

nale gewährleisten (Green et al., 1995; Newton et al., 1996). 

 

 

 

 

Abbildung 1.3: Überblick über die funktionellen Domänen und posttranslationalen Modifikationen von HSF1 
Die DNA-bindende Domäne (DBD), Heptad-Repeats A, B und C (HR-A, HR-B, HR-C), die regulatorische Domäne 
(RD) und die Aktivierungsdomänen 1 und 2 (AD1, AD2) sind hier aufgezeigt. Einige der identifizierten Positionen 
für Acetylierung (A), Phosphorylierung (P) und Sumoylierung (S), sowie die für das Phosphorylierungs-
abhängige Sumoylierungsmotif (PDSM) wurden kenntlich gemacht (Akerfelt et al., 2010). 
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1.2.1.2 Aktivierungsmechanismen von HSF1 

 

Für die Aktivierung und den thermosensorischen Mechanismus von HSF1 wurden verschie-

dene Modelle postuliert. Die genauen Prozesse, die zur Aktivierung von HSF1 führen sind 

jedoch immer noch nicht vollständig aufgeklärt.  

Ein Modell umfasst die Theorie des klassischen Chaperon-Dislokationsmechanismus, bei dem 

HSF1 von Chaperonen, wie zum Beispiel HSP90, inaktiv gehalten wird. Tritt in Zellen proteo-

toxischer Stress auf, führt dies zur Neuassoziation von HSP90 mit fehlgefalteten Proteinen. 

HSF1 wird dabei freigesetzt und kann anschließend trimerisieren (Nadeau et al., 1993; Zou et 

al., 1998; Guo et al., 2001).  

Eine andere Theorie besagt, dass HSF1 in einem temperatursensorischen Ribonukleopro-

teinkomplex mit dem Eukaryotischen Elongationsfaktor 1a (eEF1A) und der nicht kodieren-

den Hitzeschock-RNA-1 (HSR-1) vorliegt. Es wird vermutet, dass HSR-1 unter Hitzeschock-

Bedingungen ihre Konformation ändert, wodurch sie an eEF1A bindet. Dieser Komplex er-

möglicht daraufhin die Trimerisierung von HSF1 (Shamovsky et al., 2006). Neuere Studien 

weisen jedoch darauf hin, dass HSR-1 bakteriellen Ursprungs sein könnte und somit mögli-

cherweise eine Kontamination in den vorhergehenden Analysen darstellte (Kim et al., 2010).  

Im „Intrinsischen Antwort-Modell“ für die HSF1-Aktivierung wird vermutet, dass HSF1 selbst 

eine sensorische Funktion besitzt, die es erlaubt, proteotoxische Stimuli wahrzunehmen, was 

zu einer Trimerisierung von HSF1 führt. Diese Vermutungen wurden durch in vitro Studien 

untermauert, die zeigten, dass isolierte HSF1-Proteine durch einen in vitro Hitzeschock oder 

andere Stressoren Trimere bilden können (Mosser et al., 1990; Goodson und Sarge, 1995; 

Farkas et al., 1998; Zhong et al., 1998; Ahn et al., 2003).  

Ein viertes Modell legt nahe, dass die Hitzeschock-Antwort unter neuronaler Kontrolle steht. 

Hinweise hierauf wurden in Caenorhabditis elegans gefunden. In diesen Versuchen war die 

hitzesensorische Funktion von AFD Neuronen oder postsynaptischen AIY Neuronen der 

Würmer mutiert, was zu einer Inhibition der Hitzeschockantwort im gesamten Organismus 

führte (Prahlad et al., 2008). Die mechanistische Basis der neuronal gesteuerten Hitze-

schockantwort ist bis jetzt jedoch noch nicht geklärt. Gemäß einer Hypothese wird die HSF1-

Aktivität nicht-neuronal gesteuerter Zellen durch neuroendokrine Signale, stimulatorischer 

oder inhibitorischer Natur, moduliert (Prahlad et al., 2008, Anckar und Sistonen, 2011). 
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1.2.1.3 Regulation des HSF1-Aktivierungszyklus 

 

In der Abwesenheit von Stress liegt HSF1 als inaktives Monomer im Zytoplasma und Nukleus 

vor. Unter proteinschädigenden Bedingungen wird HSF1 innerhalb weniger Minuten akti-

viert. Die Aktivierung von HSF1 besteht aus einem mehrstufigen Prozess, bei dem inaktive, 

monomere HSF1 Proteine in hoch affin DNA-bindende HSF1-Trimere überführt werden. 

Während des Aktivierungsprozesses wird die Translokation von HSF1 zwischen dem Zytop-

lasma und Nukleus inhibiert, wodurch es zu einer Akkumulation von HSF1-Trimeren im Zell-

kern kommt (Mercier et al., 1999). HSF1-Trimere binden an HSEs in den Promotoren von 

Hitzeschock-Proteinen und aktivieren ihre Transkription (vgl. Abb. 1.4). HSF1 ist jedoch nicht 

nur in der Lage Homotrimere zu bilden, sondern kann außerdem mit HSF2-Molekülen trime-

risieren (Sandqvist et al., 2009). Die Bildung von Heterotrimeren mit HSF2 scheint die HSF1-

vermittelte Expression von HSPs zu modulieren. Experimente mit Hsf2 knock-out Mäusen 

wiesen nach, dass sich unter Hitzeschock das HSP-Expressionsmuster von dem in Wildtyp-

Mäusen unterscheidet.  

Während des Aktivierungsprozesses unterliegen HSF1-Trimere erheblicher Hyperphosphory-

lierung, welche an Serin-Seitenketten, vornehmlich in der regulatorischen Domäne, stattfin-

det. Die Phosphorylierung der Serine 230 und 326 führt nach der Akkumulation im Nukleus 

zu einer verstärkten Transaktivierung von HSF1 (Holmberg et al., 2001; Guettouche et al., 

2005). Wird jedoch HSF1 am Serin303 phosphoryliert, resultiert dies in einer Phosphorylie-

rungs-abhängigen Sumoylierung von HSF1 am Lysin298, welches im Phosphorylierungs-

abhängigen Sumoylierungsmotif (PDSM) liegt (Knauf et al., 1996; Kline und Morimoto, 1997). 

Die Sumoylierung führt dazu, dass die Transaktivierungsfunktion von HSF1 beeinträchtig 

wird. Diese posttranslationale Modifikation wird entfernt, sobald die maximale HSF1-

Aktivität, wie zum Beispiel unter starkem Hitzeeinfluss, benötigt wird. Unter moderaten 

Stresskonditionen kann diese Sumoylierung jedoch die HSF1-Aktivität modulieren (Hietakan-

gas et al., 2003). Aktivierte HSF1-Trimere können außerdem mit HSP70 und dem Co-

Chaperon HSP40 interagieren. Diese Interaktion inhibiert ebenfalls die Transaktivierungs-

funktion von HSF1 (Baler et al., 1992; Abravaya et al., 1992; Shi et al., 1998). 
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Abbildung 1.4: Der HSF1-Aktivierungszyklus 
Unter normalen Bedingungen liegt HSF1 als inaktives Monomer im Zytoplasma und Zellkern vor. Durch proteo-
toxischen Stress wird HSF1 aktiviert, bildet Trimere und bindet an Hitzeschock-Elemente (HSE) in den Promoto-
ren von Hitzeschock-Genen im Zellkern. Verschiedene posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierung 
und Sumoylierung, regulieren die Transaktiverungskapazität von HSF1. In der Abschwächungsphase führt die 
Bindung durch Hitzeschock-Proteine zu einer Verringerung der Transaktivierung, während Acetylierung durch 
p300 zur Inhibition der DNA-Bindung führt. HSF1 kehrt daraufhin in das Zytoplasma zurück und wird erneut 
durch HSP90 gebunden (Åkerfelt et al., 2010 (modifiziert)).  
 

 

Während Phosphorylierung und Sumoylierung unverzüglich während des Hitzeschocks statt-

finden, tritt die Acetylierung von HSF1 verspätet und im Zusammenhang mit der Abschwä-

chungsphase der Hitzeschock-Antwort auf. Stress-induzierte Acetylierung von HSF1 wird 

durch den Proteinkomplex p300-CBP (CREB-Bindungsprotein) vermittelt, während die Dea-

cetylierung durch SIRT1 erfolgt. Gesteigerte Expression und Aktivität von SIRT1 verstärkt und 

verlängert die DNA-Bindungsaktivität von HSF1 (Westerheide et al., 2009). Derzeitige wis-

senschaftliche Erkenntnisse zeigen, dass die Abschwächungsphase des HSF1-Zyklus durch 

zwei Mechanismen reguliert wird. Zum einem ist dies von der zellulären Menge an HSPs ab-

hängig, die durch die Bindung an HSF1 eine negative Rückkopplung verursachen, zum ande-

ren von der SIRT1-abhängigen Kontrolle der DNA-Bindungsaktivität von HSF1 (Åkerfelt et al., 

2010).  Nach der Inaktivierung von HSF1 kehrt es in seinen monomeren Zustand zurück. 
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1.2.1.4 HSF1 ist in nukleären Stresskörperchen lokalisiert 

 

Nukleäre Stresskörperchen (nSK) konnten bereits in den späten 1980er Jahren in Zellen, wel-

che proteotoxischem Stress unterlagen, detektiert werden (Mahl et al., 1989). Sie stellen 

einzigartige subnukleäre Organellen dar, welche sich klar von anderen nukleären Granula 

abgrenzen und deren Bildung durch die direkte Interaktion zwischen HSF1 und perizentri-

schen Tandemwiederholungen von Satellit III (Sat III) Sequenzen initiiert wird. Diese Sequen-

zen korrespondieren mit aktiven Transkriptionssequenzen der nicht-kodierenden Sat III Ge-

ne. nSKs konnten bisher ausschließlich in Zellen von Primaten oder Menschen gefunden 

werden und scheinen an der schnellen und transienten Veränderung der Genexpression in 

Stress-unterliegenden Zellen beteiligt zu sein (Denegri et al., 2002). Zu ihren Hauptfunktio-

nen gehört es, Chromatin-Remodeling und die Rekrutierung von Transkriptions- und Splicing-

Faktoren zu ermöglichen (Jolly et al., 2004; Biamonti und Vourch, 2010).  

Neben HSF1 konnten eine Reihe weiterer Faktoren in nSK identifiziert werden. Alastalo et al. 

(2003) zeigten, dass HSF2 zusammen mit HSF1 in nukleären Stresskörperchen unter Stresss-

bedingungen lokalisiert ist. Die Translokation von heterogenen Ribonukleoproteinen 

(hnRNP) und anderen RNA-prozessierenden Faktoren in nSK konnte ebenfalls nachgewiesen 

werden. Zu diesen Faktoren gehören das hnRNP A1-assoziierte Protein (HAP), hnRNP M, 

Sam68 (Src-activated during mitosis) und eine Reihe von SR (Serin-Arginin-reichen) Splicing-

Faktoren (Weighardt et al., 1999; Jolly et al., 1999; Denegri et al., 2001). Die Rekrutierung 

dieser Proteine wird durch die Anwesenheit der Sat III Transkripte in nSK vermittelt (Denegri 

et al., 2001; Metz et al., 2004). Die Lokalisation von Splicing- und Transkriptionsfaktoren in 

nukleären Stresskörperchen könnte durch die Notwendigkeit von stressinduzierter alternati-

ver Prozessierung spezifischer Transkripte gesteuert werden. Trotz intensiver Untersuchun-

gen ist die genaue Funktion HSF1-enthaltender nukleärer Stresskörperchen jedoch immer 

noch unklar. 
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1.2.2 Hitzeschock-Proteine als molekulare Chaperone 

 

Generell beinhalten Polypeptidketten von Proteinen alle nötigen Informationen, um ihre 

benötigte funktionelle Konformation zu erlangen (Crick, 1958; Anfinsen, 1973). Obwohl die-

ser Grundsatz für die meisten Proteine gilt, ist die Information in einigen Polypeptidketten 

jedoch nicht vollständig genug, um die Bildung einer funktionell aktiven dreidimensionalen 

Struktur zu garantieren. Viele dieser Proteine können sich nicht spontan falten und benöti-

gen die Hilfe molekularer Chaperone. Molekulare Chaperone sind zelluläre Proteine, die si-

cherstellen, dass die Faltung spezifischer Polypeptidketten und ihre Anordnung in Oligo-

merstrukturen korrekt erfolgt (Ellis, 1987). Sie stellen einen wichtigen Teil des zellulären 

Qualitätskontrollsystems dar, halten die komplexe Balance zwischen Proteinsynthese und 

Degradation und schützen Zellen vor den Konsequenzen unkontrollierter Proteinaggregation 

(Ellis, 1987; Bukau et al., 2006; Westerheide et al., 2012). Der Mechanismus, mit dem Chape-

rone Fehlfaltung und Proteinaggregation entgegen wirken, kann in drei Klassen eingeteilt 

werden: Prävention, Umkehrung und Eliminierung. Auf der Ebene der Prävention binden 

Chaperone an ungefaltete Polypeptidketten und halten diese in einem faltungskompetenten 

Zustand, welcher Proteinaggregation verhindert. Während des Umkehrmechanismus lösen 

Chaperone Proteinaggregate, so dass fehlgefaltete Proteine sich erneut in ihre funktionelle 

Konformation falten können. Bei der Eliminierung binden Chaperone Proteinaggregate und 

führen sie der Degradation über das Ubiquitin-Proteasom- oder Autophagie-Lysosomen-

System zu (Westerheide et al., 2012).  

Hitzeschock-Proteine besitzen Chaperon-Aktivität und können anhand ihrer molekularen 

Masse in sechs hoch konservierte Klassen eingeteilt werden: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, 

HSP40 und kleine Hitzeschock-Proteine (sHSPs) (Katschinski, 2004). Hitzeschock-Proteine 

sind im Zytosol, Nukleus, Mitochondrien und Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Die 

Lokalisation variiert jedoch zwischen den einzelnen Hitzeschock-Proteinen (Kregel, 2002). 

„Faltungs“-Chaperone, zu denen HSP60, HSP70 und HSP90 in Eukaryoten gehören, unterlie-

gen ATP-abhängigen Konformationsänderungen, um die Neufaltung oder Entfaltung ihrer 

Substrate zu gewährleisten. „Haltungs“-Chaperone wie HSP33 oder HSP25 binden partiell 

gefaltete Proteine und halten ihre Substrate an ihrer Oberfläche, um sie „Faltungs“-

Chaperonen zu präsentieren. Die „Disaggregations“-Chaperone, wie zum Beispiel HSP104 in 

Eukaryoten, fördern die Solubilisierung von Proteinen, die aufgrund von Stressbedingungen 
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Aggregate gebildet haben (Westerheide et al., 2012). Aufgrund ihres Expressionsmechanis-

mus werden Chaperone entweder als induzierbar oder konstitutiv exprimiert klassifiziert. 

Beide Chaperon-Klassen binden selektiv exponierte hydrophobe Segmente nichtgefalteter 

Polypeptide und führen durch multiple Bindungszyklen zur Faltung dieser Proteine (Hartl 

und Hayer-Hartl, 2002; Bukau et al., 2006).  

Die Konzentration induzierbarer Chaperone, auch Hitzeschock-Proteine genannt, steigt als 

eine Antwort auf Stressbedingungen an. Diese Chaperone verhindern Fehlfaltungen und 

Proteinaggregation unter proteotoxischen Bedingungen (Lindquist, 1986; Lindquist und Craig 

1988). Konstitutiv exprimierte Chaperone, auch als Hitzeschock-verwandte Proteine (Heat 

Shock Cognate Proteins, HSCs) bekannt, ermöglichen Proteintranslation, falten neu syntheti-

sierte Proteine, fördern die Anordnung funktioneller Proteinkomplexe und sind in der Trans-

lokation von Proteinen in zelluläre Kompartimente, wie zum Beispiel Mitochondrien, invol-

viert (Young et al., 2004).  

 

 

1.2.2.1 Der HSP90-Chaperon-Komplex 

 

HSP90 ist von Prokaryoten bis hin zu Säugetieren eines der evolutionär am stärksten konser-

vierten molekularen Chaperone und vermittelt fundamentale zelluläre Prozesse, wie Zellzyk-

lus-Kontrolle, Zellüberleben, Hormonsignalwege und Schutz gegen proteotoxischen Stress 

(Borkovich et al., 1998; Zhao et al., 2005; Wandinger et al., 2008; Dezwaan und Freeman, 

2008; Richter et al., 2010). Die Funktion von HSP90 ist somit eine Schlüsselkomponente in 

der Aufrechterhaltung zellulärer Homöostase. 

In Eukaryoten ist HSP90 sowohl im Zytoplasma, als auch im Nukleus und Zellorganellen loka-

lisiert und macht 1-2% der Gesamtmenge aller löslichen Proteine der Zelle aus (Borkovich et 

al., 1998). Da HSP90 keine nukleäre Lokalisationssequenz besitzt, wird vermutet, dass es 

durch den Co-Transport mit seinen Zielproteinen in den Zellkern gelangt (Taipale et al., 

2010). Nukleär lokalisiertes HSP90 stellt somit eine kleine Fraktion des zytosolischen HSP90 

dar (Langer et al., 2003). 

In Säugetieren existieren zwei zytosolische HSP90-Isoformen: eine induzierbare Form 

(HSP90α), kodiert durch das Gen HSP90AA1 und eine konstitutiv exprimierte Form (HSP90β), 

welches durch das Gen HSP90AB1 kodiert wird (Csermely et al., 1998). Organell-spezifische 
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HSP90-Formen existieren sowohl in Mitochondrien (TRAP1), als auch in Chloroplasten und 

dem Endoplasmatischen Reticulum (GRP94) (Shiu et al., 1977; Felts et al., 2000; Krishna et 

al., 2001). Wechselwirkungen mit ausschließlich zytoplasmatisch lokalisierten Proteinen 

konnten jedoch für GRP94 und TRAP1 ebenfalls beschrieben werden (Csermely et al., 1996). 

Alle HSP90-Isoformen scheinen außerdem zu einem gewissen Anteil im Nukleus zu exisitie-

ren (Welch et al., 1983; Chen et al., 1996).  

In Eukaryoten ist HSP90 an der Bildung der korrekten Konformation und Aktivierung von 

über 200 Zielproteinen, auch HSP90-Clients genannt, beteiligt (Pratt und Toft, 1997; Zhao et 

al., 2005; McClellan et al., 2007). Frühe Arbeiten über HSP90-Clients fokussierten sich fast 

ausschließlich auf zwei Klassen von Proteinen: Proteinkinasen und nukleäre Rezeptoren 

(Ziemiecki et al., 1986; Howard et al., 1990; Xu und Lindquist, 1993). In den letzten Jahren 

wurden jedoch weitere Client-Proteine identifiziert, die in fast allen physiologischen Abläu-

fen eine Rolle spielen, wie zum Beipsiel in der Signaltransduktion, Tumorgenese, angebore-

nen Immunität, viralen Infektion, Muskelkontraktion, Zellbewegungen und Kalzium- und 

Stickstoffsignalgebung (Soroka und Buchner, 2012). Für die Rekrutierung und Bindung von 

Client-Proteinen an HSP90 in Eukaryoten, ist eine Interaktion von HSP90 mit Hitzeschock-

Protein 70 (HSP70) und verschiedenen Co-Chaperonen erforderlich (Smith, 1993; Pratt und 

Toft, 2003).   
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1.2.2.1.1 Struktur und Konformationsdynamik von HSP90 

 

HSP90 gehört zu der Familie der GHKL (Gyrase, 

Hsp90, Histidine Kinase, MutL) ATPasen, welche un-

tereinander eine hoch konservierte strukturelle Ho-

mologie der ATP-Bindestelle aufweisen (Pearl und 

Prodromou, 2006). Es bildet ein flexibles Homodimer, 

in welchem jedes Protomer eine N-terminale ATP-

Bindedomäne (NTD; Abb. 1.5, gelbe Struktur), gefolgt 

von einer geladenen Region variabler Länge, einer 

Mitteldomäne (MD; Abb. 1.5, violetter Bereich) für 

die Bindung von Client-Proteinen und Co-Chaperonen 

und eine C-terminale Dimerisierungsdomäne (CTD; 

Abb. 1.5, blaue Struktur) besitzt (Prodromou, 1997; 

Pearl und Prodromou, 2006; Hainzl et al., 2009; Mey-

er et al., 2003). Die C-terminale Domäne enthält das 

so genannte MEEVD-Motif (Met-Glu-Glu-Val-Asp), 

welches zusätzlich die Bindung an Co-Chaperone von HSP90 vermittelt (Young et al., 1998).  

Für die Erkennung des umfangreichen Client-Repertoires sind hoch dynamische Konformati-

onsänderungen von HSP90 erforderlich. Biochemische Studien weisen darauf hin, dass die 

ATP-Bindung an die N-terminale Domäne den Übergang von einer offenen in eine geschlos-

sene Konformation fördert (Csermely et al., 1993; Sullivan et al., 1997). Die Hydrolyse von 

ATP scheint außerdem an weitere strukturelle Umlagerungen von HSP90 gekoppelt zu sein 

(Chadli et al., 2000; Prodromou et al., 2000). Diese strukturellen Umlagerungen, auch HSP90-

ATPase-Zyklus oder Chaperon-Zyklus genannt, sind für die Reifung von Client-Proteinen 

durch HSP90 essentiell. Die ATPase-Aktivität von HSP90 wird durch die Bindung von Client-

Proteinen und speziellen Co-Chaperonen zusätzlich beeinflusst (Nadeau et al., 1992, 1993).  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.5: Kristallstruktur von HSP90 
(Silva und Ramos, 2012) 
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1.2.2.1.2 Regulation von HSP90 durch Co-Chaperone und posttranslationale Modifi-
kationen 

 

In eukaryotischen Zellen wurden bis zu diesem Zeitpunkt mehr als 20 Co-Chaperone von 

HSP90 identifiziert (Li et al., 2012). Die biologische Funktion dieser Proteine ist jedoch noch 

weithin unverstanden. Co-Chaperone, deren Funktion näher untersucht wurde, modulieren 

die Funktion von HSP90 auf vier verschiedene Weisen: sie koordinieren die Interaktion von 

HSP90 und anderen Chaperonen, wie zum Beispiel HSP70; sie stimulieren oder inhibieren die 

ATPase-Aktivität von HSP90; sie rekrutieren spezifische Klassen von HSP90-Clients; sie tragen 

zu verschiedenen Schritten des Chaperon-Zyklus von HSP90 bei (Taipale et al., 2010).  

Die größte Gruppe von Co-Chaperonen umfasst Proteine, die eine so genannte TRP (tetratri-

copeptide repeat) Domäne (eine helikale Haarnadelstruktur) aufweisen. Diese Co-Chaperone 

binden mit ihrer TRP-Domäne an das MEEVD-Motif der C-terminalen Domäne von HSP90 

(Young et al., 1998). Ihre Aufgabe liegt in der Rekrutierung spezifischer Proteine oder Multi-

proteinkomplexe an HSP90 (Smith et al., 1993; Silverstein et al., 1997; Young et al., 1998; 

Jascur et al., 2005). Andere Co-Chaperone, die an die Mitteldomäne und den N-terminalen 

Bereich von HSP90 binden, sind in die Inhibierung oder Aktivierung der ATPase-Aktivität von 

HSP90 involviert (Hessling et al., 2009).  

 

Die Funktion und Konformation von HSP90 wird jedoch nicht nur durch die Bindung an seine 

Co-Chaperone reguliert, sondern darüber hinaus auch durch posttranslationale Modifikatio-

nen beeinflusst. Zu den am häufigsten auftretenden posttranslationalen Modifikationen von 

HSP90 gehört die Phosphorylierung. HSP90 wird sowohl an Serinresten, als auch an Tyrosin- 

und Threoninresten phosphoryliert (Scroggins und Neckers, 2007). Der Effekt einzelner 

Phosphorylierungen von HSP90 auf seine Funktionen wird derzeit noch untersucht. Es ist 

jedoch bekannt, dass Phosphorylierungen für eine Reihe von HSP90-Funktionen notwendig 

sind. So werden unter anderem die ATPase-Funktion, Bindung an Co-Chaperone und Client-

Proteine und die Dimerisierung von HSP90 beeinflusst (Li et al., 2011). HSP90 wird außerdem 

in einer Isoform-spezifischen Weise phosphoryliert. Die DNA-abhängige Proteinkinase (DNA-

PK) ist an der Phosphorylierung zweier spezifischer Threoninreste in HSP90α beteiligt, 

phosphoryliert HSP90β jedoch nicht (Lees-Miller und Anderson, 1989). Aus diesem Ergebnis 

ist zu schließen, dass die beiden HSP90-Isoformen im zellulären Kontext nicht vollständig 

redundant sind. 
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Acetylierung ist eine weitere wichtige posttranslationale Modifikation von HSP90. Die Ace-

tyltransferase p300 ist an der Acetylierung von HSP90 beteiligt, während die Histondeacety-

lase 6 (HDAC6) HSP90 deacetyliert (Kovacs et al., 2005; Yang et al., 2008). Neckers und Mit-

arbeiter konnten nachweisen, dass die Änderung im Acetylierungsstatus einen Schlüsselre-

gulator in der Funktion von HSP90 im Menschen und der Hefe darstellt und die Bindung von 

Co-Chaperonen und Client-Proteinen steuert (Scroggins et al., 2007). 

HSP90 wird zudem durch S-Nitrosylierung und NO-Modifizierung von Cysteinresten der C-

terminalen Domäne von humanem HSP90α reguliert. Diese posttranslationale Modifikation 

beeinflusst die Chaperonfunktion von HSP90 (Garcia-Cardena et al., 1998). Weitere Studien 

sind jedoch erforderlich, um die Effekte von S-Nitrosylierung auf HSP90 im Detail zu klären.  

 

 

1.2.2.1.3 HSP90 führt zur Stabilisierung und Degradation von Client-Proteinen  

 

Die Interaktion von HSP90 mit Client-Proteinen führt zur korrekten Faltung, Aktivierung, 

Transport und/oder Degradation dieser Proteine (Picard et al., 1990; Pratt et al., 1990; 

Young et al., 2003; Whittier et al., 2004). Genauso wie zelleigene Proteine scheinen auch 

virale Proteine von der Faltung durch HSP90 abhängig zu sein (Geller et al., 2007; Ujino et al., 

2009; Shim et al., 2011). Bakterielle Toxine, wie zum Beispiel das Diphterie-Toxin, konnten 

ebenfalls als HSP90-Clients identifiziert werden (Dmochewitz et al., 2011).  

Die Frage nach der molekularen Basis der Erkennung von Client-Proteinen durch HSP90 

konnte bisher noch nicht eindeutig beantwortet werden. Bis zu diesem Zeitpunkt ist keine 

gemeinsame Proteinsequenz oder spezielle Bindungsstelle zwischen den einzelnen Clients 

für die Bindung von HSP90 identifiziert worden. Der αC-β4-Loop in Kinasedomänen konnte 

als wichtiger Interaktionspunkt zwischen HSP90 und Clients nachgewiesen werden. Diese 

Stelle ist jedoch nicht der einzige bestimmende Faktor für die Interaktion, da auch angren-

zende Regionen in Kinasedomänen die Bindung an HSP90 beeinflussen können (Li et al., 

2006; Citri et al., 2006). Es wird vermutet, dass die Bindung von HSP90 an Clients vielmehr 

durch deren Konformation und Stabilität und nicht primär durch deren Struktur vermittelt 

wird (Falsone et al., 2004). Darüber hinaus tragen Co-Chaperone zum Prozess der Client-

Selektion und Erkennung bei (Vaughan et al., 2006).  
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Die strukturelle Analyse der HSP90/Client-Interaktion gestaltet sich als überaus schwierig, da 

viele dieser Komplexe sehr instabil und daher kurzlebig sind. Strukturelle Untersuchungen 

ergaben, dass Clients asymmetrisch an die N- oder M-Domäne von HSP90 gebunden werden. 

Diese Bindungen führen zu einer partiell geschlossenen Konformation von HSP90 und ver-

stärken seine ATPase-Aktivität (Street  et al., 2011).  

Neben seiner stabilisierenden Funktion auf Clients kann HSP90 ebenfalls zur Destabilisierung 

von Client-Proteinen führen. HSP90 wird zum Beispiel für die Degradation des Proteins VHL 

(Von Hippel-Lindau disease tumour suppressor) benötigt, ist jedoch nicht an seiner Faltung in 

vivo beteiligt (McClellan et al., 2005 A). Andere Proteine, die nach mehreren Runden der 

Proteinfaltung weiterhin fehlgefaltet vorliegen, werden durch HSP90 dem proteasomalen 

Degradationssystem zugeführt (McClellan et al., 2005 B).  

 

 

1.2.2.2 Die Hitzeschockantwort und der zirkadiane Oszillator 

 

Eines der grundlegenden Merkmale des zirkadianen Oszillators, die Temperaturkompensati-

on, ist die Eigenschaft mit einer unveränderten Periodenlänge über einen weiten Tempera-

turbereich zu funktionieren. Bereits 1987 vermuteten Rensing et al. dass eine Erhöhung der 

Temperatur über einen Prozess, der der Hitzeschock-Antwort zugehörig ist, Einfluss auf zir-

kadiane Rhythmen nehmen kann. Verschiedene Analysen der letzten Jahrzehnte erbrachten, 

dass Temperaturoszillationen vom Einzeller bis zum Säugetier als starke Zeitgeber-Signale für 

periphere zirkadiane Oszillatoren wirken (Zimmerman et al. 1968; Francis und Sargent, 1979; 

Underwood und Calaban, 1987; Brown et al., 2002; Herzog und Huckfeldt, 2003; Boothroyd 

et al., 2007). Im Jahre 2008 konnte erstmals gezeigt werden, dass ein Hitzeschock-Faktor in 

direkter Verbindung mit der zirkadianen Uhr von Säugetieren steht. Hitzeschock-Faktor 1, 

der Hauptregulator der Hitzeschock-Antwort, konnte in Experimenten mit Mäusen als zirka-

dianer Transkriptionsfaktor und Modulator der zirkadianen Uhr identifiziert werden. Wäh-

rend seine Protein- und mRNA-Level im Tagesverlauf nicht oszillieren, erwies sich der Import 

von HSF1 in den Nukleus von Mausleberzellen jedoch als hoch rhythmisch. Experimente mit 

HSF1-defizienten Mäusen zeigten darüber hinaus, dass die zirkadiane Uhr in Abwesenheit 

von HSF1 stark beeinträchtigt ist. Die Periodenlänge des zirkadianen Rhythmus von Hsf1 
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knock-out Mäusen ist unter konstanten Bedingungen um ca. 40 Minuten länger als in Wild-

typ-Mäusen (Reinke et al., 2008).  

Die pharmakologische Inhibition der Hitzeschock-Antwort führt außerdem zu einer Verände-

rung der Periodenlänge von SCN Neuronen und beeinträchtigt die Temperaturkompensation 

und das Entrainment peripherer Uhren (Buhr et al., 2010). HSF1 scheint zusätzlich an der 

Synchronisierung der Phase von Mausfibroblasten an physiologische Temperaturzyklen be-

teiligt zu sein (Saini et al., 2012). Tamaru et al. wiesen schließlich 2011 erstmals eine direkte 

Interaktion von HSF1 und dem Heterodimer BMAL1/CLOCK nach.  

Die zirkadiane Regulation von Hitzeschock-Faktor 1 lässt vermuten, dass auch die Expression 

seiner Zielgene ein zirkadianes Muster aufweisen. Die Expressionslevel verschiedener Hitze-

schockgene, wie zum Beispiel HSP90, erwiesen sich in Mausleber als hoch zirkadian (Korn-

mann et al., 2007). HSP90α und HSP90β besitzen im SCN von Mäusen ebenfalls ein zirkadia-

nes Expressionsmuster (Fukuyama et al., 2008). Experimente in Arabidopsis thaliana er-

brachten, dass das mit der zirkadianen Uhr assoziierte F-Box-Protein ZEITLUPE durch HSP90 

im Zytoplasma stabilisiert wird. Inhibition von HSP90 führte zu reduzierten Proteinlevels von 

ZEITLUPE und zu einer verlängerten Periodenlänge der molekularen Uhr (Kim et al., 2011). 

HSP90 scheint außerdem an der Verbindung zwischen zirkadianer Uhr und Verhalten von D. 

melanogaster beteiligt zu sein, ist jedoch für die Funktion der molekularen Rückkopplungs-

schleife nicht essentiell notwendig (Hung et al., 2009). 

Sowohl Hitzeschock-Faktoren als auch Hitzeschock-Proteine scheinen eine wichtige Rolle bei 

der Kontrolle der zirkadianen Rhythmik von Organismen einzunehmen und dieser wiederum 

selber unterliegen. Jedoch sind die genauen Wechselwirkungen von Hitzeschock-Faktoren 

und Hitzeschock-Proteine mit der zirkadianen Uhr auf molekularer Ebene immer noch nicht 

genau charakterisiert und bedürfen weiterer intensiver Forschung.  
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1.3 Zielsetzung und Konzeption der Arbeit 
 

Viele physiologische Funktionen in Organismen werden durch die zirkadiane Uhr gesteuert, 

die wiederum durch metabolische Signale beeinflusst wird. Diese wechselseitige Steuerung 

ist von großer Bedeutung für den reibungslosen Ablauf des zellulären Stoffwechsels. Zu einer 

der wichtigsten Schutzfunktionen im zellulären Stoffwechsel gehört die Hitzeschockantwort. 

Diese hoch konservierte Stressantwort steht in enger Wechselwirkung mit der zirkadianen 

Uhr von Organismen. In diese Interaktion scheinen sowohl Hitzeschock-Faktoren als auch 

Hitzeschock-Proteine involviert zu sein. Die genauen molekularen Interaktionswege zwi-

schen Hitzeschockantwort und zirkadianer Uhr sind jedoch noch weitgehend unverstanden. 

Ein Ziel dieser Arbeit bestand deshalb darin, die Verbindung des Hitzeschock-Proteins HSP90 

mit der zirkadianen Uhr auf molekularer Ebene näher zu beleuchten. HSP90 ist ein direkter 

Regulator des Hitzeschock-Transkriptionsfaktors HSF1 und wird wiederum von diesem regu-

liert (Nadeau et al., 1993; Zou et al., 1998). Seine Expression in der Leber und im SCN von 

Mäusen unterliegt zirkadianer Kontrolle (Kornmann et al., 2007; Fukuyama et al., 2008). 

Über die Funktion von HSP90 in der zirkadianen Uhr von Säugetieren war bis zu diesem Zeit-

punkt jedoch noch nichts bekannt. HSP90 schien somit ein Kandidat für die weiterführende 

Analyse der Interaktion von Hitzeschockantwort und zirkadianer Uhr zu sein. 

Um eine potentielle Verbindung zwischen HSP90 und der zirkadianen Uhr herauszustellen, 

sollte in dieser Arbeit HSP90 in murinen Fibroblasten durch spezifische Inhibitoren gehemmt 

oder durch siRNA herunterreguliert werden. Der Effekt dieser Inhibition auf die Expression 

zirkadian regulierter Gene der Rückkopplungsschleife sollte mittels Biolumineszenz-

Messungen und Analysen der mRNA- und Proteinlevel untersucht werden. Anschließend 

sollte durch pharmakologische Inhibition von HSP90 in Mäusen der Effekt auf die zirkadiane 

Uhr in vivo näher beleuchtet werden.  

Um die systemischen Signale zu identifizieren, die zur zirkadianen Oszillation der HSF1-

Aktivität führen, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, eine transgene Maus herzustellen, die 

eine TAP-fusionierte Variante von Hitzeschock-Faktor 1 exprimiert. Im ersten Schritt sollte 

deshalb in proof of principle Experimenten gezeigt werden, dass TAP-fusioniertes HSF1 sich 

in seiner Regulation und Aktivierung von Zielgenen nicht von endogenem HSF1 unterschei-

det. Für diese Experimente sollten murine Hsf1 knock-out Fibroblasten stabil mit verschiede-

nen Vektoren transfiziert werden, die TAP-fusionierte Varianten von Hsf1 enthalten. Der 
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Transport von HSF1 in den Nukleus, die Aktivierung von Zielgenen, sowie die Bindung an 

bekannte Interaktionspartner sollte anschließend untersucht werden. Auf Grundlage dieser 

Ergebnisse sollte eine transgene Maus generiert werden, die TAP-fusioniertes HSF1 expri-

miert. Diese Mauslinie kann in der Zukunft dann zur Aufreinigung von HSF1-Komplexen zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten verwendet werden und damit zur Identifizierung neuer Inter-

aktionspartner und posttranslationaler Modifikationen beitragen, die in der zirkadianen Re-

gulation von HSF1 eine Rolle spielen. 
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2 Material 
 

2.1 Bakterienstämme und Nährmedien für Bakterienkulturen 
 

2.1.1 Escherichia coli Stamm: 

 

DH5alpha:  Genotyp:  supE44 ΔlacU169 (Φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 

    gyrA96 thi-1 relA1 (Hanahan, 1983) 

 

2.1.2 Nährmedium für Bakterienkulturen 
 

LB-Medium  10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, pH 7,0 (mit NaOH) 

 

LB-Agar     10 g Agar in 1000 ml LB Medium 

   für Selektionen wurden 50 μg/ml Ampicillin hinzugefügt 

 

TB-Medium  12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glyzerin wurden in 

   900 ml H2O gelöst und autoklaviert. 100 ml steriler Phosphatpuffer 

   (0.17 M KH2PO4, 0.72 M K2HPO4) wurde nach dem Autoklavieren  

   hinzugefügt 

TB-Puffer   10 mM Pipes, 250 mM KCl, 15 mM CaCl2, 55 mM MnCl2, pH 6,7 
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2.2 Zelllinien 
 

2.2.1 Humane adhärente Zelllinien 

 

HEK 293:   Humane, embryonale Nierenzellen (Graham et al., 1977), 

   # DSM ACC 305, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und  

   Zellkulturen, Braunschweig 

 

HEK 293 T2  HEK293 Zellen, stabil transfiziert mit einer C-terminal TAP- 

   gekoppelten humanen Hsf1 cDNA, unter der Kontrolle des CMV- 

   Promoters (Labor-intern generierte Zelllinie aus HEK293 Zellen) 

 

HEK 293 E3  HEK293 Zellen, stabil transfiziert mit einem TAP-exprimierenden  

   Vektor (Labor-intern generierte Zelllinie aus HEK293 Zellen) 

 

2.2.2 Murine adhärente Zelllinien 
 

NIH3T3  Murine, embryonale Fibroblasten (Todaro und Green, 1962),   

   #DSM ACC 59, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und  

   Zellkulturen, Braunschweig 

 
Wt Tail   Immortalisierte Mausschwanz-Fibroblasten (Zhang et al., 2002) 

Fibroblasten  wurden freundlicherweise von Prof. Dr. U. Schibler, Universität Genf 

   (Schweiz) zur Verfügung gestellt.  

 

Hsf1 KO Tail   Immortalisierte Hsf1
-/- Mausschwanz-Fibroblasten (Zhang et al., 2002) 

Fibroblasten  wurden freundlicherweise von Prof. Dr. U. Schibler, Universität Genf 

   (Schweiz) zur Verfügung gestellt.  
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NIH3T3-  NIH3T3 Zellen, stabil transfiziert mit einer C-terminal c-Myc-  

c-Myc-BMAL1  gekoppelten Bmal1 cDNA, unter der Kontrolle des CMV-Promoters 

   (Labor-intern generierte Zelllinie aus NIH3T3 Zellen) 

 

NIH3T3-  NIH3T3 Zellen, stabil transfiziert mit einer C-terminal c-Myc- 

c-Myc-CLOCK  gekoppelten Clock cDNA, unter der Kontrolle des CMV-Promoters 

   (Labor-intern generierte Zelllinie aus NIH3T3 Zellen) 

 

Bmal1-Luc  NIH3T3 Zellen, stabil transfiziert mit einem Luciferase-Gen (aus 

Fibroblasten  Leuchtkäfer) unter der Kontrolle des Bmal1-Promoters (Nagoshi et al., 

   2004). Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. U. 

   Schibler, Universität Genf (Schweiz) zur Verfügung gestellt.   

 

 

2.3 Versuchstiere 
 
C57BL/6  Erstmalige Generierung des C57BL-Mausstammes 1921 durch C. C. 

Little am Bussey Institute for Research in Applied Biology, Harvard Uni-

versity, USA. Versuchstiere wurden über Janvier Labs (CS 4105 Le Ge-

nest Saint Isle, Saint Berthevin Cedex 53941 Frankreich) bezogen. 

 

Tap-Hsf1 KI  Konditionale HSF1-TAP knock-in Maus im genetischen Hintergrund 

einer C57BL/6NTac Maus. Generiert durch TaconicArtemis (Köln, 

Deutschland).  
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2.4 Nukleinsäuren 
 

2.4.1 Plasmide 

 
Die Vektoren, die für die Expression von humanem oder murinem HSF1 verwendet wurden, 

basierten entweder auf den Plasmiden pMC-PATevCBP-EYFPP-N, pMC-EYFP-CBPTevPA-P, 

welche freundlicherweise von Prof. Dr. Boege (Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt wurden (Christensen et al. 2002. Mielke et al. 2000, vgl. 

Anhang Abb. 7.3 A und B) oder pcDNA3.1-Hygro (vgl. Anhang Abb. 7.2 A). In den Vektoren 

pMC-PATevCBP-EYFPP-N und pMC-EYFP-CBPTevPA-P wird das Puromycin-Resistenzgen für 

die Puromycin-N-Acetyltransferase (PAC) im zweiten Cistron einer bicistronischen mRNA 

kodiert. Die Initiation der Translation des zweiten Cistrons wird durch eine interne Riboso-

menbindestelle (IRES) des Poliovirus gewährleistet. Das Polyadenylierungssignal des Simian-

Virus 40 (SV40) bildet den Abschluss der gebildeten mRNA. Das erste Cistron enthält die Se-

quenzen für den TAP-Tag (engl. tag = Anhängsel) und EYFP (enhanced yellow fluorescent 

protein). EYFP ist die verstärkte Form des YFP, welches eine genetische Mutation des GFP 

(green fluorescent protein) ist, das ursprünglich aus der Qualle Aequorea victoria stammt 

(Shimomura et al., 1962; Shimomura 2006). Die cDNA des murinen Hsf1 Gens wurde in die 

MCS (multiple cloning site) des ersten Cistrons kloniert, so dass entweder eine N-terminal 

(pRS-TAP-EYFP-N-P-mHsf1) oder C-terminal (pRS-mHsf1-EYFP-TAP-P) gekoppelte Version von 

Hsf1 entstand. Das erste und zweite Cistron standen unter Kontrolle eines CMV-Promoters. 

Die Plasmide pcDNA3.1-TAP-Hygro und pcDNA3.1-mHsf1-TAP-Hygro (vgl. Anhang Abb. 7.2 A 

und B) wurden freundlicherweise von Dr. Sang-Gun Ahn (Department of Pathology, Chosun 

University College of Dentistry, Gwangju 501-759, Korea) zur Verfügung gestellt. Im Vektor 

pcDNA3.1-TAP-mHsf1-Hygro befindet sich die C-terminal TAP-Tag gekoppelte Hsf1 cDNA 

unter der Kontrolle eines CMV Promoter. Für die Generierung von stabilen Zelllinien mit 

HEK293 Zellen wurde die murine Hsf1 cDNA aus dem pcDNA3.1-TAP-mHsf1-Hygro Vektor 

durch Restriktionshydrolyse entfernt und durch die cDNA-Sequenz des humanen Hsf1 Gens 

ersetzt, so dass der Vektor pcDNA3.1-hHsf1-TAP-Hygro (vgl. Anhang Abb. 7.2 C) entstand. 

Die in diesem Vektor kodierte Hygromycin B-Phosphotransferase war nicht durch eine IRES-

Sequenz mit dem TAP-gekoppelten Hsf1 verbunden, sondern wurde separat durch einen 

Promoter reguliert.  
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2.4.2 Oligonukleotide 

 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer für Sequenzierungen, Polymerasekettenreaktion 

und Real Time Polymerasekettenreaktion wurden von der Firma Biomers (Ulm, Deutschland) 

bezogen. Im Folgenden sind Primer für die Klonierungen der oben beschriebenen Konstrukte 

(vgl. Kapitel 2.4.1) aufgeführt, sowie Primer, die in Real Time PCR Analysen verwendet wur-

den (siehe Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2). Bei allen hier verwendeten Oligonukleotiden wurde 

darauf geachtet, dass die äußeren Basen aus einem Guanin oder Cytosin bestanden. Dies 

war jedoch nicht bei allen Primern möglich. Wenn nicht das TOPO TA Cloning Kit der Firma 

Invitrogen für Klonierungen verwendet wurde, dann wurde an das 5´-Ende der Primer ein 

Platzhalter (GGCGC) für die Bindung von Restriktionsenzymen gesetzt. Für Amplifikationen 

von 5´-Bereichen von Genen wurde, wenn möglich, die so genannte „Kozak-Sequenz“ (CC-

A/G-CC-ATG-G) berücksichtig, die die optimale Konsensussequenz für die Initiation der 

Translation darstellt.  

 

Tabelle 2.1: Primer für Klonierung von Vektoren 

Vektor Primer Sequenz 
1) MluI-mHsf1-Fwd-N 5´- ACGCGTATGGATCTGGCCGTGGGCCCCG-3´ pRS-TAP-EYFP-N-

P-mHsf1 2) EcoRI-mHsf1-Rev-N 5´- CAAGGACCCCACTGTCTCCTAGGAATTC-3 

1) MluI-mHsf1-Fwd-C 
5´- GCGGCCGCAAGATGGATCTGGCCGTGGG 
CCC-3´ 

pRS-mHsf1-EYFP-
TAP-P 

2) NotI-mHsf1-Fwd-C 5´- CCAAGGACCCCACTGTCTCCGGACGCGT-3´ 

1) KpnI-hHsf1-Fwd 
5´-GGCGCGGTACCGCCACCATGGATCTGCCCGT 
GGGCCC-3´ pcDNA3.1-hHsf1-

TAP-Hygro 
2) NotI-hHSF1-Rev 

5´- CCAAGGACCCCACTGTCTCCGCGGCCGCCG 
CGG-3´ 

 

 
 
 
Tabelle 2.2: Primer für Real Time Polymerasekettenreaktion 

Gen Primer* Sequenz 

mBmal1 

F 
R 
P 

5´-CCAAGAAAGTATGGACACAGACAAA-3´ 
5´-GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT-3´ 

5´-TGACCCTCATGGAAGGTTAGAATATGCAGAA-3´ 

mClock 

F 
R 
P 

5´-CGGCGAGAACTTGGCATT-3´ 
5´-TGATACGATTGTCAGACCCAGAA-3´ 

5´-TCCTGAGACAGCTGCTGACAAAAGCCA-3´ 

mCry1 

F 
R 
P 

5´-TGGCGTGGAAGTCATCGT-3´ 
5´-CTGTCCGCCATTGAGTTCTATG-3´ 

5´-CGCATTTCACATACACTGTATGACCTGGACA-3´ 
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mCry2 

F 
R 
P 

5´-TGTCCCTTCCTGTGTGGAAGA-3´ 
5´-GCTCCCAGCTTGGCTTGA-3´ 

5´-CAGTCACCCTGTGGCAGAGCCTGG-3´ 

mDbp 

F 
R 
P 

5´-TGGCCCGAGTCTTTTTGC-3´ 
5´-GCGTCCAGGTCCACGTATTC-3´ 

5´-CCGCTGCTGTGGGAACGCACT-3´ 

mEef1a 

F 
R 
P 

5´-TCCACTTGGTCGCTTTGCT-3´ 
5´-CTTCTTGTCCACAGCTTTGATGA-3´ 

5´-TTCGTGACATGAGGCAGACAGTTGCTG-3´ 

mHsf1 

F 
R 
P 

5´-GGACACAGACGCGCTCAT-3´ 
5´-CCTGGTCAAACACGTGGAAG-3´ 
5´-GAGCCCGAGTGGGAACAG-3´ 

mHspb1 

F 
R 
P 

5´-CTCCGGAGGAGCTCACAGT-3´ 
5´-CTTTCTTCGTGCTTGCCAGT-3´ 

5´-GAAGACCAAGGAAGGCGTG-3´ 

mHspa1b 

F 
R 
P 

5´-GGTGAACTACAAGGGCGAGA-3´ 
5´-CTTCATCTTCGTCAGCACCA-3´ 
5´-GTTCTTCCCGGAGGAGATCT-3´ 

mNr1d1 

F 
R 
P 

5´-TGCAGGCTGATTCTTCACACA-3´ 
5´-AGCCCTCCAGAAGGGTAGGA-3´ 

5´-ACACTCTCTGCTCTTCCCATGCAAATCAG-3´ 

mPer1 

F 
R 
P 

5´-ACCAGCGTGTCATGATGACATAC-3´ 
5´-CTCTCCCGGTCTTGCTTCAG-3´ 

5´-CCGTCCAGGGATGCAGCCTCTG-3´ 

mPer2 

F 
R 
P 

5´-ATGCTCGCCATCCACAAGA-3´ 
5´-GCGGAATCGAATGGGAGAAT-3´ 

5´-ATCCTACAGGCCGGTGGACAGCC-3´ 

mRora 

F 
R 
P 

5´-CCCCTACTGTTCCTTCACCA-3´ 
5´-CCAGGTGGGATTTGGATATG-3´ 
5´-CGTGTCCATGGCAGAACTAG-3´ 

*F=Vorwärtsprimer; R=Rückwärtsprimer; P=Probe (Probe-Modifikation: 5´ 6-FAM; 3´ TAMRA) 

 
 
 

2.4.3 Sonstige Nukleinsäuren 
 
Molekulargewichtsmarker „1 kb Plus“   Invitrogen, Carlsbad, USA 
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2.5 Mediumgrundlagen, Lösungen und Antibiotika für die Zellkul-
tur 

 

Wenn nicht anders beschrieben, wurden ausschließlich die im Folgenden aufgelisteten Pro-

dukte der Firma Gibco/Invitrogen (Carlsbad, USA) verwendet.  

 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM High Glucose + GlutaMAX-I) 

CO2 unabhängiges, Phenolrot-freies Medium (DMEM High Glucose + L-Glutamine + 25mM 

HEPES) 

Fötales Kälberserum (FCS) 

D-PBS (Ca2+, Mg2+ frei) 

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (100 μg/ml)  

Trypsin-EDTA (0,5%) Lösung 

Puromycin       Sigma, St. Louis, USA 

Hygromycin       Sigma, St. Louis, USA 

DMSO        Sigma, St. Louis, USA 

Luciferin       Sigma, St. Louis, USA 

 

 

2.5.1 Zellkulturmedien 
 

Wachstumsmedium   DMEM high glucose, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 

     100 μg/ml Streptomycin 

 

 Selektionsmedium 1   DMEM high glucose, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 

     μg/ml Streptomycin, 100 μg/ml Hygromycin 

Selektionsmedium 2   DMEM high glucose, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 

     μg/ml Streptomycin, 2 µg/ml Puromycin 
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CO2-unabhängiges Medium  DMEM high glucose (ohne Phenolrot), 10% FCS,  

     100 U/ml Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin, 0,1mM 

     Luciferin 

 

Serumfreies Medium   DMEM high glucose  100 U/ml Penicillin,  

     100 μg/ml Streptomycin 

 

Antibiotikum-freies Medium  DMEM high glucose, 10% FCS 

 

2.6 Proteine 
 

2.6.1 Antikörper 

 

2.6.1.1 Primäre Antikörper 

 
Tabelle 2.3: In dieser Arbeit verwendete primäre Antkörper 

Antikörper Antigen Ursprung WB/IP Bezugsquelle 

Anti-BMAL1 BMAL1 
Kaninchen 
(polyklonal) 

WB/IP Santa Cruz 

Anti-CLOCK CLOCK 
Kaninchen 
(monoklonal) 

WB Cell Signaling 

Anti-CLOCK CLOCK 
Kaninchen 
(polyklonal) 

WB/IP Abcam 

Anti-GFP GFP 
Kaninchen 
(polyklonal) 

WB Abcam 

Anti-HSF1 HSF1 
Kaninchen (po-
lyklonal) 

WB Abcam 

Anti-HSF1 HSF1 
Kaninchen 
(polyklonal) 

WB Assay Designs 

Anti-HSF1 HSF1 
Ratte 
(monoklonal) 

WB 
Thermo Scienti-
fic 

Anti-HSP25 HSP25 
Kaninchen 
(polyklonal) 

WB Assay Designs 

Anti-HSP70 HSP70 
Maus 
(monoklonal) 

WB Abcam 

Anti-HSP90 HSP90 
Maus 
(monoklonal) 

WB/IP Abcam 

Anti-U2AF U2AF65 
Maus 
(monoklonal) 

WB Sigma 
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Anti-c-Myc-HRP C-Myc 
Maus 
(monoklonal) 

WB Miltenyi 

Anti-HA-HRP Hämagglutinin 
Maus 
(monoklonal) 

WB Miltenyi 

 
 
 

2.6.1.2 Sekundäre Antikörper 

 
Tabelle 2.4: In dieser Arbeit verwendete sekundäre Antikörper 

Antikörper Ursprung Verdünnung Bezugsquelle 

ECL Anti-Kaninchen IgG, mit 
Meerrettich Peroxidase ge-
koppelt 

Esel 1:10000 Amersham, Little 
Chalfont, England 

ECL Anti-Maus IgG, mit Meer-
rettich Peroxidase gekoppelt 

Schaf 1:40000 Amersham, Little 
Chalfont, England 

ECL Anti-Ratte IgG, mit Meer-
rettich Peroxidase gekoppelt 

Ziege 1:20000 Amersham, Little 
Chalfont, England 

Cy2™-gekoppelter Anti-Ratte 
IgG Antikörper 
 

Ziege 1:3000 Jackson Immunore-
search, Suffolk, Eng-
land 

 
 

2.6.2 Enzyme 
 
DNase I       Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNase        Qiagen, Hilden, Deutschland 

Proteinase K      Sigma, St. Louis, USA 

 
 

2.6.3 Sonstige Proteine 
 

Ziegenserum (GS)     Sigma, St. Louis, USA 

Pferdeserum       Invitrogen, Carlsbad, USA 

Rinderserumalbumin (BSA)     Sigma, St. Louis, USA 

ColorPlus Protein Leiter prestained   NEB, Ipswich, USA 

AcTEV Protease     Invitrogen, Carlsbad, USA 
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2.7 Säulenmaterialien und magnetische beads 
 

Protein G Sepharose     Amersham, Little Chalfont, England 

Protein A Sepharose     Amersham, Little Chalfont, England 

Calmodulin Sepharose    Amersham, Little Chalfont, England 

IgG-Sepharose     Amersham, Little Chalfont, England 

Mobicol-Filterröhrchen    MoBiTec, Goettingen, Deutschland 

 
 

2.8 Puffer und Stocklösungen 
 
Tabelle 2.5: Puffer und Stocklösungen, die in dieser Arbeit verwendet wurden 

Bezeichnung Zusammensetzung 
10x Biotinylierungspuffer 100 mM Tris (pH 7,4), 10 mM EDTA 
10x PBS (Phosphat-gepufferte  
       Salzlösung) 

1,4 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM  
Na2HPO42H2O, 18 mM KH2PO4 

10x TBS (Tris-gepufferte Salzlösung) 24.2 g Tris, 80g NaCl, pH 7.6 (mit HCl einge-
stellt), mit dH2O auf 1 L aufgefüllt 

2x Bindungspuffer 10 mM Tris 7,4, 1 mM EDTA, 2 M NaCl 

2x NUN 50 mM HEPES-NaOH (pH 7,6), 600 mM NaCl, 2% 
NP-40, 2 M Urea, 2 mM DTT, 1:50 Complete 
Protease Inhibtor Cocktail 

6x Agarose Probenpuffer 15% Ficoll type 400, 40 mM Tris-HCl (pH 8.5), 40 
mM Eisessig, 2 mM EDTA, 0.25% 
Bromphenolblau 

50x TAE 2 M Tris-HCl (pH 8,5), 2 M Essigsäure, 0.1 M ED-
TA 

5x SDS-Probenpuffer 0,2 M Tris-HCl (pH 6,8), 20% Glycerin, 10% SDS, 
0,05% Bromphenolblau, 10 mM DTT 

Calmodulin-Bindungspuffer 10 mM HEPES-KOH (pH 8,0), 50 mM NaCl, 10 
mM Beta-Mercaptoethanol, 1 mM MgOAc, 1 
mM Imidazol, 0,1% NP-40, 2 mM CaCl2 

Calmodulin-Waschpuffer 50 mM Ammoniumbicarbonat pH 8.0, 75 mM 
NaCl, 1 mM Imidazol, 2mM CaCl2 

PBND Puffer 10 mM Tris (pH 8,3), 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl2, 
0,1 mg/ml Gelatine, 0,45% NP-40, 0,45% 
Tween20 

PBS-T 1x PBS, 0,1% Tween20 

RIPA Puffer 50 mM Tris (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 
0,5% Na-Deoxycholat, 0,1% SDS, 1mM DTT, 1:50 
Complete Protease Inhibitor Cocktail 

SDS-Laufpuffer 6 g/l Tris, 28,8 g/l Glycin, 1 g/l SDS 

TAP-Lysierungspuffer  50 mM HEPES-KOH (pH 8,0), 100 mM KCl, 10% 
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Glycerin, 2 mM EDTA, 0,1% NP-40, 2 mM, 10 
mM NaF, 1:50 Complete Protease Inhibitor 
Cocktail 

TBS-T 1x TBS, 0,1% Tween20 
TEV Puffer 10 mM HEPES-KOH (pH 8,0), 150 mM NaCl, 0,1% 

NP-40, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT 

Western Blot Puffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS 
(0,0375%), 20% Methanol, pH 9,2 

 
 
 

2.9 Chemikalien und Reagenzien 
 

Tween20 (Polysorbate 20)     Sigma, St. Louis, USA 

Polyacrylamid Rotiphorese Gel 30    Roth, Karlsruhe, Deutschland 

TEMED       Roth, Karlsruhe, Deutschland 

APS (Amoniumperoxidsulfat)    Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethidium bromide solution (1%) (EtBr)   Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT)      Applichem, Darmstadt, Deutschland 

Geldanamycin      Invivogen, Toulouse, Frankreich 

17-AAG      Invivogen, Toulouse, Frankreich 

17-AEP-GA      Invivogen, Toulouse, Frankreich 

17-DMAG      Invivogen, Toulouse, Frankreich 

Radicicol       Sigma, St. Louis, USA 

Cycloheximid      Sigma, St. Louis, USA 

Cyclophosphamid     Sigma, St. Louis, USA 

Complete Protease Inhibitor Cocktail   Roche, Mannheim, Deutschland 

EZ-Link HPDP-Biotin     Pierce Biotechnology, Illinois, USA 

Dexamethason     Sigma, St. Louis, USA 

TriFast       PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

LightCycler480 „Master Mix“    Roche, Mannheim, Deutschland 
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2.10 Verbrauchsmaterialien und Kits 
 

Immobilon-P (PVDF) Transfermembran  Millipore, Bedford, USA 

Gel Kassetten Novex, 1 mm    Invitrogen, Carlsbad, USA 

miRNeasy Mini Kit     Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAGEN Plasmid Maxi Kit    Qiagen, Hilden, Deutschland 

Effectene Transfection Reagent   Qiagen, Hilden, Deutschland 

ECL Prime Western Blotting Reagents  Amersham, Little Chalfont, England 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit   Fermentas, St Leon-Roth, Deutschland 

1 Kb plus DNA Leiter     Invitrogen, Carlsbad, USA 

ProteoSilver ProteoSilver Plus Kit   Sigma, St. Louis, USA 

MaXtract „High Density“ Röhrchen   Qiagen, Hilden, Deutschland 

QuantiTect Reverse Transcription Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 

8 well µ-Slide Kammerobjektträger   Ibidi, München, Deutschland 

Rapid DNA Ligation Kit    Roche, Mannheim, Deutschland 

QIAquick Gel Extraction Kit    Qiagen, Hilden, Deutschland 

GenJET Plasmid Miniprep Kit    Fermentas, St Leon-Roth, Deutschland 

Phusion High Fidelity PCR MasterMix  NEB, Ipswich, USA 

TopTaq Master Mix Kit    Qiagen, Hilden, Deutschland 

Maus Exon Microarrays    Agilent, Waldbronn, Deutschland 

TOPO TA Cloning Kit     Invitrogen, Carlsbad, USA 

Quick Ligation Kit     NEB, Ipswich, USA 

 

 

2.11 Geräte 
  

Autoklav „V 150“      Systec, Wettenberg 

CO2-Inkubator „Hera Cell“     Heraeus, Hanau 

Einfrierbehälter „Cryo 1 °C Freezing Container“  Nalge Nunc, Rochester 

Feinwaage „AE-166“      Mettler Toledo, Giessen 

Gelelektrophorese System „Horizon 11-14“ 

(für horizontale Agarosegele)   Whatman, Biometra, Göttingen 
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Gelelektrophorese System „Novex Mini-Cell“ 

(für vertikale Polyacrylamidgele)   Invitrogen, Carlsbad, USA 

Inkubator       Heraeus, Hanau 

Magnet Rack „Dynal MPC-M“    Invitrogen, Carlsbad, USA 

Epifluoreszenzmikroskop „Axiovert 100“  Zeiss, Oberkochen 

63x/1,25 NA Ölimmersionsobjektiv   Zeiss, Oberkochen 

Filtersätze      AHF Analysentech.,Tübingen 

Inkubationseinheit „ΔTC3“    Bioptechs, Butler, USA 

Digitale Kamera „Spot-RT SE Monochrom“  Diagnostic Instruments, 

       Sterling Heights, USA 

PCR Cycler „Mastercycler“     Eppendorf, Hamburg 

pH-Meter „Calimatic 766“     Knick, Berlin 

Photometer „Biophotometer“    Eppendorf, Hamburg 

Rotor für Reaktionsgefäße     Labor-Brand, Gießen 

Schüttelinkubator „SM-30“    Edmund Bühler, Tübingen 

Sterilbank „Hera Safe“     Heraeus, Hanau 

Thermomixer „ThermoStat plus“    Eppendorf, Hamburg 

Ultraschall Homogenisator „Sonopuls“   Bandelin, Berlin 

Ultraschallwandler UW 2070    Bandelin, Berlin 

Sonotrode Mikrospitze MS 72   Bandelin, Berlin 

Wasserbad „WB20“      Medingen, Dresden 

Zentrifuge „Centrikon H-401“   Kontron, Heraeus, Hanau 

Rotor „A 8.24“ (für 50 ml Gefäße)   Kontron, Heraeus, Hanau 

Rotor „A 6.14“ (für 250 ml Gefäße)   Kontron, Heraeus, Hanau 

Zentrifuge „Centrifuge 5417R“   Eppendorf, Hamburg 

Rotor „FA 45-30-11“ (für 1,5-2 ml Gefäße)  Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge „Rotixa / P“    Hettich, Tuttlingen 

Ausschwingrotor (für 15-50 ml Gefäße)  Hettich, Tuttlingen 

LightCycler480 Real-Time PCR System  Roche, Mannheim, Deutschland 

Lumicycle 32       Actimetrics, Illinois, USA 
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3 Methoden 
 

3.1 Zellkultur 
 

3.1.1 Kultivierung humaner und muriner adhärenter Zellen 

 

Die verwendeten humanen und murinen Zelllinien (vgl. Kapitel 2.2.1 und 2.2.2) wurden in 

Nährmedium (vgl. Kapitel 2.5.1) bei 37 °C in feuchtigkeitsgesättigter Atmosphäre mit 5% CO2 

kultiviert. Die Zellen wurden dreimal in der Woche passagiert. Hierfür wurden die Zellen mit 

D-PBS gewaschen und anschließend mit 0,5% Trypsin/EDTA von der Kultivierungsfläche ab-

gelöst. Die abgelösten Zellen wurden in Medium resuspendiert. 1/2 bis 1/10 der Zellsuspen-

sion oder eine spezifische Zellzahl, die mit dem Countess® Cell Counter ermittelt wurde, 

wurde daraufhin in neue Zellkulturgefäße überführt.  

 

 

3.1.2 Transfektion und Selektion von Zellen 
 

Konfluente Zellen (80-90% des Zellkulturgefäßbodens bedeckt) wurden 24 Stunden vor der 

Transfektion abgelöst und die Zellzahl mit dem Countess® Cell Counter ermittelt. Entspre-

chend der Größe des Zellkulturgefäßes wurden die Zellen so ausplattiert, dass sie am folgen-

den Tag 50-80% Konfluenz erreicht hatten. Die Zellen wurden mit „Effectene“, „Attractene“ 

oder „Dharmafect“ entsprechend der Herstellerangaben transfiziert.  

Transient transfizierte Zellen wurden 24 bis 48 Stunden nach der Transfektion entweder für 

Biolumineszenz-Messungen verwendet (vgl. Kapitel 3.1.2) oder geerntet und Proteinextrakte 

hergestellt (vgl. Kapitel 3.2). Für die Generierung von stabil transfizierten Zellen wurden die 

Zellen 24 Stunden nach der Transfektion in Selektionsmedium überführt. Stabile Zellklone 

wurden 2 bis 4 Wochen nach der Transfektion isoliert und in Selektionsmedium weiter kulti-

viert.  
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3.1.3 siRNA Transfektion von murinen Zellen 

 

Für die Transfektion von siRNAs wurden 2x105 NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen 24 Stunden vor der 

Transfektion in 3,5 cm Zellkulturschalen ausplattiert. Am Tag der Transfektion wurden die 

gelösten siRNAs in RNase-freiem Wasser so verdünnt, dass eine 5 µM Stocklösung entstand. 

Die erhaltende 5 µM Stocklösung wurde in serumfreiem Medium 1:50-1:500 verdünnt, so 

dass pro Zellkulturschale 10-100 nM der jeweiligen siRNAs eingesetzt wurden. Für die siRNA 

Transfektion von NIH3T3 wurde Dharmafect 1 verwendet, welches 1:40 in serumfreiem Me-

dium verdünnt wurde. Die Transfektion erfolgte entsprechend des Dharmacon siRNA Trans-

fektionsprotokolls. Die Inkubation der Zellen erfolgte für 24 Stunden bei 37°C. Anschließend 

wurde die Biolumineszenz der transfizierten Zellen in Echtzeit im Lumicycle 32 für 72 Stun-

den gemessen. Um die Herunterregulierung der Zielproteine zu überprüfen, wurden an-

schließend Proteinextrakte mit 2xNUN-Puffer (vgl. Kapitel 2.8) hergestellt und durch SDS-

Gelelektrophorese und Western Blot (vgl. Kapitel 3.2.5 und 3.2.8) analysiert.  

 

 

3.1.4 Kryokonservierung von Zellen 

 

Für die Kryokonservierung wurden Zellen mit 0,5% Trypsin/EDTA vom Kultivierungsboden 

abgelöst und bei 300xg für 3 Minuten zentrifugiert.  Die Zellen wurden in Einfriermedium 

aufgenommen, das aus Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, supplementiert mit 30% FCS 

und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO), bestand. Je ein Milliliter der Zellsuspension wurde auf 

1,8 ml Kryokonservierungsröhrchen verteilt und in isopropanolgefüllte Kryo-Einfrierbehälter 

überführt. Die Zellen wurden für 24 Stunden bei -80°C gelagert und anschließend in einen 

mit flüssigem Stickstoff gefüllten Tank überführt. Für die Rekultivierung der Zellen wurden 

die entsprechenden Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellen wurden in 

Medium aufgenommen und pelletiert, um das DMSO zu entfernen. Anschließend wurden 

die Zellen in neuem Medium resuspendiert, in Zellkulturgefäße überführt und, wie oben be-

schrieben, kultiviert.  
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3.1.5 Echtzeit-Biolumineszenz-Messung 

 

Für die Messung der Echtzeit-Biolumineszenz wurden NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen, die stabil 

ein Luziferase-Gen unter der Kontrolle des Bmal1-Promoters exprimieren, verwendet.  

Da Bmal1 ein Schlüsselelement der zirkadianen Uhr ist, ist es durch die Kopplung des Bmal1-

Promoters an ein Leuchtkäfer-Luziferase-Gen möglich, die zirkadiane Rhythmiztät von Zellen 

oder Geweben in Echtzeit zu messen.  

Für Echtzeit-Biolumineszenz-Messungen wurden die Zellen in 35 mm Zellkulturschalen aus-

plattiert. Am Tag des Beginns der Biolumineszenz-Messung wurden die Zellen entweder mit 

100 nM Dexamethason für 30 Minuten oder 50% Pferdeserum für zwei Stunden synchroni-

siert. Anschließend wurden die Zellen mit D-PBS gewaschen. Für die Messung erhielten die 

Zellen CO2-unabhängiges Medium, das mit 0,1 mM Luziferin supplementiert war. Wurde der 

Einfluss von Chemikalien auf die zirkadiane Uhr untersucht, wurde das Medium der Zellen 

vor Beginn der Biolumineszenz-Messung zusätzlich mit den entsprechenden Chemikalien 

versetzt. Die Kulturschalen wurden anschließend mit Parafilm abgedichtet und in ein 32-

Kanal Luminometer (Lumicycle 32), das sich in einem lichtdichten Inkubator (37 °C) befand, 

gestellt. Die Messung der Echtzeit-Biolumineszenz der Zellen erfolgte über drei bis sechs 

Tage. Die Auswertung der gesammelten Daten wurde mit dem LumiCycle Analysis Programm 

vorgenommen.  

 

 

3.2 Proteinanalytische Methoden 
 

3.2.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten 
 

Für die Herstellung von Gesamtproteinextrakten wurden murine oder humane adhärente 

Zellen mit kaltem D-PBS gewaschen, mit einem Zellschaber von der Oberfläche des Zellkul-

turgefäßes gelöst und in Reaktionsgefäße überführt. Das Pelletieren der Zellen erfolgte für 

drei Minuten bei 300xg in einer 2°C gekühlten Zentrifuge. Anschließend wurde der Über-

stand verworfen und das Pellet in dreifachem Volumen RIPA Puffer oder 2xNUN Puffer auf-

genommen. Wenn ein 2xNUN Puffer verwendet wurde, dann wurden die Zellen zuvor in D-
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PBS resuspendiert und das gleiche Volumen an 2xNUN Puffer hinzugegeben. Die Suspension 

wurde für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Um die Zellen effektiver aufzuschließen, wurde die 

Zellsuspension mehrfach gevortext und danach zweimal in flüssigem Stickstoff schockgefro-

ren. Anschließend erfolgte eine Homogenisierung durch Ultraschall (10 Sekunden, 70% Po-

wer). Die Proteinextrakte wurden für 10 Minuten bei 17000xg zentrifugiert, um zurückge-

bliebene Zellbruchsstücke zu entfernen. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt, mit flüssigem Stickstoff eingefroren und anschließend bei -80°C gelagert.  

Für gelelektrophoretische Analysen wurden in der Regel 50 µg des Proteinextraktes pro 

Gelspur aufgetragen. Dafür wurden die Extrakte mit SDS-Probenpuffer versetzt, für 5 Minu-

ten bei 95°C denaturiert und anschließend direkt aufgetragen.  

 

 

3.2.2 Analyse von Proteinlevel und Halbwertszeit  
 

Für die Analyse der Proteinlevel und der Halbwertszeit der Proteine BMAL1 und CLOCK wur-

den NIH3T3 Zellen verwendet, die entweder mit c-Myc-gekoppeltem BMAL1 oder CLOCK 

stabil transfiziert waren. Für die Experimente wurden jeweils 3,75x105 Zellen in 60 mm Zell-

kulturschalen ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium durch Wachstumsmedium 

ersetzt, das mit 0,8 µM 17-AEP-GA versetzt war. Zellen, die als Kontrolle dienten, erhielten 

ausschließlich Wachstumsmedium. Die Zellen wurden für 24 Stunden inkubiert und an-

schließend mit Wachstumsmedium, das 10 µg/ml Cycloheximid enthielt, für 2, 4 und 8 Stun-

den behandelt. Zellen, die zuvor 17-AEP-GA erhalten hatte, erhielten zusätzlich 0,8µM 17-

AEP-GA in ihrem Medium. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und Protein-

extrakte hergestellt.  

 

 

3.2.3 Immunpräzipitation 

 

Für die Immunpräzipitation von Proteinen wurden entweder Zellkernextrakte aus Mausleber 

oder NIH3T3 Zellen benutzt, die stabil mit c-Myc-gekoppeltem CLOCK oder BMAL1 oder Hä-

magglutinin (HA)-gekoppeltem HSP90 transfiziert waren.  
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24 Stunden vor der Immunpräzipitation wurden die Zellen so in 10 cm Zellkulturschalen aus-

gesät, dass sie am nächsten Tag 80-90% Konfluenz erreicht hatten. Die Zellen wurden mit D-

PBS gewaschen, mit einem Zellschaber von der Oberfläche des Zellkulturgefäßes abgelöst 

und in Reaktionsgefäße überführt. Das Pelletieren der Zellen erfolgte für drei Minuten bei 

300xg in einer 2°C gekühlten Zentrifuge. Anschließend wurde der Überstand verworfen und 

das Pellet in dreifachem Volumen RIPA Puffer aufgenommen. Die Suspension wurde 20 Mi-

nuten auf Eis inkubiert und anschließend zweimal 30 Minuten bei 17000xg zentrifugiert. Der 

Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 5 bis 10% des Proteinextraktes 

wurden als Kontrollfraktion separat in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gela-

gert. Der Rest des Proteinextraktes wurde mit 5 µl anti-CLOCK, anti-BMAL1 oder anti-HSP90 

Antikörper versetzt und über Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Für die Immunpräzipitation 

der Antikörper-gekoppelten Proteine wurden Protein A- oder Protein G-gekoppelte Sepharo-

se-beads benutzt. Jeweils 20 µl der Sepharose-beads wurden dreimal mit 1 ml D-PBS gewa-

schen und über Nacht bei 4°C mit 750 µl PBS und 250 µl 1mg/ml BSA geblockt. Nach 24 

Stunden wurden die Sepharose-beads erneut dreimal mit 1 ml D-PBS gewaschen, zu den 

Proteinextrakten hinzugegeben und für zwei Stunden bei 4°C unter Rotation inkubiert. An-

schließend wurden die Sepharose-beads bei 600xg für 3 Minuten bei 2°C zentrifugiert und 

viermal mit D-PBS gewaschen. Der Überstand wurde verworfen und die Sepharose-beads 

wurden in jeweils 25 µl SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Denaturierung der Proteine 

erfolgte bei 95°C für 10 Minuten.  

 

 

3.2.4 Tandem-Affinitätsaufreinigung von Proteinkomplexen (TAP) 
 

Die Tandem-Affinitätsaufreinigung (tandem affinity purification; TAP) ist ein Zwei-Schritt-

System für die Aufreinigung von Proteinkomplexen unter relativ nativen Salzbedingungen. 

Die mit dem Zielprotein isolierten Proteine sollten in vivo reale Interaktionspartner darstel-

len und somit Rückschlüsse auf die native Zusammensetzung der Proteinkomplexe zulassen. 

Außerdem bietet dieses Aufreinigungssystem den Vorteil, dass isolierte Proteinkomplexe 

sehr rein sind und für massenspektrometrische Analysen verwendet werden können.  

Für diese spezielle Form der Proteinaufreinigung wurden ein Calmodulin-Bindungspeptid, 

eine Erkennungsstelle für die Tobacco Etch Virus Protease (TEV Protease) und ein Protein A 
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fusioniert. Protein A ist ein Protein aus der Zellwand des Bakteriums Staphylococcus aureus, 

das eine hohe Affinität zu vielen IgG (Immunglobulin G) aufweist. Diese Affinität wird im ers-

ten Aufreinigungsschritt ausgenutzt, indem IgG-gebundene Sepharose-beads benutzt wur-

den. Die Erkennungsstelle der TEV-Protease erlaubt eine proteolytische Elution der Proteine 

nach dem ersten Aufreinigungsschritt. Hierfür wurde die AcTEV Protease verwendet, welche 

eine optimierte Form der Tobacco Etch Virus Protease darstellt. Sie zeichnet sich durch eine 

hohe Spezifität für ihre Erkennungsstelle aus (Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-Gly), in der sie zwi-

schen den Aminosäuren Glutamin (Gln) und Glycin (Gly) schneidet. Das Calmodulin-

Bindungspeptid besitzt eine hohe Affinität zu Calmodulin, welches ein kalziumbindendes, 

regulatorisches Protein in Eukaryoten ist. Calmodulin bindet Proteine hauptsächlich durch 

lipophile Wechselwirkungen an durch Kalziumbindung exponierten Stellen. Für den zweiten 

Schritt der Aufreinigung wurden aus diesem Grund Calmodulin-Sepharose-beads verwendet.  

In der vorliegenden Arbeit wurde der beschriebene TAP-Tag C- oder N-terminal an Hitze-

schock-Faktor 1 gekoppelt. Dies erlaubte die direkte Aufreinigung von HSF1 und seiner Inter-

aktionspartner.  

 

 

3.2.4.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten für die Tandem-
Affinitätsaufreinigung 

 

Für die Herstellung von Gesamtproteinextrakten für die Tandem-Affinitätsaufreinigung wur-

den murine oder humane Zellen 48 Stunden vor der Aufreinigung in 100 mm Zellkulturplat-

ten oder 175 cm² Zellkulturflaschen ausplattiert. Am Tag der Affinitätsaufreinigung hatten 

die Zellen 90% Konfluenz erreicht. Die Zellen erhielten einen Hitzeschock für eine Stunde bei 

42°C. Anschließend wurde das Wachstumsmedium entfernt und die Zellen wurden mit kal-

tem D-PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 1-5 ml D-PBS mit einem Zellkulturschaber vom 

Plattenboden gelöst und in Reaktionsgefäße überführt. Für die Pelletierung der Zellen, wur-

den sie für 3 Minuten bei 300xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in zweifachem Volumen 

TAP-Lysierungspuffer aufgenommen, für 30 min auf Eis inkubiert und anschließend zweimal 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Um auch DNA-gebundene HSF1-Proteinkomplexe 

isolieren zu können, wurde die DNA mit 50 U/ml DNase I für 60 Minuten verdaut. Da DNase I 
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Kalzium- und Magnesium-abhängig ist, wurden dem Puffer zusätzlich 3mM Cacl2 und 10 mM 

MgCl2 hinzugefügt. Die Reaktion wurde anschließend mit 5 mM EGTA abgestoppt.  

Die Proteinextrakte wurden für 10 Minuten bei 17000xg zentrifugiert. Der Überstand wurde 

in ein neues Reaktionsgefäß überführt und ein Bradford-Assay (siehe Kapitel 3.2.9) für die 

Analyse der Proteinkonzentration durchgeführt. Für den ersten Schritt der Tandem-

Affinitätsaufreinigung wurden gleiche Mengen der Proteinextrakte eingesetzt. 20 µl des Pro-

teinextraktes wurden abgenommen und mit RNase für 30 min und Proteinase K für 2 Stun-

den verdaut. Anschließend wurden die Proben auf ein 1% Agarosegel geladen, um die Frag-

mentierung der DNA zu überprüfen.  

 

 

3.2.4.2 Affintätsaufreinigung über IgG-Sepharose 

 

Für den ersten gegen den Protein A-Tag gerichteten Aufreinigungsschritt wurden IgG-

Sepharose-beads verwendet. Es wurde ein Mikroliter der Speharose-beads pro Milligramm 

des Proteinextraktes verwendet, jedoch mindestens 15 µl und maximal 150µl der IgG-beads. 

Die IgG Sepharose-beads wurden dreimal mit jeweils 1 ml kaltem TAP-Lysierungspuffer ge-

waschen. Alle Zentrifugationsschritte von Sepharose-beads erfolgten bei 600xg für 4 Minu-

ten bei 2°C. Anschließend wurden die Proteinextrakte mit den IgG-Sepharose-beads für 4 

Stunden bei 2°C über Kopf rotiert.  

 

 

3.2.4.3 Elution durch TEV Proteolyse 

 

Nach der oben beschriebenen Inkubationszeit wurden die IgG-Sepharose-beads zentrifugiert 

und der Überstand für Kontrollanalysen aufgehoben. Die beads wurden daraufhin dreimal 

mit je 1 ml kaltem TAP-Lysierungspuffer und dreimal mit TEV Puffer gewaschen. Ein Aliquot 

der Sepharose-beads (1/20) wurde für Kontrollanalysezwecke aufbewahrt. Für die Elution 

der gebundenen HSF1 Moleküle und interagierender Proteine von den IgG-Sepharose-beads 

wurde eine Proteolyse mit der TEV-Protease durchgeführt. Hierfür wurden die IgG-beads in 

TEV-Puffer aufgenommen (3 µl TEV Puffer pro 1 µl beads). Für die Proteolyse wurde 1 Unit 
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AcTEV-Protease pro 1 µl IgG-Sepharose-beads eingesetzt. Die Proteolyse erfolgte über Nacht 

bei 4°C unter Rotation.  

 

 

3.2.4.4 Affinitätsaufreinigung über Calmodulin-Sepharose 

 

Die über Nacht eluierten Proteinextrakte wurden zentrifugiert, um die IgG-Sepharose-beads 

zu entfernen. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit einem 

Volumen Calmodulin-Bindungspuffer versetzt. Anschließend wurde diese Prozedur zweimal 

wiederholt, um sicherzustellen, dass die IgG-Sepharose-beads vollständig entfernt wurden. 

Da die Bindung von Calmodulin an das Calmodulin-Bindungspeptid Kalzium-abhängig ist, 

wurde 1/250 1M CaCl2 zu den Proteinextrakten hinzugegeben. Die Calmodulin-Sepharose-

beads wurden dreimal mit Calmodulin-Bindungspuffer gewaschen und anschließend mit den 

vorbereiteten Proteinextrakten 90 Minuten bei 4°C über Kopf rotierend inkubiert.  

Nach der Inkubation wurden die Calmodulin-beads zentrifugiert und in Mobicol-

Filterröhrchen überführt. Der Überstand wurde für weitere Analysen eingefroren. Die Cal-

modulin-beads wurden dreimal mit Calmodulin-Bindungspuffer und anschließend erneut 

dreimal mit Calmodulin-Waschpuffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu 

entfernen. Ein Aliquot der Calmodulin-beads (1/10) wurde für weitere Analysen eingefroren. 

Um die Proteinkomplexe von den Calmodulin-beads zu eluieren, wurden die beads in 50 µl 

SDS-Probenpuffer aufgenommen und für 10 Minuten bei 95°C erhitzt. Für die gelelektropho-

retische Analyse wurden von allen eingefrorenen Fraktionen Proben entnommen, in SDS-

Probenpuffer aufgenommen und auf ein SDS-Gel geladen. Anschließend wurde eine Silber- 

oder Coomassiefärbung (vgl. Kapitel 3.2.6 und 3.2.7) vorgenommen.  

 

 

3.2.5 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Die Auftrennung von isolierten Proteingemischen durch die diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach Laemmli durchgeführt (Laemmli, 
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1970). Hierfür wurde ein so genanntes Trenngel, das je nach Bedarf 8 bis 12% Acrylamid 

(37,5:1 - Acrylamid:Bisacrylamid) in eine Novex Gel-Kassette gegossen und mit einem Sam-

melgel (5% Acrylamid) überschichtet. Bevor die Proteinproben aufgetragen wurden, wurden 

sie mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C für 5 Minuten denaturiert. Die Gele-

lektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer in „Novex Mini-Cell“-Gelkammern bei 50 bis 150 V. 

Anschließend wurden die Gele für Silber- oder Coomassie-Färbungen verwendet oder für 

Western Blot Analysen benutzt.  

 

 

3.2.6 Silberfärbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamid-Gelen 
 

Für die Silberfärbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen wurde das ProteoSilver Plus Silver Stain 

Kit der Firma Sigma verwendet. Die Gele wurden über Nacht in jeweils 50 ml Fixierer (50% 

Ethanol, 10% Essigsäure) bei 30 rpm fixiert. Am nächsten Tag wurde die Fixierlösung verwor-

fen und die Gele mit 30% Ethanol für 10 Minuten gewaschen. Anschließend wurde ein 

Waschschritt mit doppelt destilliertem Wasser für 10 Minuten durchgeführt. Um das Signal 

zu verstärken wurden die Gele für 10 Minuten in jeweils 50 ml 1:100 verdünnter „Sensitizer 

Solution“ inkubiert. Daraufhin wurden die Gele zweimal für 10 Minuten mit Wasser gewa-

schen und anschließend mit 1:100 verdünnter Silbernitratlösung für 10 Minuten inkubiert. Es 

folgte ein einminütiger Waschschritt mit 50 ml Wasser. Für die Entwicklung wurden die SDS-

Gele für 5-10 Minuten in Entwicklerlösung (5 ml „ProteoSilver Developer 1“ und 0,1 ml „Pro-

teoSilver Developer 2“ mit doppelt destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefüllt) geschwenkt. 

War die gewünschte Bandenintensität erreicht, wurden 5 ml „ProteoSilver Stop Solution“ 

hinzugegeben und für 5 Minuten bei 20 rpm inkubiert. Die Lagerung der Gele erfolgte in 

Wasser bei 4°C.  

 

 

3.2.7 Coomassiefärbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamid-Gelen nach 
Kang 

 

Die Coomassiefärbung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen wurden nach Kang durchge-

führt (Kang et al., 2002). Die Färbung von Proteinen mittels dieser Methode resultiert nicht 
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nur in einer geringeren Färbung des Gelhintergrundes, sondern soll die Nachweisgrenze 

durch Coomassie an die 1 ng pro Proteinbande einer Silberfärbung annähern. Die SDS-

Polyacrylamid-Gele wurden nach dem Gellauf dreimal für 10 Minuten mit doppelt destillier-

tem Wasser gewaschen, um die Färbung des Hintergrundes zu verringern. Anschließend 

wurden die Gele über Nacht in der Färbelösung (0,02% Coomassie Brilliant Blue G250, 2% 

Phosphorsäure, 5% Aluminiumsulfat, 10% Ethanol) bei 20 rpm inkubiert. Um den Kontrast 

zwischen Gelbanden und Hintergrund zu erhöhen, wurden die Gele für 10 Minuten mit des-

tilliertem Wasser gewaschen. Die Lagerung der Gele erfolgte in Wasser bei 4°C. Für mas-

senspektrometrische Analysen wurden die Gelbanden ausgeschnitten, in Reaktionsgefäße 

mit Wasser überführt und für weitere Analysen an das Zentrallabor für Proteinanalytik der 

Universität München geschickt.  

 

 

3.2.8 Western Blot Analysen  
 

Mit Hilfe des „BioRad TransBlot SemiDry“ Western Blot Systems wurden gelelektrophore-

tisch aufgetrennte Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. Für diese Methode wur-

den zwei Filterpapiere (je 1mm dick), getränkt in Western Blot Puffer auf die Anodenseite 

der Western Blot Kammer gelegt. Die PVDF-Membran wurde mit Methanol aktiviert, mit 

Western Blot Puffer gewaschen und auf die beiden zuvor platzierten Filterpapiere gelegt. 

Das SDS-Polyacrylamid-Gel, das zuvor für 20 Minuten in Western Blot Puffer equilibriert 

worden war, wurde auf die Membran gelegt. Anschließend folgten zwei weitere Filterpapie-

re, die zuvor mit Western Blot Puffer versetzt worden waren. Die Kammer wurde mit dem 

Kathoden-Deckel verschlossen. Die Elektrophorese erfolgte mit 5,5 mA/cm2 für 14-20 Minu-

ten (je nach Proteingröße). Anschließend wurden die PVDF-Membranen für 1 bis 2 Stunden 

in 5% fettfreiem Milchpulver, das in TBS gelöst war, geblockt. Der primäre Antikörper wurde 

in 2% BSA (gelöst in TBS) verdünnt und über Nacht auf der Membran bei 20 rpm und 4°C 

inkubiert. Es folgten drei zwanzigminütige Waschschritte mit TBS-T bei 50 rpm auf Raum-

temperatur. Der sekundäre Antikörper wurde entweder in 2% BSA oder 2,5% Milchpulver 

(gelöst in TBS) verdünnt. Die Inkubation der Membran erfolgte für eine Stunde bei 20 rpm 

auf Raumtemperatur. Anschließend folgten wieder drei zwanzigminütige Waschschritte mit 

TBS-T. Alle sekundären Antikörper waren mit einer aus Meerrettich stammenden Peroxidase 



Methoden 

56 

gekoppelt. Mit Hilfe des ECL Prime Kits und dem Kamerasystem ImageQuant LAS-4000 konn-

ten die durch die Antikörper erkannten Proteinbanden visualisiert werden. Die Lagerung der 

Membranen erfolgte in TBS-T bei 4°C.  

 

 

3.2.9 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen nach Bradford 
 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) beruht auf dem Prin-

zip, dass sich bei der Bindung von Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Lö-

sung das Absorptionsmaximum der Farbe quantitativ von 465 nm nach 595 nm verschiebt. 

Zur Beurteilung der Abhängigkeit von Absorptionshöhe zur Proteinkonzentration wurde zu-

nächst eine Eichgerade mit BSA-Lösungen von 1 bis 20 μg/ml erstellt. Dafür wurden je 20 μl 

der Eichlösungen mit je 1 ml Bradford Reagenz versetzt. Die Lösung wurde für 10 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend spektralphotometrisch bei 595 nm vermes-

sen. Um die Proteinkonzentration von Proteinlösungen zu ermitteln, wurde das gleiche Ver-

fahren angewandt. Es wurde 1 bis 5 µl der Proteinlösungen mit destilliertem Wasser auf 20 

µl Gesamtvolumen aufgefüllt und mit 1 ml Bradford Reagenz versetzt. Nach 10minütiger 

Inkubation wurden die Lösungen spektralphotometrisch gemessen und die Konzentrationen 

anhand der Eichgeradengleichung berechnet.  

 

 

3.3 Mikroskopie 
 

3.3.1 Epifluoreszenzmikroskopie 
 

Für die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurden die Zellen über Nacht auf 8-well Kam-

merobjektträgern kultiviert. Anschließend wurde das Medium von den Zellen vorsichtig ab-

gesaugt und zwei Waschschritte mit 37°C warmem PBS vorgenommen. Für die Fixierung der 

Zellen wurde 4% Formaldehyd in PBS verwendet. Die Inkubation erfolgte für 10 Minuten auf 

Raumtemperatur. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und mit 0.5% Triton-

X-100 für 15 Minuten permeabilisiert. Anschließend folgten zwei Waschschritte mit PBS. Die 

Zellen wurden mit 5% Ziegen-Serum für eine Stunde auf Raumtemperatur geblockt, bevor 
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sie für eine Stunde mit dem primären HSF1-Antikörper (Herkunft aus Ratte), verdünnt in 

0,1% Ziegen-Serum in PBS, inkubiert wurden. Um ungebundene Antikörper zu entfernen, 

wurden die Zellen dreimal für 5 Minuten mit PBS gewaschen. Als sekundärer Antikörper 

wurde ein Cy2™-gekoppelter anti-Ratte IgG Fcγ-Fragment-spezifischer Antikörper, verdünnt 

in 0.1% Ziegen-Serum in PBS, verwendet. Die Zellen wurden eine Stunde in der Antikörper-

Lösung inkubiert und anschließend dreimal für 5 Minuten mit PBS gewaschen. Anschließend 

wurden die Zellen mit „Mounting“-Medium (1.5% N-Propylgallat, 60% Glycerol, 80 ng/ml  

4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) überschichtet. Epifluoreszenzmikroskopische Bilder wur-

den an einem entsprechend ausgestatteten „Axiovert 100“-Mikroskop aufgenommen. Die 

maximale Anregung von Cy2™ (Cyanin) liegt bei einer Wellenlänge von 492 nm, während das 

emittierte Licht eine Wellenlänge von 510 nm besitzt und somit im grünen Bereich des Licht-

spektrums liegt. Das Absorptionsmaximum von DAPI liegt bei einer Wellenlänge von 358 nm, 

das Emmissionsmaximum bei 461 nm (blauer Bereich des Lichtspektrums). Da DAPI die Ei-

genschaft besitzt an AT-reiche Regionen in der kleinen Furche der DNA zu binden, wird 

hiermit eine Färbung der DNA im Nukleus der Zellen erreicht.  

 

 

3.4 Klonierung  
 

3.4.1 Restriktionshydrolyse von Nukleinsäuren 
 

Für die Restriktionshydrolyse von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA wurden ausschließlich 

Restriktionsenzyme des Typs II verwendet. Bei Enzymen des Typs II korrelieren die Erken-

nungsstellen mit ihren Schnittstellen. Die Restriktionshydrolysen wurden entsprechend der 

Herstellerangaben durchgeführt.  

 

 

3.4.2 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsäuren 
 

Für die analytische und präparative Auftrennung von Nukleinsäuren wurden 1-2% Agarose-

Gele in TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat pH 7,5, 2,5 mM EDTA) verwendet. Die Gele wurden 

mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid (EtBr) oder 5µl/100ml Midori-Green Farbstoff versetzt. Die 



Methoden 

58 

Fluoreszenz der in die DNA interkalierten Farbstoffe wurde auf einem UV-Transilluminator 

detektiert. 

 

 

3.4.3  Isolation von DNA aus Agarosegelen 
 

Für die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraction 

Kit laut Herstellerangaben verwendet. Die DNA-Banden wurden zunächst mit einem sterilen 

Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, mit dem Extraktions-Kit aufgereinigt und die isolierte 

DNA, die mit 10 mM Tris-Cl (pH 8,0) eluiert worden war, bei -20°C gelagert.  

 

 

3.4.4 Ligation von Nukleinsäuren 
 

Für die Ligation von DNA-Fragmenten wurde das Rapid DNA Ligation Kit von Roche benutzt. 

Die Ligation der Vektoren pRS-TAP-EYFP-N-P-mHsf1 und pRS-mHsf1-EYFP-TAP-P wurden mit 

dem TOPO TA Cloning Kit von Invitrogen und dem Quick Ligation Kit von NEB entsprechend 

der Herstellerangaben durchgeführt. Die Reaktionen wurden entsprechend der Hersteller-

angaben in einem Reaktionsvolumen von 30 µl auf Raumtemperatur vorgenommen und an-

schließend auf Eis inkubiert oder auf -20°C gelagert.  

 

 

3.5 Mikrobiologische Arbeiten 
 

3.5.1 Kultivierung von E. coli Stämmen 
 

Für die Anzucht von E. coli Stämmen wurden jeweils 2 ml TB-Medium mit einer Einzelkolonie 

der Bakterien angeimpft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Für Plasmidpräpe-

rationen im großen Maßstab wurden 2,5 ml TB-Medium mit einer Baktierenkolonie ange-

impft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurde die wachsen-

de Bakterienkultur 1:50 in 2,5 ml verdünnt und für 6 Stunden inkubiert. Anschließend wurde 

eine über Nacht wachsende Bakterienkultur angesetzt. Hierfür wurden die 2,5 ml der wach-
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senden Bakterienkultur in 200 ml TB-Medium überführt und über Nacht bei 37°C und 250 

rpm inkubiert. Für die kurzfristige Haltung von Bakterienstämmen wurden die Bakterien-

Zellen mit einer Impföse auf LB-Agar-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inku-

biert. Waren Einzelkolonien sichtbar, wurden die Platten für 4 Wochen bei 4°C gelagert.  

 

 

3.5.2 Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen nach Inoue 
 

Die Herstellung kompetenter E. coli Zellen zur Plasmidtransformation erfolgte nach Inoue 

(Inoue et al., 1990). Hierfür wurden E. coli in 1 L SOB Medium bei 18°C bis zu einer OD600 

(optische Dichte bei 600 nm) von 0,5-0,8 angezogen und anschließend durch Zentrifugation 

bei 4000xg und 4°C für 20 Minuten geerntet. Die Zellen wurden in 40 ml eiskaltem Trans-

formationspuffer (TB-Puffer) resuspendiert und für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie-

ßend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 4000xg und 4°C für 20 Minuten. Die Zellen 

wurden in 20 ml eiskaltem Transformationspuffer resuspendiert. Daraufhin wurde DMSO bis 

zu einer Endkonzentration von 7% hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 10 Minuten 

wurden 200 µl Aliquots der Bakterien in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C 

gelagert.  

 

 

3.5.3 Transformation von E. coli 

 

Für die Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA wurden kompetente Bakterien langsam 

aufgetaut und auf Eis gelagert. 5-10 ng der Plasmid-DNA wurden zu den Zellen hinzugegeben 

und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein 45sekündiger Hitzeschock bei 42°C. Der 

Transformationsansatz wurde anschließend mit 1 ml warmem LB-Medium versetzt und bei 

37°C für eine Stunde inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 1500xg für 5 Minuten. Die 

pelletierten Bakterien wurden in 100 µl LB-Medium resuspendiert und anschließend auf LB-

Agarplatten ausgestrichen. Die Agarplatten wurden bei 37°C über Nacht inkubiert.  
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3.5.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 

 

Für die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab wurde das GenJET Plasmid Miniprep 

Kit von Fermentas verwendet. 2 ml TB-Medium wurden mit einer Bakterienkolonie ange-

impft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Die Isolation der Plasmid-DNA erfolg-

te entsprechend der Herstellerangaben. Nach der Isolation wurde die Plasmid-DNA für 

restriktionshydrolytische Analysen (siehe Kapitel 3.4.1) verwendet und anschließend bei -

20°C gelagert. 

Sollte eine Aufreinigung von Plasmid-DNA im großen Maßstab erfolgen, wurde das Qiagen 

Plasmid Maxi Kit benutzt. Nach der Isolation, die entsprechend der Herstellerangaben 

durchgeführt wurde, wurde die Plasmid-DNA für Transfektionen von humanen und murinen 

Zelllinien (siehe Kapitel 3.1.2) verwendet.  

 

 

3.6 Arbeiten mit Nukleinsäuren 
 

3.6.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 

Die Konzentration von gelösten Nukleinsäuren wurde spektralphotometrisch über die Ab-

sorption bei 260 nm bestimmt. Für die Bestimmung der Reinheit diente der Quotient 

E260/E280. Für reine DNA-Lösungen wurden Werte ≥ 1,8 erwartet.  

 

 

3.6.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 

Die Polymerasekettenreaktion wurde eingesetzt, um gezielt Gene oder Genabschnitte aus 

Vektoren oder genomischer DNA zu amplifizieren. Hierfür wurde der Phusion High Fidelity 

PCR MasterMix eingesetzt. Die Phusion DNA Polymerase besitzt eine 3´-5´ Exonukleaseaktivi-

tät (Proofreading), die laut Herstellerangaben eine 50-fach geringere Fehlerrate besitzt, als 

die gewöhnliche Taq DNA Polymerase. Zusätzlich wurde die Polymerasekettenreaktion in 

dieser Arbeit für die Genotypisierung von Mäusen verwendet. Hierfür wurde das TopTaq 

Mastermix Kit von Qiagen benutzt. Die PCR Kits wurden entsprechend der Herstellerangaben 
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verwendet. Für die Amplifizierung von Genen aus Plasmid-DNA wurden 10 ng Plasmid-DNA 

als Template eingesetzt. Wenn genomische DNA verwendet wurde, dann wurden 2-5 µl der 

in 200 µl Tris-Cl pH 8.0 gelösten DNA pro Reaktion eingesetzt. Für alle Reaktionen wurden 25 

pmol/µl der Primer benutzt. Folgende Reaktionsbedingungen wurden für die Polymeraseket-

tenreaktion verwendet (vgl. Tabelle 3.1). Die erhaltenen PCR-Produkte wurden gele-

lektrophoretisch aufgetrennt und isoliert.  

 

 

Tabelle 3.1: Reaktionsbedingungen für die Polymerasekettenreaktion 

Zeit Temperatur Zyklenanzahl 

3 Minuten 94°C 1 

30 Sekunden 

30 Sekunden 

1-3 Minuten** 

94°C 

55-64°C* 

72°C 

35-45 

10 Minuten 72°C 1 

* Die Temperatur wurde entsprechend der mittleren Schmelztemperatur der Primer (Tm-Wert) variiert. 

**Die Elongationszeit wurde entsprechend der Größe des zu erwartenden PCR-Produktes variiert.  

 

 

3.6.3 Isolierung von RNA aus Zellen 
 

Für die Isolation von RNA (Ribonukleinsäure) wurden murine Zellen für 24 bis 48 Stunden in 

Zellkulturgefäße ausplattiert, so dass sie am Tag der Isolation eine Konfluenz von 90% er-

reicht hatten. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber vom Gefäßbo-

den gelöst und in Reaktionsgefäße überführt. Die Pelletierung der Zellen erfolgte für 3 Minu-

ten bei 300xg. Anschließend wurden die Zellen in 1 ml TriFast resuspendiert und für 5 Minu-

ten bei Raumtemperatur lysiert. Trizol enthält Guanidiniumthiocyanat, das Zellen lysiert und 

gleichzeitig RNasen und Enzyme inaktiviert. Nach der Inkubation wurden 200 µl Chloroform 

hinzugefügt, gevortext und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein 

Zentrifugationsschritt für 15 Minuten auf 17000xg bei 4°C, um eine Trennung der wässrigen 

und organischen Phase zu erreichen. Die obere wässrige Phase enthielt die zu isolierende 

RNA, die Interphase DNA und die darunter liegende organische Phase enthielten Proteine. 

Die wässrige Phase wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Für die 
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Präzipitation der RNA wurden 400-500 µl Isopropanol hinzugefügt. Anschließend wurden die 

Reaktionsgefäße für 10 Minuten auf 17000xg bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

sorgfältig abgenommen und das RNA-Pellet mit 500 µl 70% Ethanol gewaschen. Nach einer 

zehnminütigen Zentrifugation bei 17000xg bei 4°C wurde der Überstand verworfen und das 

Pellet für 10 Minuten auf Raumtemperatur getrocknet. Anschließend wurde die pelletierte 

RNA in 30 µl RNase-freiem Wasser aufgenommen und bei -80°C gelagert.  

 

 

3.6.4 cDNA Synthese aus RNA durch Reverse Transkription 
 

Für die Generierung von cDNA aus isolierter RNA wurde das QuantiTect Reverse Transkripti-

on Kit der Firma Qiagen verwendet. Es wurden jeweils 500-1000 ng RNA pro Reaktion in 

cDNA umgeschrieben. Um eventuelle Kontaminationen mit genomischer DNA zu beseitigen, 

wurde im ersten Schritt „gDNA Wipeout Buffer“ verwendet. Im zweiten Schritt der Reaktion 

erfolgte die Umschreibung von RNA in kodierende DNA. Hierfür wurde das Enzym Reverse 

Transkriptase verwendet, welches ursprünglich aus Retroviren stammt. Die Umschreibung 

erfolgte für 30 Minuten bei 42°C. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C gelagert.  

 

 

3.6.5 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 
 

Die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (oder auch Real Time Polymeraseket-

tenreaktion) ist eine Methode, die eine Quantifizierung der gewonnen cDNA zulässt. Wäh-

rend der PCR-Zyklen, die auf dem Prinzip der herkömmlichen Polymerasekettenreaktion be-

ruhen, wird entstehende Fluoreszenz in Echtzeit erfasst. Die Fluoreszenz entsteht proportio-

nal zur Menge des PCR-Produktes. Für diese Art der Polymerasekettenreaktion sind spezielle 

Sonden nötig. Die hier verwendeten TaqMan-Sonden, oder auch Hydrolyse-Sonden genannt, 

sind an ihrem 5´-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescein (6-FAM) und an 

ihrem 3´-Ende mit dem Quencher-Farbstoff 6-Carboxy-tetramethylrhodamin (TAMRA) ge-

koppelt. Das Enzym Taq-Polymerase, das in dieser Methode eingesetzt wird, enthält eine 5´-

Exonukleaseaktivität, die bei der Synthese der DNA den Reporterfarbstoff 6-FAM von der 

DNA ablöst. Nach vollständiger Synthese des PCR-Produktes wird auch der Quencher-
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Farbstoff frei. Die räumliche Trennung der beiden Farbstoffe führt dazu, dass der Quencher 

TAMRA nach Anregung des Farbstoffes 6-FAM mit 488 nm, dessen Fluoreszenz nicht mehr 

unterdrücken kann. Die so entstehende Fluoreszenz kann durch die Real Time PCR-Maschine 

in Echtzeit gemessen werden.  

Für die PCR-Reaktion wurden in jedes Well einer 96-Well Platte jeweils 10 ng cDNA, gelöst in 

5 µl Wasser, 5 pmol der Primer und Sonde, sowie 10 µl 2x LightCycler480 „Master Mix“ pi-

pettiert. Die 96-well Platte wurde mit einer Folie verschlossen und die Messung im LightCyc-

ler480 Real-Time PCR System vorgenommen. Folgende Reaktionsbedingungen wurden für 

die Real Time Polymerasekettenreaktion verwendet (vgl. Tabelle 3.2).  

 

Tabelle 3.2: Reaktionsbedingungen für die Real Time Polymerasekettenreaktion 

Zeit Temperatur Zyklenanzahl 

2 Minuten 50°C 1 

10 Minuten 95°C 1 

15 Sekunden 

1 Minute 

95°C 

60°C 
40 

30 Minuten 40°C 1 

 

 

Die Analysefunktion der Software wurde für die Auswertung der gewonnen Daten verwen-

det. Die CT-Wert-Ermittlung (engl. Cycle Threshold für Schwellenwert-Zyklus) wurde anhand 

der zweiten Ableitung ermittelt. Um die Transkriptlevel der untersuchten Gene zu bestim-

men, wurde die Differenz (ΔCt) der CT-Werte des konstitutiv exprimierten Gens (Housekee-

per Gen) und der Zielgene gebildet. Die ermittelten Werte wurden in die Gleichung 2-(ΔCt) 

eingesetzt.  
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3.7 Arbeiten mit Versuchstieren 
 

3.7.1 Tierhaltung 
 

Die hier verwendeten Mäuse waren in der Tierversuchsanlage des Leibniz-Instituts für Um-

weltmedizinische Forschung (IUF) der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf untergebracht. 

Die Tiere wurden unter speziellen pathogenfreien und standardisierten Bedingungen bei 

einer Raumtemperatur von 20-22 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca. 55% in ei-

nem 12-Stunden Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Sie erhielten Futter und Wasser ad libitum. 

Die Durchführung von Tierversuchen erfolgte nach der Genehmigung durch das Landesamt 

für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV).  

 

 

3.7.2 Isolierung von genomischer DNA aus Mausschwanzspitzen 
 

Für die Isolierung von genomischer DNA aus Mausschwanzspitzen wurden je 2 mm der 

Schwanzspitzen mit einer Schere abgeschnitten und in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Es 

wurden jeweils 200 µl PBND-Puffer und 10 µl 10 mg/ml Proteinase K für die Lyse zu den 

Mausschwanzspitzen hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 56°C im Thermo-

schüttelblock bei 600 rpm. Anschließend wurden die Lysate für 10 Minuten bei 17000xg 

zentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die DNA wurde mit 

jeweils 200 µl Isopropanol gefällt und die genomische DNA für 10 Minuten bei 17000xg pel-

letiert. Die DNA wurde mit 200 µl 70% Ethanol gewaschen und anschließend bei 17000xg für 

10 Minuten zentrifugiert. Die isolierte genomische DNA wurde danach in 100 µl 10 mM Tris-

Cl pH 8,0 gelöst und bei 56°C für eine Stunde inkubiert.  

 

 

3.7.3 Intraperitoneale Injektion von Mäusen mit 17-DMAG und Cyc-
lophosphamid 

 

Für die Untersuchung des Einflusses des Geldanamycin-Derivates 17-DMAG auf die zirkadia-

ne Uhr in peripheren Organen von Säugetieren, wurden männliche Mäuse im Alter von 12-

14 Wochen verwendet. Für diese Untersuchung wurde den Mäusen 7 Tage lang an ZT4 (10 
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Uhr morgens) oder ZT16 (22 Uhr abends) das Geldanamycin-Derivat 17-DMAG intraperito-

neal (lat. intra „innen“ und peritoneum „Bauchfell“) injiziert. Um die maximal tolerierbare 

Dosis (MTD) von 17-DMAG festzustellen, wurden den Mäusen im ersten Versuch 5, 10, 20 

oder 40 mg/kg Körpergewicht 17-DMAG, gelöst in PBS, intraperitoneal injiziert. In den fol-

genden Versuchen wurden die Mäuse mit einer Kombination aus 40 mg/kg 17-DMAG und 

150 mg/kg Cyclophosphamid, gelöst in PBS, zu den oben genannten Zeitpunkten behandelt. 

Injektionen mit PBS wurden für Kontrollanalysen zusätzlich vorgenommen. Während 17-

DMAG nur die ersten 7 Tage verabreicht wurde, wurde Cyclophosphamid an Tag 3, 7 und 9 

intraperitoneal injiziert. Das Körpergewicht der Mäuse wurde über den gesamten Versuchs-

zeitraum (Tag 1 bis 14) dokumentiert.   

 

 

3.7.4 Generierung einer konditional Hsf1-TAP exprimierenden Knock-In 
Maus 

 

Die Generierung der konditional-Hsf1-TAP exprimierenden Knock-In Maus wurde von der 

Firma TaconicArtemis durchgeführt. Hierfür wurde die cDNA des murinen Hitzeschock-

Faktor 1 (Hsf1), gekoppelt an die Sequenz des Tandem-Affinitätsaufreinigungskomplexes 

(TAP), in Intron 1 des Rosa26-Lokus von C57BL/6NTac Mäusen eingefügt. Die vor dem Hsf1-

TAP liegende Neomycin-Kassette wurde von zwei loxP Sequenzen flankiert (siehe Abb. 3.1 

A). Die konstitutive Expression von Hsf1-TAP wurde durch eine Cre-vermittelte Exzision der 

Neomycin-Kassette erreicht (vgl. Abb. 3.1 B). Hierfür war eine Verpaarung mit Mäusen nötig, 

die die Cre-Rekombinase exprimierten. Nach der Exzision der Neomycin-Kassette steuerte 

der Rosa26 Promoter die Expression des TAP-gekoppelten Hsf1.  
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A

B

A

B

 

 

 

Murine Genomregion

Rosa26 Exon (Maus)

Hsf1 open reading frame

Splicing Akzeptor-Sequenz

loxP Sequenz

Polyadenylierungssignal

Murine Genomregion

Rosa26 Exon (Maus)

Hsf1 open reading frame

Murine Genomregion

Rosa26 Exon (Maus)

Hsf1 open reading frame

Splicing Akzeptor-Sequenz

loxP Sequenz

Polyadenylierungssignal
 

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Hsf1-TAP enthaltenden ROSA26-Lokus 
(A) Die Sequenz des TAP-fusionierten murinen Hsf1 wird durch eine Splicing Akzeptor-Sequenz (SA) und eine 
Sequenz, die Informationen für ein Polyadenylierungssignal enthält (hGHpA) im ROSA26-Lokus auf Chromosom 
6 flankiert. Upstream dieser Sequenz liegt eine Sequenz-Kassette, deren Expression eine Neomycin-Resistenz 
(NeoR) vermittelt. Diese wird ebenfalls durch eine Splicing Akzeptor-Sequenz und das Gen für ein Polyadenylie-
rungssignal, sowie durch 2 loxP Sequenzen flankiert. (B) Nach Rekombination durch das Cre-Enzym steht Hsf1-
TAP unter direkter Kontrolle des ROSA26-Promotors. 

              

 

3.7.5 Gesamtzellproteinextrakte aus Mauslebern 
 

Für die Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus Mausleberzellen für die Tandem-

Affinitätsaufreinigung wurden Versuchstiere durch zervikale Dislokation euthanasiert und 

Lebern nach Perfusion mit PBS entnommen. Für eine kurzzeitige Lagerung wurden die Le-

bern in PBS auf Eis in 15 ml Reaktionsröhrchen aufbewahrt. Um Gesamtzellproteinextrakte 

zu erstellen, wurden Lebern in 1 ml TAP-Lysierungspuffer aufgenommen und homogenisiert. 

Anschließend wurden 5 ml TAP-Lysierungspuffer hinzugegeben und eine Inkubation für 30 

Minuten auf Eis vorgenommen. Um die Zellen und den Zellkern noch effizienter aufschließen 

zu können, wurde die Zellsuspension bei 70% für 20 Sekunden einer Ultraschallbehandlung 

unterzogen. Da auch DNA-gebundene HSF1-Proteinkomplexe isoliert werden sollten, wurde 

anschließend die DNA mit 50 U/ml DNase I für 60 Minuten verdaut. Da DNase I Kalzium- und 

Magnesium-abhängig ist, wurden dem Puffer zusätzlich 3mM CaCl2 und 10 mM MgCl2 hinzu-
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gefügt. Die Proteinextrakte wurden zweimal für 30 Minuten bei 17000xg zentrifugiert. Der 

Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und ein Bradford-Assay für die Ana-

lyse der Proteinkonzentration durchgeführt. Anschließend konnten die Gesamtzellproteinex-

trakte für TAP-Tag Aufreinigungen verwendet werden (vgl. Kapitel 3.2.4).  
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Analyse der Interaktion zwischen Hitzeschock-Protein 90 und 
der zirkadianen Uhr in Säugetieren 

 

Ein Gegenstand der Untersuchung der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der 

Interaktion von HSP90 und der zirkadianen Uhr in Säugetieren. HSP90 ist sowohl als Regula-

tor von HSF1 bekannt, als auch direkt durch HSF1 reguliert (Nadeau et al., 1993; Zou et al., 

1998). Die Expression von HSP90 in der Leber und dem SCN von Mäusen erwies sich als hoch 

rhythmisch (Kornmann et al., 2007; Fukuyama et al., 2008). Bis zu diesem Zeitpunkt ist je-

doch keine Funktion von HSP90 in der zirkadianen Uhr von Säugetieren beschrieben worden.  

Für die Untersuchung dieses Zusammenhangs wurde in der vorliegenden Arbeit die Funktion 

von HSP90 durch spezifische Inhibitoren in Mausfibroblasten gehemmt und der Effekt auf 

die molekulare Uhr dieser Zellen analysiert. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf die 

Mitglieder des positiv regulierenden Arms der molekularen Uhr gelegt, da bereits gezeigt 

werden konnte, dass in vitro translatiertes BMAL1 und HSP90 miteinander interagieren (Ho-

genesch et al., 1997). Ein Knock-down von BMAL1 führte in humanen U2OS Zellen außerdem 

zu einer Verminderung der zirkadianen Amplitude bis hin zur Arrhythmizität (Baggs et al., 

2009). 

In ersten Versuchen wurde durch Echtzeit-Biolumineszenz-Messungen die Auswirkung der 

pharmakologischen Inhibition von HSP90 auf die zirkadiane Uhr von NIH3T3 Zellen unter-

sucht. Durch Analysen der mRNA-Level der Gene der molekularen Rückkopplungsschleife 

und der Untersuchung der Proteinstabilität und Halbwertszeit der Proteine BMAL1 und 

CLOCK wurde die Verbindung zwischen HSP90 und dem zirkadianen Oszillator mechanistisch 

charakterisiert. In Experimenten mit Mäusen sollte in vivo die Auswirkung der HSP90-

Inhibition auf die tageszeitabhängige Zytotoxizität des Chemotherapeutikums Cyc-

lophosphamid untersucht werden.  
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4.1.1 Analyse der Funktion des zirkadianen Oszillators nach HSP90-
Inhibition durch Reportergen-Messungen 

 

Die Untersuchung der Auswirkung der pharmakologischen Inhibition von HSP90 auf die zir-

kadiane Uhr wurde in NIH3T3-Mausfibroblasten vorgenommen. Die hier verwendete Zelllinie 

(NIH3T3-Bmal1-Luc) exprimiert stabil ein Luziferase-Gen, welches unter der Kontrolle des 

zirkadian regulierten Bmal1-Promotors steht (Nagoshi et al., 2004). Durch Echtzeit-

Biolumineszenz-Messungen ist es möglich, die rhythmische Aktivität der endogenen zirkadi-

anen Uhr dieser Zellen zu analysieren, da die zirkadiane Aktivierung des Luziferase-Gens der 

des molekularen Rückkopplungsschleifen-Gens Bmal1 entspricht.  

Die Aktivität von HSP90 wurde durch die Behandlung der Mausfibroblasten mit dem benzo-

chinoiden Ansamycin 17-AEP-GA, einem Geldanamycin-Derivat, inhibiert. Geldanamycin und 

seine Derivate binden an die ATP-Bindetasche in der N-terminalen Domäne von HSP90. Gel-

danamycin verhindert somit die Bindung von ATP an HSP90 und die darauf folgende Kon-

formationsänderung von einer offenen in eine geschlossene Form des HSP90-Dimers. Client-

Proteine können daraufhin nicht mehr von HSP90 gebunden werden und werden durch das 

Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut (Taldone et al., 2009). Das Derivat 17-AEP-GA weist 

eine geringe Zytotoxizität und hohe Wasserlöslichkeit auf und bindet in vitro mit einem Kd-

Wert von 0,4 µM an HSP90 (Tian et al., 2004). 

Für die Echtzeit-Biolumineszenz-Analysen wurden die verwendeten Mausfibroblasten an Tag 

0 mit 50% Pferdeserum für 2 Stunden inkubiert. Die Behandlung mit Pferdeserum führt 

durch die Aktivierung von immediate-early Genen, wie Per1, Per2 und c-fos zu einer Neuein-

stellung der Phase und daraus resultierenden Synchronisierung der zirkadianen Oszillatoren 

der Zellen (Balsalobre et al., 1998). Anschließend wurde HSP90 in den Zellen durch die Be-

handlung mit 17-AEP-GA inhibiert.  

Die Analysen in Abbildung 4.1 A zeigen, dass mit steigender Konzentration von 17-AEP-GA 

(0,4 – 1,2 µM) eine zunehmende Veränderung der Phase und der Amplitude der zirkadianen 

Oszillation der NIH3T3-Zellen beobachtet werden konnte. Durch die Behandlung der Zellen 

mit 0,6 µM 17-AEP-GA (vgl. Abb. 4.1 B) betrug die Phasenverschiebung der zirkadianen Oszil-

lation durchschnittlich 2,75 Stunden im Vergleich zur Phase unbehandelter Kontrollzellen 

(H2O: 13,1 ± 1,1 h; 17-AEP-GA: 15,8 ± 1,1 h; Abb. 4.1 B und C). Zellen, die mit 17-AEP-GA be-

handelt wurden, wiesen außerdem eine reduzierte Amplitude der zirkadianen Oszillation 

auf. Diese Veränderung wird im Besonderen nach 72- bis 96-stündiger Inkubation deutlich 
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(Abb. 4.1 A und B). Bei Zellen, die mit 0,6 µM 17-AEP-GA behandelt worden waren, konnte 

nach 72 Stunden eine signifikante Amplitudenreduktion von ca. 30% (H2O: 921 ± 122 

Counts/min; 17-AEP-GA: 649 ± 173 Counts/min) verzeichnet werden (vgl. Abb. 4.1 D). Die 

Periodenlänge der zirkadianen Uhr war unter diesen Bedingungen durch die HSP90-

Inhibition nicht signifikant beeinträchtigt (H2O: 24,9 ± 0,7 h; 17-AEP-GA: 25,4 ± 0,8 h; Abb. 

4.1 E). 
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Abbildung 4.1: Echtzeit-Biolumineszenz-Analyse von NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen nach 17-AEP-GA Behandlung 
Synchronisierte NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen wurden mit 0,4, 0,8, 1,2 µM (A), 0,6 µM (B) oder Wasser als Lö-
sungsmittelkontrolle an Tag 0 versetzt. Die Biolumineszenz (Counts/Minute) wurde in Echtzeit über 120 Stun-
den gemessen. Die Mittelwerte der Veränderungen der Phase (C), der Amplitude (D) und der Periodenlänge (E) 
acht unabhängiger Replikate (n=8) wurden nach 72-stündiger Behandlung mit 0,6 µM 17-AEP-GA analysiert. 
Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar. ns = nicht signifikant; ** p<0.005; *** p<0.0005 (zweiseitiger 
T-Test) 

 



Ergebnisse 

71 

 

Für alle folgenden Experimente wurden 17-AEP-GA Konzentrationen von 0,6 oder 0,8 µM 

verwendet, da bei diesen Konzentrationen keinerlei zytotoxischer Effekt zu beobachten war 

(siehe Anhang Abb. 7.1 C), die zirkadiane Uhr der Zellen jedoch signifikant beeinträchtigt 

wurde.  

 

Da die stärksten Effekte der HSP90-Inhibition auf die zirkadiane Uhr nach 72 bis 96 Stunden 

detektiert werden konnten, wurden für weitere Analysen NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen für 3 

Tage in 0,6 µM 17-AEP-GA enthaltendem Medium vorinkubiert. Die Zellen wurden an Tag 0 

synchronisiert, erneut mit 0,6 µM 17-AEP-GA versetzt und die Biolumineszenz in Echtzeit 

über 5 Tage gemessen. Die Vorbehandlung (vb) der NIH3T3-Zellen mit 17-AEP-GA führte zu 

einem verstärkten Effekt auf die zirkadiane Uhr. Die Zellen wiesen ein verändertes Oszillati-

onsmuster ihres zirkadianen Rhythmus auf (Abb. 4.2 A (0,6µM vb)). Entsprechend der Beo-

bachtungen zuvor, konnte in diesem Experiment ebenfalls ein signifikanter Effekt auf die 

Amplitude (H2O: 610 ± 58 Counts/min; 17-AEP-GA: 34 ± 18 Counts/min; Abb. 4.2 C) und die 

Phase (H2O: 12,1 ± 0,87 h; 17-AEP-GA: 17,7 ± 1,4 h; Abb. 4.2 B) verzeichnet werden, während 

die Periodenlänge (H2O: 25,2 ± 0,7 h; 17-AEP-GA: 24,8 ± 0,5 h; Abb. 4.2 D) unbeeinflusst 

blieb.   

Um ausschließen zu können, dass der detektierte Effekt auf Phase und Amplitude durch 17-

AEP-GA Behandlung ausschließlich durch einen Nebeneffekt auf die Luziferase-

Reportergenaktivität hervorgerufen wurde, wurden die mRNA-Level von endogenem Bmal1 

in unbehandelten Kontrollzellen und 0,6 µM 17-AEP-GA-behandelten NIH3T3-Bmal1-Luc 

Zellen untersucht. Die Zellen wurden nach 48 Stunden während eines Zeitraums von 24 

Stunden alle 4 Stunden geerntet, um die mRNA-Expression von Bmal1 in einem vollständi-

gen zirkadianen Zyklus untersuchen zu können. Die endogene Bmal1 Genexpression spiegel-

te sowohl die zuvor beobachtete veränderte Phase, als auch die reduzierte Amplitude wider 

(vgl. Abb. 4.2 E). 
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Abbildung 4.2: Echtzeit-Biolumineszenz-Messung und mRNA-Analyse von NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen nach 
Vorbehandlung mit 17-AEP-GA 
(A) NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen wurden für 3 Tage mit 0,6 µM 17-AEP-GA in Medium vorinkubiert (0,6µM (vb)) 
und nach der Synchronisierung an Tag 0 erneut mit 0,6 µM 17-AEP-GA versetzt. Die Biolumineszenz 
(Counts/Minute) wurde in Echtzeit über 120 Stunden gemessen. Die Mittelwerte der Veränderungen der Phase 
(B), der Amplitude (C) und der Periodenlänge (D) drei unabhängiger Replikate (n=3) wurden in NIH3T3-Bmal1-
Luc nach 72-stündiger Behandlung mit 0,6 µM 17-AEP-GA analysiert. (F) Endogene Bmal1 mRNA-Level von 
unbehandelten und von 3-Tage 17-AEP-GA vorinkubierten NIH3T3-Bmal1-Luc, normalisiert auf die mRNA-
Expression des Housekeeper-Gens Eef1a, wurden verglichen (n=2). Fehlerbalken stellen Standardabweichungen 
dar. ns = nicht signifikant; ** p<0.005; *** p<0.0005 (zweiseitiger T-Test)  

 

 

Wie bereits erwähnt, sind die Mitglieder der HSP90-Chaperonfamilie die vorherrschenden 

direkten Zielproteine von Geldanamycin-Derivaten in Säugetieren. Die pharmakologische 

Inhibition von Proteinen in Zellen kann jedoch auch unspezifische Auswirkungen auf andere 

Proteine zur Folge haben, die möglicherweise einen Einfluss auf die zirkadiane Uhr der Zellen 
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nehmen. Um solche unspezifische Effekte weitestgehend ausschließen zu können, wurde der 

Effekt zweier weiterer Geldanamycin-Derivate (Geldanamycin und 17-AAG) und der des 

HSP90-Inhibitors Radicicol auf die zirkadiane Uhr von Mausfibroblasten im gleichen Assay 

analysiert. Radicicol ist strukturell nicht mit benzochinoiden Ansamycinen verwandt und 

weist hohe HSP90-Bindungsaffinität, jedoch geringere Substratspezifität als Geldanamycin-

Derivate auf (Delmotte und Delmotte-Plaque, 1953; Schulte et al., 1998).  

 

0                24              48              72           96              120

Zeit [Stunden]

B
io

lu
m

in
e

s
z
e
n

z
[C

o
u

n
ts

/m
in

]

Geldanamycin

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4 5

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

Geldanamycin

B
io

lu
m

in
e

s
z
e

n
z

[C
o

u
n

ts
/m

in
]

0               24              48              72              96               120

Zeit [Stunden]

17-AAG

0

1000

2000

3000

4000

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

17-AAG

0                     24                    48                 72                    96 

Zeit [Stunden]

B
io

lu
m

in
e

s
z
e

n
z

[C
o

u
n

ts
/m

in
]

Radicicol

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4

EtOH

4µM

8µM

12µM

Radicicol

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4

EtOH

4µM

8µM

12µM

EtOH

4µM

8µM

12µM

Radicicol

A B

C

0                24              48              72           96              120

Zeit [Stunden]

B
io

lu
m

in
e

s
z
e
n

z
[C

o
u

n
ts

/m
in

]

Geldanamycin

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4 5

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

Geldanamycin

B
io

lu
m

in
e

s
z
e

n
z

[C
o

u
n

ts
/m

in
]

0               24              48              72              96               120

Zeit [Stunden]

17-AAG

0

1000

2000

3000

4000

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

17-AAG

0                24              48              72           96              120

Zeit [Stunden]

B
io

lu
m

in
e

s
z
e
n

z
[C

o
u

n
ts

/m
in

]

Geldanamycin

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4 5

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

Geldanamycin

0                24              48              72           96              120

Zeit [Stunden]

B
io

lu
m

in
e

s
z
e
n

z
[C

o
u

n
ts

/m
in

]

Geldanamycin

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4 5

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

Geldanamycin

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4 5

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

Geldanamycin

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4 5

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

Geldanamycin

B
io

lu
m

in
e

s
z
e

n
z

[C
o

u
n

ts
/m

in
]

0               24              48              72              96               120

Zeit [Stunden]

17-AAG

0

1000

2000

3000

4000

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

17-AAG

B
io

lu
m

in
e

s
z
e

n
z

[C
o

u
n

ts
/m

in
]

0               24              48              72              96               120

Zeit [Stunden]

17-AAG

0

1000

2000

3000

4000

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

17-AAG

0

1000

2000

3000

4000

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

17-AAG

0

1000

2000

3000

4000

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

DMSO

0,4µM

0,8µM

1,2µM

17-AAG

0                     24                    48                 72                    96 

Zeit [Stunden]

B
io

lu
m

in
e

s
z
e

n
z

[C
o

u
n

ts
/m

in
]

Radicicol

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4

EtOH

4µM

8µM

12µM

Radicicol

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4

EtOH

4µM

8µM

12µM

EtOH

4µM

8µM

12µM

Radicicol

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4

EtOH

4µM

8µM

12µM

Radicicol

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4

EtOH

4µM

8µM

12µM

Radicicol

0

1000

2000

3000

4000

0 1 2 3 4

EtOH

4µM

8µM

12µM

EtOH

4µM

8µM

12µM

Radicicol

A B

C

 

Abbildung 4.3: Biolumineszenz-Analysen von NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen nach Behandlung mit Geldanamycin, 
17-AAG oder Radicicol 
Synchronisierte NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen wurden nach der Synchronisierung an Tag 0 mit H2O, 0,4, 0,8, 1,2 µM 
(A) Geldanamycin, (B) 17-AAG oder (C) Radicicol inkubiert und die Biolumineszenz in Echtzeit (Counts/Minute) 
über 96 bis 120 Stunden gemessen.  
 
 

Die Analyse der rhythmischen Expression der durch den Bmal1-Promotor getriebenen Luzi-

ferase zeigte, dass alle drei Substanzen in konzentrationsabhängiger Weise Einfluss auf die 

zirkadiane Uhr der verwendeten NIH3T3-Zellen nehmen (vgl. Abb. 4.3 A-C). Wie zuvor durch 

die Behandlung mit 17-AEP-GA beobachtet werden konnte, führte auch hier die Hemmung 

von HSP90 durch Geldanamycin zu einer Veränderung der Phase und einer Reduktion der 
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Amplitude der Oszillationen bei allen verwendeten Konzentrationen (vgl. Abb. 4.3 A). Ein 

Effekt auf die Amplitude konnte mit dem Geldanamycin-Derivat 17-AAG erst ab einer Kon-

zentration von 0,8 µM beobachtet werden (vgl. Abb. 4.3 B). Geldanamycin, 17-AAG und in 

geringerem Maße 17-AEP-GA schienen bei höheren Konzentrationen zu einer Periodenlän-

genveränderung zu führen (Abb. 4.1 A und Abb. 4.3 A und B). Die Behandlung der Zellen mit 

hohen Konzentrationen von Geldanamycin und 17-AAG führte jedoch auch zu verstärkter 

Zytotoxizität. So war mit Konzentrationen ab 0,8 µM eine Zellmortalität von bis zu 50% zu 

verzeichnen (vgl. Anhang Abb. 7.1 A und B). 

Die Behandlung der NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen mit dem strukturell unverwandten HSP90-

Inhibitor Radicicol resultierte ebenfalls in einer Reduktion der Amplitude der Oszillation, 

während nur ein geringer Einfluss auf die Phase zu beobachten war (vgl. Abb. 4.3 C). Auch 

mit dieser Substanz konnte bei hohen Konzentrationen ein verstärkter Zytotoxizitätseffekt 

verzeichnet werden (vgl. Anhang Abb. 7.1 D).  

Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass die Inhibition von HSP90 durch benzochinoide 

Ansamycine und Radicicol einen Effekt auf die zirkadiane Uhr von NIH3T3-Fibroblasten hat. 

Die Amplitude und Phase der transkriptionellen Oszillationen wurden signifikant beeinflusst.  

Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, welcher mechanistische Hintergrund zu den beo-

bachteten Veränderungen in der Oszillatorfunktion der zirkadianen Uhr der Maus-

fibroblasten durch HSP90-Inhibition führt.  

 

 

4.1.2 Analyse der BMAL1-Halbwertszeit nach Inhibition von HSP90 
 

Wie bereits in Kapitel 1.1.3.1 erwähnt, nehmen die Aktivität und Stabilität sowie posttransla-

tionale Modifikationen von Uhrproteinen starken Einfluss auf die Regulation der transkripti-

onellen/translationalen Rückkopplungsschleife der zirkadianen Uhr in Säugetieren. HSP90 ist 

unter anderem an der Kontrolle zellulärer Mengen verschiedener Client-Proteine beteiligt 

und beeinflusst diese entweder durch direkte Bindung oder indirekt durch Änderung der 

Aktivität oder Stabilität von Regulatorproteinen (vgl. Kapitel 1.2.2.1.3).  

Um zu untersuchen, ob HSP90 für die Aufrechterhaltung der Proteinlevel von zirkadianen 

Uhrproteinen essentiell ist, wurde im folgenden Abschnitt die Stabilität des Uhrproteins 

BMAL1 nach Inhibition von HSP90 analysiert. BMAL1 war ein naheliegender Kandidat für ein 
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Zielgen von HSP90, da bereits gezeigt wurde, dass die in vitro translatierten Proteine BMAL1 

und HSP90 interagieren (Hogenesch et al., 1997), und der Knock-down von BMAL1 zu einer 

Verminderung der zirkadianen Amplitude bis hin zur Arrhythmizität führt (Baggs et al., 

2009). 

Die Proteinlevel von BMAL1 wurden nach 24-stündiger Inkubation von NIH3T3-Zellen mit 0,8 

µM 17-AEP-GA im Vergleich zu unbehandelten Zellen untersucht (vgl. Abb. 4.4 A). Wie aus 

Abbildung 4.4 A und B zu entnehmen ist, war die absolute BMAL1-Proteinmenge in 17-AEP-

GA-behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant reduziert. Die Re-

duktion des BMAL1-Levels lag bei durschnittlich 35% (vgl. Abb. 4.4 A und B).  

BMAL1 erscheint in Western Blot Analysen als Doppelbande (vgl. Abb. 4.4 A). Diese Doppel-

bande wird wahrscheinlich durch unterschiedliche posttranslationale Modifikationen des 

Proteins hervorgerufen. Die langsamer migrierende Proteinbande stellt wahrscheinlich hy-

perphosphoryliertes BMAL1-Protein (pBMAL1) dar, was bereits 2001 durch Lee et al. gezeigt 

werden konnte. Die Proteinmenge dieser hyperphosphorylierten BMAL1-Form war nach 17-

AEP-GA-Behandlung signifikant um durchschnittlich ca. 40% reduziert (Abb. 4.4 C).  

 

Um die Proteinstabilität von BMAL1 weiter zu analysieren, wurde die Kinetik der BMAL1-

Proteindegradation in An- oder Abwesenheit von 17-AEP-GA untersucht. Für diese Analyse 

wurden NIH3T3-Zellen für 24 Stunden mit 0,8 µM 17-AEP-GA oder dem Lösungsmittel Was-

ser behandelt und anschließend die Proteintranslation durch Cycloheximid (CHX) für 2, 4 und 

8 Stunden inhibiert (Abb. 4.4 D). Die Ergebnisse in Abbildung 4.4 D zeigen, dass die Behand-

lung mit 17-AEP-GA zu einer signifikant schnelleren Abnahme der BMAL1-Proteinmenge im 

Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen führte. Während nach 8-stündiger Inhibition der 

Proteintranslation die relative Proteinmenge von BMAL1 in unbehandelten Zellen noch bei 

ca. 91% lag, wiesen mit 17-AEP-GA behandelte Zellen eine durchschnittliche Abnahme von 

ca. 35% des BMAL1-Proteinlevels im Vergleich zu CHX-unbehandelten Zellen auf.  
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Abbildung 4.4: Analyse der Proteinstabilität von endogenem BMAL1 in NIH3T3-Zellen 
(A) Analyse der zellulären Level von endogenem BMAL1 (anti-BMAL1 Antikörper) in NIH3T3-Zellen durch Wes-

tern Blotting nach Behandlung der Zellen für 24 Stunden mit 0,8 µM 17-AEP-GA im Vergleich zu unbehandelten 
Zellen. Das Protein U2AF65 (anti-U2AF65 Antikörper) dient als Kontrolle für gleichmäßige Proteinbeladung. 
BMAL1-Proteindoppelbanden sind durch Pfeile markiert. Nebeneinander gesetzte Spuren sind durch gestrichel-
te Linien markiert (n=4). (B) Quantifizierung der BMAL1-Proteinlevel aus (A) nach Behandlung mit Wasser 
(schwarz) oder 17-AEP-GA (grau), normalisiert auf den Mittelwerte aller Proteinintensitätswerte. (C) Quantifi-
zierung der BMAL1-Level der oberen Proteinbande (pBMAL1: hyperphosphoryliertes BMAL1) der BMAL1-
Doppelbanden, normalisiert auf den zugehörigen BMAL1-Wert der Wasserkontrolle. Fehlerbalken stellen Stan-
dardabweichungen dar. (D) NIH3T3-Zellen wurden für 2, 4 und 8 Stunden mit dem Translationsinhibitor Cyclo-
heximid (CHX) nach 24-stündiger Inkubation mit H2O oder 0,8 µM 17-AEP-GA behandelt und ihre BMAL1-
Expression immunologisch nachgewiesen. (E) Quantifizierung der BMAL1-Proteinlevel aus (D) nach Behandlung 
mit Wasser (schwarz) oder 17-AEP-GA (grau), normalisiert auf den Mittelwerte aller Proteinintensitätswerte 
(n=3). Sterne über den grauen Datenpunkten beziehen sich auf die Signifikanzlevel zwischen 17-AEP-GA und 
H2O. ns = nicht signifikant; * p<0,05; ** p<0.005 (zweiseitiger T-Test) 
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Um dieses Ergebnis zu bestätigen, wurde in einem unabhängigen experimentellen System 

die Halbwertszeit von c-Myc-gekoppeltem BMAL1 untersucht. Für diese Analysen wurden 

NIH3T3-Zellen verwendet, die c-Myc-BMAL1 stabil unter der Kontrolle eines Zytomegalovi-

rus-Promotors (CMV-Promotor) exprimieren. Der CMV-Promotor unterliegt nicht der direk-

ten Regulation der zirkadianen Rückkopplungsschleife und führt zu einer konstitutiven Ex-

pression von BMAL1.  

Entsprechend der Ergebnisse mit endogenem BMAL1 zeigte auch c-Myc-gekoppeltes 

BMAL1-Protein eine deutlich kürzere Halbwertszeit in der Anwesenheit von 17-AEP-GA, ver-

glichen mit unbehandelten Zellen (vgl. Abb. 4.5 A und B). Nach 8-stündiger Inhibition der 

Proteinsynthese durch CHX wiesen mit 17-AEP-GA behandelte Zellen eine Reduktion ihres c-

Myc-BMAL1 Proteinlevels um ca. 80% im Vergleich zur Ausgangsmenge auf, während die 

relative BMAL1 Proteinmenge in unbehandelten Zellen noch bei über 50% lag (Abb. 4.5 B).  

Die Inhibition von HSP90 in NIH3T3-Zellen durch die Behandlung mit dem Geldanamycin-

Derivat 17-AEP-GA führt folglich zu einer Reduktion der Halbwertszeit des zirkadianen Rück-

kopplungsschleifen-Proteins BMAL1.  
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Abbildung 4.5: Kinetik der Proteinstabilität von c-Myc-BMAL1 in NIH3T3-Zellen 
(A) NIH3T3-Zellen, die stabil c-Myc-BMAL1 exprimieren, wurden für 2, 4 und 8 Stunden mit dem Translation-
sinhibitor Cycloheximid (CHX) nach 24-stündiger Inkubation mit H2O oder 0,8 µM 17-AEP-GA behandelt. Die 
Proteinlevels von c-Myc-BMAL1 wurden durch einen Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten anti-c-Myc Antikör-
per immunologisch nachgewiesen. Das Protein U2AF65 (anti-U2AF65 Antikörper) dient als Kontrolle für gleich-
mäßige Proteinbeladung. NIH3T3-Zellen, die kein c-Myc-BMAL1 exprimieren, dienen als Kontrolle für unspezifi-
sche Antikörperbindung (Spur 9). (B) Quantifizierung der c-Myc-BMAL1 Proteinlevel mit (grau) und ohne 
(schwarz) Behandlung von 17-AEP-GA aus (A), normalisiert auf den zugehörigen 0h CHX-Wert (n=3). Sterne 
über den grauen Datenpunkten beziehen sich auf die Signifikanzlevel zwischen 17-AEP-GA und H2O.* p<0,05 
(zweiseitiger T-Test) 
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4.1.3 Zytosolisches HSP90 ist an der Stabilisierung von BMAL1 beteiligt 

 

Wie bereits erwähnt wurde, können chemische Proteininhibitoren unerwünschte Nebenef-

fekte (off target effects) auf andere Proteine haben. Um weiter zu untermauern, dass der 

Effekt von 17-AEP-GA auf die Stabilität von BMAL1 spezifisch durch die Inhibition der Aktivi-

tät von HSP90 hervorgerufen wird, wurden im Folgenden alle Varianten von HSP90 (HSP90α, 

HSP90β, GRP94 und TRAP1) durch siRNA in NIH3T3-Fibroblasten herunterreguliert. Eine non-

targeting siRNA, die an keine bekannten murinen Genprodukte binden kann, wurde als Ne-

gativkontrolle verwendet, während eine direkte Herunterregulierung durch siRNA gegen 

Bmal1 als Positivkontrolle für reduzierte BMAL1-Proteinlevel diente.  

Die Proteinmengen von BMAL1 und HSP90 wurden nach Knock-down mit 10 oder 25 nM der 

oben erwähnten siRNAs durch Immunoblotting analysiert. U2AF65 diente als Kontrolle für 

gleichmäßige Proteinbeladung (vgl. Abb. 4.6 A und B).  

Während ein simultaner Knock-down der beiden zytoplasmatischen Isoformen HSP90α und 

HSP90β in NIH3T3-Zellen mit 10 nM siRNA keinen Effekt auf das Proteinlevel von BMAL1 

erbrachte, führte die Verwendung von 25 nM siRNA zu einer signifikanten Reduktion von 

endogenem BMAL1-Protein. Diese Reduktion von BMAL1 war annährend genauso stark, wie 

eine direkte Herunterregulierung von BMAL1 selbst durch siRNA (vgl. Abb. 4.6 A und B). Eine 

direkte Herunterregulierung von BMAL1 durch 25 nM siRNA resultierte in einer Proteinre-

duktion von ca. 70% (vgl. Abb. 4.6 C). Durch den Knock-down von HSP90 konnte nahezu kein 

HSP90-Protein durch Western Blotting detektiert und eine signifikante Reduktion des 

BMAL1-Proteinlevels um durchschnittlich 50% verzeichnet werden (vgl. Abb. 4.6 A und C).  

Während der Knock-down der zytoplasmatischen HSP90-Isoformen zu einer signifikanten 

BMAL1-Reduktion führte, konnte durch die Herunterregulierung der HSP90-Isoformen 

GRP94 oder TRAP1 weder mit 10 noch mit 25 nM ein Effekt auf das Proteinlevel von BMAL1 

verzeichnet werden (vgl. Abb. 4.6 B). Die Behandlung von Zellen mit 25 nM siRNA gegen 

Trap1 war zudem hoch zytotoxisch und führte innerhalb kürzester Zeit zum Absterben der 

Zellen. 
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Abbildung 4.6: Analyse der BMAL1-Stabilität nach Knock-down von HSP90-Isoformen 
(A) HSP90, BMAL1 und U2AF65 Proteinlevel wurden nach Transfektion von NIH3T3-Fibroblasten mit 10 oder 25 
nM non-targeting siRNA oder siRNAs gegen Bmal1 oder Hsp90aa1/Hsp90ab1 mittels Western Blotting analy-
siert. (B) Analyse der Proteinlevel von HSP90, BMAL1 und U2AF65 nach Transfektion der NIH3T3-Zellen mit 
siRNA gegen Bmal1, Hsp90aa1/Hsp90ab1, Grp94 oder Trap1. (C) Quantifizierung der BMAL1-Proteinlevel nach 
Knock-down von Bmal1 oder Hsp90aa1/Hsp90ab1 mit 25 nM (n=3), normalisiert auf die Expression von 
U2AF65. Pfeile kennzeichnen spezifische Proteinbanden, während Sterne unspezifische Banden, detektiert 
durch den anti-BMAL1 Antikörper, markieren. Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar. * p<0,05; ** 
p<0,005 

 

 

Die Analysen in Abbildung 4.6 weisen darauf hin, dass die Herunterregulierung der im En-

doplasmatischen Reticulum lokalisierten HSP90-Isoform GRP94 und die der mitochondrialen 

Form TRAP1 keinerlei Effekt auf das Proteinlevel von BMAL1 hat, während die zytoplasmati-

schen Isoformen HSP90α und/oder HSP90β an der Stabilisierung des Proteins BMAL1 betei-

ligt sind. 
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4.1.4 Beeinträchtigung der Halbwertszeit des Proteins CLOCK durch HSP90-
Inhibition 

 

Zu den Mitgliedern des positiv regulierenden Arms der zirkadianen Rückkopplungsschleife 

gehört neben BMAL1 auch das Protein CLOCK. Die Interaktion zwischen CLOCK und BMAL1, 

die zusammen ein Heterodimer bilden, ermöglicht die Translokation von CLOCK aus dem 

Zytoplasma in den Nukleus. Darüber hinaus unterliegt das Heterodimer aus CLOCK und 

BMAL1 einer Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen, wie zum Beispiel der 

Phosphorylierung, die unter anderem zur proteasomalen Degradation des Heterodimers 

führen (vgl. Kapitel 1.1.3.1). Eine Beeinflussung der Stabilität, Regulation und Modifikation 

von BMAL1 könnte aus diesem Grund zu einer möglichen Beeinflussung der Stabilität seines 

Interaktionspartner CLOCK führen.  

Um diese Hypothese näher zu untersuchen, wurden in den folgenden Analysen NIH3T3-

Zellen, die stabil c-Myc-gekoppeltes CLOCK exprimierten, für 24 Stunden mit 0,8 µM 17-AEP-

GA oder dem Lösungsmittel Wasser behandelt und anschließend die Proteintranslation 

durch CHX für bis zu 8 Stunden inhibiert. Die c-Myc-CLOCK Proteinlevel wurden durch Im-

munoblotting analysiert (vgl. Abb. 4.7 A). 17-AEP-GA-behandelte Zellen zeigten eine deutlich 

kürzere CLOCK-Halbwertszeit als unbehandelte Kontrollen. Nach 8-stündiger Inhibition der 

Proteinsynthese durch CHX wiesen die mit 17-AEP-GA behandelten Zellen eine Reduktion 

ihres c-Myc-CLOCK Proteinlevels um ca. 60% im Vergleich zur Ausgangsmenge auf, während 

die relative CLOCK Proteinmenge in unbehandelten Zellen noch bei über 70% lag (vgl. Abb. 

4.7 B). 

Diese Ergebnisse belegen, dass die Inhibition von HSP90 durch das Geldanamycin-Derivat 17-

AEP-GA nicht nur das Proteinlevel und die Halbwertszeit von BMAL1 reduziert, sondern 

ebenfalls die Proteinstabilität seines Interaktionspartners CLOCK beeinträchtigt.   
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Abbildung 4.7: Kinetik der Proteinstabilität von c-Myc-CLOCK in NIH3T3-Zellen 
(A) NIH3T3-Zellen, die stabil c-Myc-CLOCK exprimieren, wurden für 2, 4 und 8 Stunden mit dem Translationsin-
hibitor Cycloheximid (CHX) nach 24-stündiger Inkubation mit H2O oder 0,8 µM 17-AEP-GA behandelt. Die Prote-
inlevels von c-Myc-CLOCK wurden durch einen Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten anti-c-Myc Antikörper 
immunologisch nachgewiesen. Das Protein U2AF65 (anti-U2AF65 Antikörper) dient als Kontrolle für gleichmä-
ßige Proteinbeladung. NIH3T3-Zellen, die kein c-Myc-CLOCK exprimieren, dienen als Kontrolle für unspezifische 
Antikörperbindung (Spur 9). (B) Quantifizierung der c-Myc-CLOCK Proteinlevel mit (grau) und ohne (schwarz) 
Behandlung von 17-AEP-GA aus, normalisiert auf den zugehörigen 0h CHX-Wert (n=3). Sterne über den grauen 
Datenpunkten beziehen sich auf die Signifikanzlevel zwischen 17-AEP-GA und H2O. p<0,05 (zweiseitiger T-Test) 

 

 

4.1.5 Untersuchung der Interaktion von HSP90 mit den Uhrproteinen 
BMAL1 und CLOCK 

 

Da die vorangegangen Ergebnisse hervorheben, dass die Hemmung von HSP90 durch 17-

AEP-GA zu einer Destabilisierung der Proteine BMAL1 und CLOCK führt, warf dies die Frage 

auf, ob HSP90 durch direkte Interaktion mit BMAL1 und/oder CLOCK oder durch einen indi-

rekten Signalweg zur Stabilisierung dieser Uhrproteine führt.  

Um eine direkte Bindung zwischen HSP90, BMAL1 und CLOCK zu untersuchen, wurden Co-

Immunpräzipitationen (Co-IP) dieser Proteine durchgeführt. Für die Aufreinigung von HSP90-

enthaltenden Komplexen dienten Proteinextrakte aus c-Myc-CLOCK oder c-Myc-BMAL1 

exprimierenden NIH3T3-Zellen. CLOCK und seine interagierenden Proteine wurden aus c-

Myc-CLOCK-NIH3T3 Proteinextrakten isoliert. BMAL1-enthaltende Proteinkomplexe wurden 

aus nukleären Extrakten von Mausleberzellen aufgereinigt, da BMAL1 in diesen Extrakten 
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stark angereichert vorlag und möglicherweise nur aktives, nukleär lokalisiertes BMAL1 mit 

HSP90 interagiert.  

Die Analyse der isolierten Proteinkomplexe wurde mittels Western Blotting durchgeführt. Als 

Positivkontrolle in der Aufreinigung von CLOCK oder BMAL1 diente jeweils der andere Inter-

aktionspartner des Heterodimers (vgl. Abb. 4.8 A und B), während HSF1 als Nachweis der 

erfolgreichen Co-IP von HSP90 verwendet wurde (vgl. Abb. 4.8 C und D).  

Weder in der Aufreinigung von CLOCK aus Mausfibroblasten, noch in der Immunpräzipitation 

von BMAL1 aus Mausleberextrakten konnte HSP90 als interagierendes Protein isoliert wer-

den (Abb. 4.8 A und B). Die Isolation von HSP90 aus c-Myc-CLOCK oder c-Myc-BMAL1 expri-

mierenden Zellen wies ebenfalls keinerlei Bindung von HSP90 an BMAL1 oder CLOCK nach 

(Abb. 4.8 C und D).  

Es muss daher die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass HSP90 nicht in direkter In-

teraktion mit den Uhrproteinen BMAL1 und CLOCK steht.  
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Abbildung 4.8: Immunpräzipitation von CLOCK-, BMAL1- und HSP90-enthaltenden Proteinkomplexen 
Immunpräzipitation von CLOCK aus c-Myc-CLOCK exprimierenden NIH3T3-Zellen (A), BMAL1 aus nukleären 
Mausleberextrakten (B) oder HSP90 aus c-Myc-CLOCK (C) oder c-Myc-BMAL1 (D) exprimierenden NIH3T3-
Zellen. Proteine wurden mittels Western Blot Analyse nachgewiesen. In der Aufreinigung von CLOCK oder 
BMAL1 dienten die Proteine gegenseitig als Positivkontrolle. HSF1 wurde als Positivkontrolle in der IP von 
HSP90 verwendet.  
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4.1.6 Analyse der Expression von BMAL1/CLOCK-Zielgenen nach HSP90-
Inhibition 

 

Da sowohl die Proteinlevel von BMAL1 als auch CLOCK durch die Hemmung von HSP90 durch 

das Geldanamycin-Derivat 17-AEP-GA beeinflusst werden, stellte sich die Frage, inwieweit 

der Effekt dieser Inhibition Einfluss auf die Expression von CLOCK/BMAL1 Zielgenen nahm.  

Für die Analyse dieser Fragestellung wurden NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen 3 Tage mit 0,8 µM 17-

AEP-GA behandelt und anschließend synchronisiert. Nach der Synchronisierung erfolgte eine 

weitere Inkubation mit 17-AEP-GA für 48 Stunden. Um einen vollständigen zirkadianen Zyk-

lus abdecken zu können, wurden die Zellen anschließend alle 4 Stunden über einen zirkadia-

nen Zyklus geerntet, ihre mRNA isoliert und mit Hilfe von quantitativer Real-Time-PCR aus-

gewertet.  

Die Analyse der mRNA-Expressionen erbrachte, dass die nicht-zirkadiane und nicht direkt 

von BMAL1/CLOCK aktivierte mRNA Expression von Clock durch die Behandlung mit 17-AEP-

GA unverändert blieb (Abb. 4.9 A), während die direkt durch CLOCK/BMAL1-regulierten Ge-

ne Cry1, Cry2, Per1, Per2, Rorα, Nr1d1 und Dbp einen deutlichen Effekt auf ihre mRNA-

Expression aufwiesen. Die mRNA-Expressionslevel der zirkadianen Maxima dieser Gene wur-

de durch die Hemmung von HSP90 erheblich verringert (vgl. Abb. 4.9 B-H). Während die ma-

ximale Expression von Per2 an CT52 (CT=circadian time; zirkadiane Zeit) durch 17-AEP-GA 

um etwa die Hälfte reduziert wurde (Abb. 4.9 F), konnte bei der maximalen mRNA-

Expression des Gens Nr1d1 an CT68 eine 8-fache Reduktion verzeichnet werden (Abb. 4.9 B). 

Die Mitglieder des molekularen feedback loops Cry1, Cry2 und Per1, der Bmal1-Aktivator der 

zweiten Rückkopplungsschleife Rorα, sowie das clock output-Gen Dbp wiesen ebenfalls eine 

deutliche Verringerung ihrer mRNA-Expressionslevel durch die Behandlung mit 17-AEP-GA 

auf (vgl. Abb. 4.9 C, D, E, G, H).  

Diese Ergebnisse belegen, dass die Inhibition von HSP90 durch 17-AEP-GA Einfluss auf die 

Expression von BMAL1/CLOCK-regulierten Genen nimmt. 
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Abbildung 4.9: Zirkadiane mRNA-Expression von Uhrgenen nach 17-AEP-GA Inkubation 
Analyse der mRNA-Expression der zirkadianen Uhrgene Clock (A), Nr1d1 (B), Cry1 (C), Cry2 (D), Per1 (E), Per2 
(F), Rorα (G) und Dbp (H) in NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen nach 5-tägiger Inkubation mit (grau) und ohne (schwarz) 
0,8 µM 17-AEP-GA (n=2), normalisiert auf die Expression des Housekeepers Eef1a. Die Zellen wurden nach 3-
tägiger 17-AEP-GA Inkubation synchronisiert und nach 48 Stunden über 20 Stunden alle 4 Stunden geerntet. 
Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar.  
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4.1.7 Untersuchung des Effekts der Inhibition von HSP90 auf die tageszeit-
abhängige Toxizität von Cyclophosphamid in Mäusen 

 

Da Geldanamycin-Derivate in der Behandlung humaner maligner Erkrankungen eingesetzt 

werden, war es im Folgenden von Interesse zu analysieren, ob es durch die Inhibition von 

HSP90 durch Geldanamycin auch im Tiermodell zur Beeinflussung von Prozessen kommt, die 

mit der zirkadianen Uhr im Zusammenhang stehen.  

Für diese Untersuchung wurde ein etabliertes Mausmodell der Chronotoxizität verwendet, 

in welchem Versuchstiere in tageszeitabhängiger Weise eine verstärkte Sensitivität gegen-

über dem Chemotherapeutikum Cyclophosphamid (CP) aufweisen (Gorbacheva et al., 2005). 

Gorbacheva et al. konnten 2005 zeigen, dass die Toxizität von Cyclophosphamid vom funkti-

onellen Status des Heterodimers BMAL1/CLOCK abhängig ist. CLOCK- oder BMAL1-defiziente 

Mäuse reagierten hypersensitiv auf die Behandlung mit Cyclophosphamid im Vergleich zu 

Wildtyp-Kontrollen, während die Deletion von CRY1 und CRY2, die die CLOCK/BMAL1-

Aktivität hemmen, zu einer erhöhten Resistenz der Mäuse gegen das Chemotherapeutikum 

führte.  

Aus diesem Grund sollte die folgende Untersuchung aufzeigen, ob die Inhibition von HSP90 

durch das Geldanamycin-Derivat 17-DMAG das zirkadiane Toxizitätsprofil von Cyc-

lophosphamid modulieren kann. 17-DMAG wurde verwendet, da bereits Daten über die Zy-

totoxizität dieses Derivates in Mäusen vorhanden waren (Glaze et al., 2005).  

Die erste Analyse bestand in der Ermittlung der maximal tolerierbaren Dosis (MTD) von 17-

DMAG. Mäuse wurden über 7 Tage mit Konzentrationen zwischen 5 und 40 mg/kg Körper-

gewicht 17-DMAG oder dem Lösungsmittel PBS durch intraperitoneale Injektion an ZT4 

(ZT=Zeitgeber-Zeit) behandelt und der Verlust des Körpergewichtes über 14 Tage dokumen-

tiert. Bis zu einer Konzentration von 20 mg/kg konnte kein signifikanter Gewichtsverlust be-

obachtet werden. Mäuse die mit einer 17-DMAG Dosis von 40 mg/kg Körpergewicht behan-

delt worden waren, verloren jedoch bis zu 5% ihres Körpergewichtes nach 7 bis 9 Tagen (vgl. 

Abb. 4.10 A).  

Dieses Ergebnis warf die Frage auf, ob der durch 17-DMAG vermittelte Gewichtsverlust der 

Mäuse vom zirkadianen Zeitpunkt der Behandlung abhängig war. Im Folgenden wurde des-

halb der Effekt der Behandlung der Mäuse mit 17-DMAG an ZT4 (Lichtphase) mit dem an 

ZT16 (Dunkelphase) verglichen. Die Behandlung der Mäuse mit 17-DMAG an ZT4 führte im 
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Vergleich zu Mäusen, die an ZT16 17-DMAG Injektionen erhalten hatten, zu einem signifi-

kanten Gewichtsverlust (vgl. Abb. 4.10 B und E). 

Im nächsten Schritt wurde die Auswirkung von 17-DMAG auf das Toxizitätsprofil von Cyc-

lophosphamid untersucht. Den Versuchstieren wurde zusätzlich zur 7-tägigen Behandlung 

mit 17-DMAG, an Tag 5, 7 und 9 CP injiziert, da in diesem Bereich der stärkste Effekt von 17-

DMAG auf das Körpergewicht der Versuchstiere zu verzeichnen war. 17-DMAG und CP wur-

den entweder gemeinsam an ZT4 oder ZT16 oder jeweils 12 Stunden zeitversetzt verabreicht 

(Abb. 4.10 D). 

Die Behandlung mit CP allein (150 mg/kg) führte zu einem Gewichtsverlust von fast 10% an 

Tag 10, jedoch konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Injektion an ZT4 oder 

ZT16 festgestellt werden (vgl. Abb. 4.10 C). Dieses Ergebnis steht im klaren Gegensatz zu den 

Resultaten, die durch Gorbacheva et al. 2005 beschrieben worden waren. In den von ihnen 

durchgeführten Experimenten führte die Behandlung mit CP an ZT2 oder ZT6 zu einem ver-

stärkten Gewichtsverlust und einer signifikant erhöhten Mortalitätsrate im Vergleich zu 

Mäusen, die an ZT10-14 behandelt worden waren. 

Die simultane Verabreichung von 17-DMAG und CP an ZT4 resultierte jedoch in einer signifi-

kanten Gewichtsabnahme von durchschnittlich 20% an Tag 12 im Vergleich zu den anderen 

Versuchsgruppen. Der durch CP hervorgerufene Gewichtsverlust an ZT4 (vgl. Abb. 4.10 C) 

wurde durch die Verabreichung von 17-DMAG an ZT16 nicht verstärkt. Die Kombination aus 

17-DMAG an ZT4 und CP an ZT16 führte ebenfalls zu keinem signifikant stärkeren Gewichts-

verlust an Tag 12 (Abb. 4.10 D und E).  

Diese Ergebnisse geben erste Hinweise darauf, dass die Inhibition von HSP90 durch Gelda-

namycin in tageszeitabhängiger Weise eine erhöhte Toxizität aufzuweisen scheint und das 

zirkadiane Toxizitätsprofil von Cycophosphamid modulieren kann. 
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Gewichtsverlust von Mäusen, die mit 5-40 
mg/kg Körpergewicht 17-DMAG an ZT4 (n=3) 
(A), 40 mg/kg 17-DMAG an ZT4 (n=3) oder 
ZT16 (n=5) (B), 150 mg/kg Cyclophosphamid 
(CP) (n=5) (C) oder verschiedenen Kombinati-
onen von 17-DMAG und CP an ZT4 oder ZT16 
(n=5) (D) behandelt wurden. Quantifizierung 
des Gewichtsverlustes der Mäuse aus (A) bis 
(D) an Tag 12 (E). Fehlerbalken stellen Stan-
dardabweichungen dar. * p<0.05; ** p<0.005; 
*** p<0.0005; n.s. nicht signifikant (zweiseiti-
ger TTest) 
 
 

Abbildung 4.10: Analyse der HSP90- Inhibiti-
on durch 17-DMAG auf die Zytotoxizität von 
Cyclophosphamid in tageszeitabhängiger 
Weise 
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4.2 Analyse der Funktionalität von TAP-gekoppeltem HSF1 für die 
Generierung einer transgenen HSF1-TAP Knock-in Maus 

 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Grundlagen für ein Mausmodell zu schaf-

fen, das für die Untersuchung der Verbindung zwischen HSF1 und dem zirkadianen Oszillator 

in Säugetieren verwendet werden sollte. Es sollte eine transgene Maus geschaffen werden, 

die eine TAP-fusionierte Variante von HSF1 exprimiert. Aus peripheren Organen dieser Maus 

sollen zukünftig zu unterschiedlichen Zeitpunkten HSF1-enthaltende Proteinkomplexe aufge-

reinigt werden und interagierende Proteine, sowie posttranslationale Modifikationen von 

HSF1 näher analysiert werden. Um zu gewährleisten, dass TAP-fusionierte HSF1 sich in Zellen 

wie endogenes HSF1 verhält, wurden in Experimenten dieser Arbeit stabile Zelllinien ge-

schaffen, die TAP-gekoppelte Varianten von HSF1 exprimierten. Anschließend wurde unter-

sucht, ob HSF1-TAP während einer Hitzeschock-Behandlung der Zellen in der Lage ist im Zell-

kern zu akkumulieren und Zielgene von HSF1 zu aktivieren. Durch erste Aufreinigungen von 

HSF1-TAP sollte die Bindung des TAP-fusionierten HSF1 an bekannte Interaktionspartner 

nachgewiesen werden.  

 

 

4.2.1 Generierung transgener HSF1-TAP exprimierender Zelllinien 
 

Um zu untersuchen, ob TAP-fusioniertes HSF1 sich hinsichtlich seiner transkriptionellen Akti-

vität und Regulation genauso wie endogenes HSF1 verhält, wurden Hsf1-defiziente (Hsf1-/-) 

Mausfibroblasten mit TAP-fusionierten Varianten von HSF1 stabil transfiziert. Da nicht klar 

war, ob eine Kopplung des TAP-Tag an den N- oder C-Terminus von HSF1 zu einer Verände-

rung der HSF1-Aktivität führen könnte, wurden beide HSF1-TAP Varianten generiert. Hierfür 

wurde durch Klonierungsschritte die cDNA von murinem Hsf1 in Vektoren eingebracht, die 

die kodierende Sequenz des TAP-Tag, gebunden an EYFP enthielten (vgl. Kapitel 2.4.1; Abb. 

4.11 (1) und (2)). EYFP ist die verstärkte Form des fluoreszierenden Proteins YFP, einer gene-

tische Variation des GFP, welches ursprünglich aus der Qualle Aequorea victoria stammt 

(Shimomura et al., 1962; Shimomura 2006). Der Hsf1-EYFP-TAP open reading frame (ORF) 

war über eine IRES Sequenz mit der Sequenz der Puromycin-N-Acetyltransferase, die eine 

Puromycin-Resistenz vermittelt, verbunden. Der Vektor pcDNA3.1-mHsf1-TAP-Hygro mit der 
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Sequenz für C-terminal gekoppeltes Hsf1-TAP (Abb. 4.11 (3)) und der entsprechende Kon-

trollvektor pcDNA3.1-TAP-Hygro wurden ebenfalls für die Generierung von stabilen Zelllinien 

verwendet. Die Expression der HSF1-Fusionsproteine unterlag der Kontrolle des CMV-

Promotors.  

Die beschriebenen Plasmide wurden in Hsf1-/- Zellen transfiziert und durch Selektion mit 

Puromycin oder Hygromycin B stabile Zellklone generiert. Die gelb-grüne EYFP-Fluoreszenz 

erleichterte die Isolation von mHsf1-EYFP-TAP-exprimierenden Zellklonen. Als Kontrolle 

wurden die entsprechenden Vektoren ohne Hsf1-Gen stabil in die Hsf1-defizienten Zellen 

transfiziert. 

 

TAP EYFP mHsf1

TAPEYFPmHsf1

TAPmHsf1

1) N-terminal TAP-EYFP-gebundenes Hsf1:

2) C-terminal EYFP-TAP-gebundenes Hsf1:

3) C-terminal TAP gebundenes Hsf1:

TAP EYFP mHsf1TAP EYFP mHsf1

TAPEYFPmHsf1 TAPEYFPmHsf1

TAPmHsf1 TAPmHsf1

1) N-terminal TAP-EYFP-gebundenes Hsf1:

2) C-terminal EYFP-TAP-gebundenes Hsf1:

3) C-terminal TAP gebundenes Hsf1:
 

Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der TAP-fusionierten Hsf1 Varianten.  
Dargestellt sind die mit TAP oder TAP-EYFP gebundenen Varianten von Hsf1. N-terminale (1) oder C-terminale 
(2) Kopplung von murinem Hsf1 (mHsf1) an einen TAP-Tag, der mit der Sequenz des Fluoreszenzproteins EYFP 
verbunden ist. (3) mHsf1 ist C-terminal an die Sequenz des TAP-Tags gekoppelt.  

 

 

4.2.1.1 Analyse der Funktionalität von TAP-gekoppeltem HSF1  

 

4.2.1.1.1 Untersuchung der Expression von Hsf1-TAP in transgenen Zelllinien 

 
 
Um nachzuweisen, dass TAP-fusioniertes HSF1 in Mausfibroblasten exprimiert wird, wurde 

die mRNA-Expression von Hsf1 untersucht. Für diese Analyse wurde die mRNA transgener 

Zellklone vor und nach einstündiger Hitzeschock-Behandlung isoliert und die Expression von 

Hsf1 analysiert. Als Positivkontrolle dienten Wildtyp-Mausfibroblasten (Hsf1+/+), während 

die Hsf1-defiziente Ausgangszelllinie (Hsf1-/-) als Negativkontrolle für die Analyse der Hsf1-

Expression verwendet wurde.  
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Abbildung 4.12: Analyse der mRNA Expression von Hsf1 in stabil transfizierten Zelllinien 
Die relative mRNA Expression von Hsf1 wurde in Wildtyp-Fibroblasten (Hsf1+/+), Hsf1-Knock-out Fibroblasten 
(Hsf1-/-) und transgenen Hsf1-Knock-out Fibroblasten (1-14) mittels qRT-PCR untersucht. Die mRNA Expression 
wurde auf das Housekeeper-Gen Eef1a normalisiert und auf die Hsf1-Expression in Wildtyp-Fibroblasten vor 
Hitzeschock bezogen. Unter den transgenen Zelllinien ist das jeweilige HSF1-Fusionsprotein skizziert. Durch 
waagerechte Linien wird die Unterbrechung der Y-Achse angezeigt.   
 

 
Wie zu erwarten war, zeigte die mRNA-Expression von Hsf1 in Wildtyp-Fibroblasten durch 

die Hitzeschock-Behandlung von 42°C für eine Stunde keine Veränderung (Abb. 4.12 

Hsf1+/+). Es ist bekannt, dass die Expression von Hsf1 unter proteotoxischem Stress nicht 

ansteigt, sondern HSF1 einer massiven Regulation durch posttranslationale Modifikationen 

und Bindung an Hitzeschock-Proteine unterliegt. Die Expression von Hsf1 in Knock-out Maus-

fibroblasten wies nicht detektierbare Mengen an Hsf1 mRNA auf (vgl. Abb. 4.12 Hsf1-/-).  

Die Analyse in Abb 4.12 zeigt, dass auch eine Vielzahl der transgenen Zelllinien Hsf1 nur in 

sehr geringem Maße oder unter der Detektionsgrenze exprimierten. Die Hsf1-Expression in 

den Zelllinien 1, 2, 3, 6 und 9 entsprach der Expression in Hsf1 Knock-out Fibroblasten. Bis 

auf die Zelllinien 10, 11 und 12 wiesen alle anderen stabil transfizierten Zellklone eine sehr 

geringe Hsf1-Expression auf, die deutlich unter der Expression der Wildtyp-Fibroblasten lag 

und diese zu maximal 60% erreichte. Die transgenen Zelllinien 10, 11 und 12, die C-terminal 

TAP-gekoppeltes HSF1 ohne EYFP exprimierten, zeigten unter Hitzeschock-Behandlung ein 

unerwartetes Expressionsmuster. Zelllinie 10 exprimierte Hsf1 unter normalen Bedingungen 

sehr schwach und erreichte eine Wildtyp-entsprechende Expression dieses Gens erst nach 

Hitzeschock-Behandlung. Zelllinien 11 und 12 wiesen vor Hitzeschock eine Hsf1-Expression 

auf, die der in Wildtyp-Zellen sehr ähnlich war. Unter Stressbedingungen wurde Hsf1 in die-
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sen Zelllinien jedoch 10- bis 20-fach überexprimiert. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte 

die Hitzeinduzierbarkeit des CMV-Promoters sein (Pshenichkin et al., 2011).  

 

 

4.2.1.1.2 Analyse der subzellulären Lokalisation von TAP-fusioniertem HSF1  

 

HSF1-Monomere liegen unter normalen Berdingungen inaktiv im Zytoplasma und Nukleus 

vor (Mercier et al., 1999). Unterliegt die Zelle jedoch proteotoxischem Stress, wird HSF1 ak-

tiviert, bildet Trimere und akkumuliert im Nukleus. Dort bindet es an Hitzeschock-Elemente 

in den Promotoren von Hitzeschock-Proteinen und führt zur Aktivierung ihrer Transkription 

(vgl. Kapitel 1.2.1.3).  

Die sofortige Akkumulation von HSF1 im Nukleus unter Stressbedingungen stellt somit einen 

wichtigen Faktor in der Antwort der Zelle auf proteotoxische Ereignisse dar.  

Um zu untersuchen, ob TAP-fusioniertes HSF1 sich wie das endogene Protein verhält, wurde 

im Folgenden durch indirekte Immunfluoreszenz-Analysen die subzelluläre Lokalisation von 

HSF1-TAP vor und nach Hitzeschock-Bedingungen untersucht und mit der von endogenem 

HSF1 verglichen.  

Für diese Analysen wurden die zuvor näher beschriebenen Zelllinien 11 und 12 verwendet, 

die eine C-terminal TAP-gekoppelte Variante von HSF1 exprimieren. Als Kontrolle dienten 

Wildtyp- und Hsf1-Knock-out Fibroblasten. Die Färbung von HSF1 wurde mit einem anti-HSF1 

Antikörper, der anschließend durch die Bindung eines Cy2™-gekoppelten sekundären Anti-

körpers erkannt wurde, vorgenommen. Cy2™ emittiert nach Anregung durch blaues Licht bei 

einer Wellenlänge von 492 nm sichtbares Licht von 510 nm im grünwelligen Bereich. Um den 

Nukleus vom Zytoplasma eindeutig unterscheiden zu können, wurde die DNA durch DAPI 

(4',6-Diamidino-2-Phenylindol) angefärbt. DAPI emittiert Licht im blauen Wellenlängenbe-

reich von 461 nm.  

Die Analyse der subzellulären Lokalisation von HSF1 in Wildtyp-Zellen zeigt, dass HSF1 unter 

normalen Bedingungen sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern diffus verteilt vorliegt 

(Abb. 4.13 Zeile 1, Spalte 3).  

Wie in Abbildung 4.13 (Zeile 1, Spalte 6) durch die verstärkte grüne Fluoreszenz im Bereich 

des Zellkerns deutlich zu sehen ist, führte die Hitzeschock-Behandlung der Wildtyp-Zellen zu 

einer Akkumulation von HSF1 im Nukleus. In Hsf1-Knock-out Zellen konnte hingegen weder 
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vor noch nach Hitzeschock-Behandlung ein HSF1-Fluoreszenzsignal detektiert werden (Abb. 

4.13 Hsf1-/-).  

Die Fluoreszenz-Analyse erbrachte außerdem, dass in beiden transgenen Zelllinien HSF1-TAP 

exprimiert wird. HSF1 lag, ähnlich wie in Wildtyp-Fibroblasten, auch in diesen Zellen unter 

normalen Bedingungen diffus im Zytoplasma und Nukleus verteilt vor (Abb. 4.13, Zeilen 3 

und 4, Spalte 3). Wurden die Zellen einem Hitzeschock ausgesetzt, führte dies zu einer Ak-

kumulation der grünen Fluoreszenz im Nukleus (Abb. 4.13 HSF1-TAP #11 und #12). Dies 

weist darauf hin, dass auch TAP-fusioniertes HSF1 unter Stressbedingungen im Nukleus ak-

kumulieren kann. 
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Abbildung 4.13: Analyse der subzellulären Lokalisation von HSF1 
Die subzelluläre Lokalisation von HSF1 in Wildtyp (Hsf1+/+) Fibroblasten, Hsf1-Knock-out (Hsf1-/-) Zellen und 
HSF1-TAP exprimierenden Zellen (mHSF1-TAP #11 und #12) wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz-
Analyse mit einem Antikörper gegen HSF1 und einem sekundären Cy2™-gekoppelten Antikörper nachgewiesen. 
Die DNA des Zellkerns wurde durch Färbung mit DAPI sichtbar gemacht. Hellfeld-Abbildungen zeigen die voll-
ständigen Zellen im Durchlicht. 
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4.2.1.1.3 Analyse der Expression des HSF1 Zielgens Hspa1b in transgenen Zelllinien 

 

Um zu untersuchen, ob die zum Teil sehr schwache Expression von TAP-gekoppeltem HSF1 

zu einer Aktivierung des HSF1-Zielgens Hspa1b, einem Mitglied der HSP70-Chaperonfamilie 

(Sistonen et al., 1994; Xiao et al., 1999), unter Hitzeschock-Bedingungen führen kann, wurde 

die Expression der mRNA dieses Hsf1-Zielgens ebenfalls vor und nach Hitzeschock-

Behandlung analysiert (vgl. Abb. 4.14). Wildtyp und Knock-out Fibroblasten dienten erneut 

als Kontrollen.  

Da eine hohe Expression von Hspa1b in Wildtyp-Fibroblasten nach Hitzeschock die normale 

Reaktion der Zelle auf proteotoxischen Stress widerspiegelt, wurde die Hspa1b Expression 

aller untersuchten Zelllinien auf diese bezogen.  
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Abbildung 4.14: Analyse der mRNA Expression von Hspa1b in stabil transfizierten Zelllinien 
Die relative mRNA Expression in Prozent von Hspa1b wurde in Wildtyp-Fibroblasten (Hsf1+/+), Hsf1-Knock-out 
Fibroblasten (Hsf1-/-) und transgenen Hsf1-Knock-out Fibroblasten (1-14) mittels qRT-PCR untersucht. Die 
mRNA Expression wurde auf das Housekeeper-Gen Eef1a normalisiert und auf die Hspa1b-Expression in Wild-
typ-Fibroblasten nach Hitzeschock bezogen. Unter den transgenen Zelllinien ist das jeweilige HSF1-
Fusionsprotein skizziert.  

 

Wie zu erwarten war, konnten Hsf1-defiziente Zellen unter proteotoxischen Stressbedingun-

gen das HSF1-Zielgen Hspa1b nicht aktivieren. Transgene Zelllinien, die mit N- oder C-

terminal TAP-EYFP-fusioniertem Hsf1 stabil transfiziert worden waren, wiesen ebenfalls kei-

ne Hochregulation der Expression von Hspa1b nach Hitzeschock-Behandlung auf. Lediglich 
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die Zelllinien 11 und 12, die das Fusionsprotein HSF1-TAP exprimieren, aktivierten Hspa1b 

unter Hitzeschock-Bedingungen. Ihre Hspa1b-Expression war jedoch um 60-75% schwächer 

als in Wildtyp-Fibroblasten.  

Die durchgeführten Analysen in Abbildung 4.12 und 4.14 zeigen, dass die generierten trans-

genen Zelllinien eine sehr heterogene Expression von TAP-gekoppeltem HSF1 aufwiesen. 

Eine Vielzahl der Zellen exprimierte Hsf1 nur sehr schwach oder gar nicht. Hierzu gehören 

vor allem Zelllinien die mit N- oder C-terminal TAP-EYFP-gekoppelten Hsf1 transfiziert waren. 

Lediglich die Zelllinien 11 und 12, die Hsf1 nach Hitzeschock-Behandlung verstärkt exprimier-

ten, sind in der Lage die Transkription des HSF1-Zielgens Hspa1b zu aktivieren. 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass sich HSF1-TAP in seinen wesentlichen Eigenschaften 

wie endogenes HSF1 verhält und das Fusionsprotein sich aufgrund der bisherigen Ergebnisse 

durchaus zur Herstellung einer transgenen Maus eignen sollte. 

 

4.2.1.1.4 Untersuchung der Zusammensetzung von HSF1-TAP-enthaltenden Protein-
komplexen 

 

In der Regulation von HSF1 spielen nicht nur posttranslationale Modifikationen eine ent-

scheidende Rolle, sondern ebenso die Bindung verschiedener Interaktionspartner, wie zum 

Beispiel Hitzeschock-Proteine.  

Um zu analysieren, ob TAP-fusioniertes HSF1 in der Lage ist an bekannte Interaktionspartner 

zu binden, wurden erste TAP-Aufreinigungsversuche mit den Zellinien 11 und 12 unternom-

men. Zuvor wurde die Expression von HSF1-TAP vor und nach Hitzeschock-Behandlung (HS) 

durch Western Blot Analysen nachgewiesen (vgl. Abb. 4.15). Die transgenen Zelllinien 11 und 

12 zeigten vor der Hitzeschock-Behandlung keine nachweisbare Expression von HSF1-TAP. 

Erst eine einstündige Inkubation bei 42°C führte dazu, dass HSF1 detektierbar war. Das Ban-

denmuster lässt vermuten, dass verschiedene posttranslational modifizierte Varianten, wie 

zum Beispiel hyperphosphoryliertes HSF1 detektiert wurden. Posttranslationale Modifikatio-

nen führen zu veränderten Größen der zu detektierenden Proteine, so dass es folglich zu 

einer langsameren Migration dieser Proteine durch das SDS-Trenngel kommt, wodurch viele 

einzelne übereinander liegende Banden detektiert werden können (vgl. Abb. 4.15). 
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Die HSF1-Expression der mHSF1-TAP-exprimierenden 
transgenen Zelllinien 11 und 12 wurde vor und nach 
Hitzeschock-Behandlung (HS) durch Western Blotting 
untersucht. TAP-fusioniertes HSF1 wurde mit Hilfe des 
anti-HSF1 Antikörpers nachgewiesen. U2AF65 dient als 
Kontrolle für gleichmäßige Proteinbeladung.  

 

Da TAP-gekoppeltes HSF1 in beiden Zelllinien erst nach Hitzeschock-Behandlung nachweis-

bar war, wurden TAP-Tag Aufreinigungen nur mit Zellen durchgeführt, die eine Hitzeschock-

Behandlung erhalten hatten. TAP-Tag Aufreinigungen bestehen aus einem Zwei-Schritt-

System, das eine sehr spezifische Isolation von Proteinkomplexen gewährleistet (Rigaut et 

al., 1999; Puig et al., 2001).  

Trotz der in Abbildung 4.15 nachgewiesenen Expression von HSF1-TAP, war es nicht möglich 

HSF1-enthaltende Proteinkomplexe in ausreichender Menge aus den Zelllinien 11 und 12 zu 

isolieren, um sie weiter analysieren zu können. Möglicherweise wurde HSF1-TAP zu schwach 

exprimiert und/oder die eingesetzten Ausgangsmengen waren zu gering.  

 

Um jedoch trotzdem HSF1-enthaltende Proteinkomplexe untersuchen und die Bindung von 

HSF1-TAP an bekannte Interaktionspartner nachweisen zu können, wurden neue transgene 

Zelllinien generiert. Für diese Generierung wurden HEK293 Zellen verwendet. Es ist bekannt, 

dass diese humanen embryonalen Nierenzellen sehr leicht zu transfizieren sind, künstlich 

eingebrachte Gene schnell in ihr eigenes Genom einbauen und diese in hohem Maße expri-

mieren (Shein und Enders, 1962). Um transgene Zellen zu generieren, wurde durch Klonie-

rungsschritte die cDNA des murinen Hsf1 im Vektor pcDNA3.1-mHsf1-TAP-Hygro durch die 

cDNA des humanen Hsf1 (hHsf1) ersetzt. HEK293 Zellen wurden mit dem hHsf1-

enthaltenden Vektor oder dem Kontrollvektor pcDNA3.1-TAP-Hygro transfiziert und stabile 

Zellklone nach Inkubation mit Hygromycin B isoliert.  

Für die HSF1-TAP Aufreinigung sollte eine transgene Zelllinie verwendet werden, die hHSF1-

TAP in hohem Maße exprimiert. In Abbildung 4.16 ist die Expression von endogenem HSF1 

und seiner TAP-fusionierte Variante der ausgewählten transgenen Zelllinie und ihrer zugehö-

rigen Kontrollzellinie dargestellt. Im Vergleich zu endogenem HSF1 wird die TAP-fusionierte 

Abbildung 4.15: Analyse der mHSF1-TAP Proteinex-
pression transgener Zelllinien 
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HSF1-Variante, die unter der Kontrolle des CMV-Promotors steht, deutlich überexprimiert. In 

der CMV-TAP Kontrollzelllinie konnte ausschließlich endogenes HSF1 detektiert werden.  

Aufgrund ihrer hohen HSF1-TAP Expression erschienen Proteinextrakte dieser Zelllinie als 

ideales Ausgangsmaterial für Isolationen von HSF1-TAP-enthaltenden Proteinkomplexen. 

 
 
 

 
 

 
 

Um TAP-Aufreinigungen HSF1-enthaltender Proteinkomplexe vorzunehmen, wurden die 

hHSF1-TAP- und die Kontroll-Zelllinie einem einstündigen Hitzeschock bei 42°C unterzogen. 

Dieser führte zur Aktivierung von endogenem und TAP-gekoppeltem HSF1 und einer damit 

verbundenen Trimerisierung und Akkumulation an den Promotoren von Zielgenen im Nuk-

leus. Um sowohl lösliches, als auch DNA-gebundenes HSF1-TAP isolieren zu können, wurden 

die lysierten Zellen nach der Hitzeschock-Behandlung einem DNA-Verdau mit DNase I unter-

zogen. DNase I ist eine Endonuklease, die DNA an Phosphodiesterbindungen benachbart zu 

Pyrimidin-Nukleotiden schneidet. Diese Fragmentierung der DNA erhöht die Effizienz der 

Isolation von DNA-gebundenem HSF1-TAP (Lambert et al., 2009).  

Um HSF1-bindene Proteine nach der HSF1-TAP Isolation analysieren zu können, wurden die 

Proteine des Ausgangsmaterials (Input) sowie die aufgereinigten Proteine (Elution) in einem 

4-20% SDS-Gradientengel ihres Molekulargewichtes (MW) entsprechend elektrophoretisch 

aufgetrennt und durch Silberfärbung sichtbar gemacht. Das repräsentative Ergebnis eines 

der drei durchgeführten Experimente ist in Abbildung 4.17 dargestellt.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 4.16: Analyse der HSF1 Expression transgener Zelllinien 
Die HSF1-Expression der hHSF1-TAP-exprimierenden transgenen Zelllinie und der 
CMV-TAP Kontrollzelllinie wurde durch Western Blotting untersucht. TAP-
fusioniertes und endogenes HSF1 wurde mit Hilfe des anti-HSF1 Antikörpers 
nachgewiesen. U2AF65 dient als Kontrolle für gleichmäßige Proteinbeladung. 
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Abbildung 4.17: Isolation HSF1-TAP-enthaltender Proteinkomplexe aus transgenen HEK293 Zellen und gele-
lektrophoretische Analyse 
Proteinextrakte von CMV-TAP und HSF1-TAP exprimierenden Zellen wurden als Ausgangsmaterial für eine TAP-
Tag Aufreinigung verwendet. Das Ausgangsmaterial (Input), sowie die isolierten Proteinkomplexe (Elution) 
wurden gelelektrophoretisch aufgtrennt und durch Silberfärbung analysiert. MW: Molekulargewicht; kDa: Kilo-
dalton; M: Marker 
 
 

Die Elution der TAP-Aufreinigung aus hHSF1-TAP exprimierenden Zellen zeigt eine Vielzahl 

von Banden mit unterschiedlichem Molekulargewicht, während in der Elution CMV-TAP 

exprimierender Zellen keine sichtbaren Banden zu detektieren waren. Durch die Isolation 

von TAP-fusioniertem HSF1 wurden offensichtlich HSF1-interagierende Proteine sehr spezi-

fisch aufgereinigt.  

Durch massenspektrometrische Analysen (MS; vgl. Tabelle 4.1) konnte die Bande bei ca. 80 

kDa als humanes HSF1 identifiziert werden. Aufgrund der Größe kann davon ausgegangen 

werden, dass es sich um die TAP-gekoppelte Variante von HSF1 handelt, da endogenes HSF1 

eine berechnete molekulare Masse von 54 kDa hat, durch posttranslationale Modifikationen 

jedoch in Analysen mit einer Größe von 70 kDa identifiziert werden kann. Durch das nach 

dem TEV-Verdau weiter an HSF1 verbleibende Calmodulin-Bindeprotein des TAP-Tag nimmt 

die molekulare Masse von HSF1 auf über 80 kDa zu. Die beiden bei ca. 70 kDa detektierten 

Banden wurden eindeutig als die HSF1-interagierenden Chaperone HSC70 und HSP70 identi-

fiziert. HSF2, welches in der Lage ist mit HSF1 Heterotrimere zu bilden, konnte ebenfalls ein-

deutig bei einer Größe von ca. 60 kDa nachgewiesen werden.  
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Durch die Isolation von HSF1-enthaltenden Proteinkomplexen wurden nicht nur die zuvor 

erwähnten Proteine detektiert, sondern ebenfalls eine Reihe weiterer Proteine identifiziert. 

In Tabelle 4.1 sind Proteine aufgelistet, die in drei unabhängig voneinander durchgeführten 

HSF1-TAP Isolationen durch massenspektrometrische Analysen detektiert werden konnten.  

Zu den hier isolierten bekannten HSF1-Interaktionspartnern gehören zum Beispiel die Mit-

glieder der HSP70 Chaperonfamilie (Abravaya et al., 1992; Nunes und Calderwood, 1995; Shi 

et al., 1998, Ahn et al., 2005; Havugimana  et al., 2012). Zusätzlich konnten die HSF1-

interagierenden Proteine HSF2 (Loison et al., 2006), der SWI/SNF-verwandte Matrix-

assoziierte Aktin-abhängige Regulator der Chromatinunterfamilie B Mitglied 1 (SMARCB1)  

(Sullivan et al., 2001) und HSF1 selbst in den durchgeführten Isolationen detektiert werden.  

Es ist außerdem bekannt, dass Mitglieder der Familie der heterogenen nukleären Ribonukle-

oproteine (hnRNP) zusammen mit HSF1 in Stresskörperchen im Nukleus unter proteotoxi-

schen Stressbedingungen lokalisiert sind (Weighardt et al., 1999; Jolly et al., 1999; Denegri et 

al., 2001). Drei der Mitglieder dieser Familie, hnRNP A0, hnRNP U und hnRNP R, konnten 

zusammen mit HSF1-enhaltenden Komplexen aufgereinigt werden. Diese Proteine sind an 

Splicing-Mechanismen von mRNA beteiligt (Krecic und Swanson, 1999).  

Zusätzlich zu diesen Proteinen konnten noch weitere Splicing-Faktoren identifiziert werden. 

Zu diesen Proteinen gehören das 100 kDa DNA-pairing Protein (SFPQ; Patton et al., 1993), 

der AAR2 Splicing Faktor (AAR2; Gottschalk et al., 2001), der Pre-mRNA-prozessierender Fak-

tor 8 (PRP8; Luo et al., 1999) und die beiden U5 snRNP (small nuclear Ribonucleoprotein Par-

ticle) Proteine 116 (EFTUD2; Fabrizio et al., 1997) und 200 (snRNP200; Laggerbauer et al., 

1998). Die Isolation von HSF1-enthaltenden Komplexen erbrachte außerdem die Detektion 

des Faktors RuvB-like 1 (RUVBL1), der ATP-abhängigen DNA Helikase A (DHX9) und des HuR 

mRNA-Bindeprotein (ELAVL1). RUVBL1 gehört zu den DNA-bindenden Helikasen, die für die 

Entwindung und Stabilisierung von DNA verantwortlich sind (Jeronimo et al., 2007). DHX9 ist 

hingegen eine RNA-Helikase, die für die Entwindung doppelsträngiger RNA benötigt wird 

(Zhang und Grosse, 1997), während ELAVL1 an der Bindung von mRNA beteiligt ist (Izquier-

do, 2008; Mukherjee et al., 2011). Diese Faktoren konnten bisher nicht als HSF1-

Interaktionspartner oder Proteine nukleärer Stresskörperchen identifiziert werden. 
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Tabelle 4.1: Zusammenfassung der MS-Ergebnisse der drei HSF1-TAP Aufreinigungen aus HEK293 Zellen 
Es wurden die Proteine aufgelistet, die massenspektrometrisch nach HSF1-TAP Aufreinigung detektiert wurden. 
Für alle Proteine sind die Funktion, das Molekulargewicht (MW), die Peptidhäufigkeit (P) und die prozentuale 
Sequenzabdeckung (%), mit der das Protein identifiziert wurde, dargestellt. Grau unterlegte Proteine wurden in 
mindestens zwei Experimente (Exp.) detektiert. Die Abkürzungen der Proteinnamen sind in Klammern hinter 
den identifizierten Proteinen aufgeführt.  

Exp.1 Exp.2 Exp.3 
Identifiziertes Protein Funktion 

MW 

(kDa) 
P % P % P % 

100 kDa DNA-pairing Protein 
(SFPQ) 

Splicing 66 2 4,3 / / / / 

AAR2 Splicing-Faktor (AAR2) Splicing 45 / / 2 5,8 4 16 
ATP-abhängige DNA-Helikase A 
(DHX9) 

Helikase 141 2 2 / / / / 

heterogenes nukleäres Ribonuc-
leoprotein A0 (hnRNPA0) 

Splicing 31 / / 2 13 / / 

heterogenes nukleäres Ribonuc-
leoprotein R (hnRNPR) 

Splicing 68 3 5,4 / / / / 

heterogenes nukleäres Ribonuc-
leoprotein U (hnRNPU) 

Splicing 89 / / 7 11 / / 

Hitzeschock 105kDa/110kDa Pro-
tein 1 (HSP105) 

Chaperon 98 14 20 / / 19 25 

Hitzeschock-70kDa Protein 
1A/1B (HSPA1A/B) 

Chaperon 70 / / 40 74 36 73 

Hitzeschock-70kDa Protein 1L 
(HSPA1L) 

Chaperon 70 3 34 / / / / 

Hitzeschock-70kDa Protein 2 
(HSPA2) 

Chaperon 70 / / 1 13 2 20 

Hitzeschock-70kDa Protein 4 
(HSPA4) 

Chaperon 94 / / / / 20 30 

Hitzeschock-70kDa Protein 5 
(HSPA5) 

Chaperon 72 / / 16 36 18 39 

Hitzeschock-70kDa Protein 8 
(HSPA8, HSC70) 

Chaperon 71 / / 27 55 26 49 

Hitzeschock-70kDa-verwandtes 
Protein 4 (HSPA4L) 

Chaperon 95 9 9,9 / / 12 23 

Hitzeschock-Faktor 1 (HSF1) 
Transkriptions- 

faktor 
54 / / 27 50 28 50 

Hitzeschock-Faktor 2 (HSF2) 
Transkriptions- 

faktor 
58 7 21 7 11 8 18 

HuR mRNA-Bindeprotein 
(ELAVL1) 

Splicing 36 / / 2 8,3 / / 

Mitochondriales Hitzeschock-
75kDa Protein 9 (HSPA9) 

Chaperon 74 17 28 15 28 26 43 

Pre-mRNA-prozessierender Fak-
tor 8 (PRP8) 

Splicing 252 14 7,8 14 7,2 5 2,1 
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RuvB-like 1 (RUVBL1) Helikase 50 3 7,7 / / / / 
SWI/SNF-verwandter Matrix-
assoziierter Actin-abhängiger 
Regulator der Chromatin-
unterfamilie B Mitglied 1 
(SMARCB1) 

Chromatin-
remodeling 

47 2 6,3 / / / / 

U5 snRNP-116kDa Protein 
(EFTUD2) 

Splicing 108 9 7 13 19 15 19 

U5 snRNP-200kDa Protein 
(snRNP200) 

Splicing 216 22 13 / / 14 7,2 

snRNP: kleines nukleäres Ribonukleoprotein; Poly(A): Polyadenylierung 

 

Die Isolation HSF1-enthaltender Komplexe aus transgenen Zelllinien, die stabil TAP-

fusioniertes HSF1 exprimieren, konnte zeigen, dass HSF1-TAP in der Lage ist an bekannte 

Interaktionspartner, wie zum Beispiel Hitzeschock-Proteine, zu binden. Es konnten außer-

dem Proteine identifiziert werden, die bislang nicht als Interaktionspartner von HSF1 be-

kannt waren.  

 

Die vorangegangenen Ergebnisse belegen, dass TAP-gekoppeltes HSF1 in der Lage ist unter 

Hitzeschock-Bedingungen Homo- oder Heterotrimere zu bilden, im Kern zu akkumulieren 

(vgl. Abb. 4.13), die Transkription des Zielgens Hspa1b zu aktivieren (vgl. Abb. 4.14) und an 

bekannte Interaktionspartner zu binden (vgl. Abb 4.17 und Tabelle 4.1). Dies lässt den 

Schluss zu, dass HSF1-TAP sich in seiner Regulation und transkriptionellen Aktivität nicht von 

endogenem HSF1 unterscheidet.  

Für die Identifizierung der Signale, die in der zirkadianen Regulation von HSF1 eine Rolle 

spielen, konnte auf der Basis der gewonnenen Ergebnisse eine transgene Maus generiert 

werden, die TAP-fusioniertes HSF1 exprimiert. Die Generierung dieser transgenen Maus 

wurde von der Firma TaconicArtemis durchgeführt. 

 

 

4.3 Generierung einer konditional Hsf1-TAP exprimierenden 
Knock-in Maus 

 

Für die Generierung einer konditional HSF1-TAP exprimierenden Maus wurde die cDNA von 

murinem Hsf1, C-terminal fusioniert an die Sequenz des TAP-Tags, in Intron 1 des Rosa26-
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Lokus auf Chromosom 6 von C57BL/6N Mäusen eingefügt. Die vor dem Hsf1-TAP liegende 

Neomycin-Kassette wurde von zwei loxP Sequenzen flankiert (Abb. 4.18 A). Eine konstitutive 

Expression von Hsf1-TAP wird durch Cre (cyclization recombination)-vermittelte Exzision der 

Sequenz der Neomycin-Kassette erreicht (vgl. Abb. 4.18 B). Hierfür war eine Verpaarung mit 

Mäusen nötig, die die Cre-Rekombinase exprimieren. Das Cre-Enzym ist in der Lage loxP-

Sequenzen zu erkennen und die Sequenz herauszuschneiden, die sich zwischen den beiden 

loxp-Sequenzen befindet. Nach der Exzision der Neomycin-Kassette steuert der Rosa26 Pro-

moter die Expression des TAP-gekoppelten Hsf1. Steht die Expression der Cre-Rekombinase 

unter der Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors, ermöglicht dies eine gezielte Ex-

pression von HSF1-TAP in einzelnen Geweben. Hierdurch kann in Mäusen mit genetischem 

Hsf1-/- Hintergrund eine gewebespezifische Komplementation des Hsf1 Knock-outs durchge-

führt werden.  

Durch Kreuzungen wurde der Hsf1-TAP-enthaltende Lokus in heterozygot Hsf1-

exprimierende (Hsf1+/-) Mäuse gebracht. Diese Mäuse besitzen nur ein Allel des endogenen 

Hsf1-Gens. Die Einbringung des Hsf1-TAP-Gens führte somit nicht zu einer erhöhten Hsf1-

Gendosis in diesen Mäusen. 

A

B

A

B

 

 

Murine Genomregion

Rosa26 Exon (Maus)

Hsf1 open reading frame

Splicing Akzeptor-Sequenz

loxP Sequenz

Polyadenylierungssignal

Murine Genomregion

Rosa26 Exon (Maus)

Hsf1 open reading frame

Murine Genomregion

Rosa26 Exon (Maus)

Hsf1 open reading frame

Splicing Akzeptor-Sequenz

loxP Sequenz

Polyadenylierungssignal
 

Abbildung 4.18: Schematische Darstellung des Hsf1-TAP enthaltenden ROSA26-Lokus 
(A) Die Sequenz des TAP-gekoppelten murinen Hsf1 wird durch eine Splicing Akzeptor-Sequenz (SA) und eine 
Sequenz, die Informationen für ein Polyadenylierungssignal enthält (hGHpA) im ROSA26-Lokus auf Chromosom 
6 flankiert. Upstream dieser Sequenz liegt eine Sequenz-Kassette, deren Expression eine Neomycin-Resistenz 
(NeoR) vermittelt. Diese wird ebenfalls durch eine Splicing Akzeptor-Sequenz und das Gen für ein Polyadenylie-
rungssignal, sowie durch 2 loxP Sequenzen flankiert. (B) Nach Rekombination durch das Cre-Enzym steht Hsf1-
TAP unter direkter Kontrolle des ROSA26-Promotors.  
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4.3.1 Isolation HSF1-enthaltender Proteinkomplexe aus transgenen Mäu-
sen 

 

Um zu überprüfen, ob TAP-fusioniertes HSF1 in transgenen Mäusen nach der Exzision der 

Neomycin-Kassette exprimiert wird, wurden Proteinextrakte aus Lebern von Mäusen 

(Hsf1+/+) isoliert und die Expression von HSF1-TAP durch Western Blotting analysiert.  

TAP-gekoppeltes HSF1, welches durch den TAP-Tag ca. 20 kDa größer ist als endogenes 

HSF1, konnte als Doppelbande bei ca. 90 kDa durch einen anti-HSF1 Antikörper nachgewie-

sen werden. Die hier detektierte Doppelbande wird sehr wahrscheinlich durch unterschiedli-

che posttranslationale Modifikationen von HSF1-TAP hervorgerufen (vgl. Abb. 4.19).  

Endogenes HSF1 konnte als einzelne Bande bei ca. 70 kDa detektiert werden. Es wird zu ca. 

30% schwächer exprimiert als TAP-fusioniertes HSF1. HSF1-TAP zeigt somit keine starke 

Überexpression im Vergleich zu endogenem HSF1, wenn nur ein Allel des Hsf1-TAP Gens 

vorhanden ist. Wird es im genetischen Hintergrund von Hsf1-/- Mäusen exprimiert, sollte es 

die Expression des fehlenden Hsf1-Gens ausgleichen können. 

 

 

 
 
 

 

 

 

 
 
 
 

 

Um nachweisen zu können, dass TAP-gekoppeltes HSF1 und interagierende Proteine spezi-

fisch aus transgenen Mäusen isoliert werden können, wurde im Folgenden eine erste TAP-

Tag Aufreinigung vorgenommen (vgl. Abb. 4.20). Für diese Isolation wurden Proteinextrakte 

aus Mausleber hergestellt. Um auch DNA-gebundenes HSF1 isolieren zu können, wurden die 

Extrakte zuvor mit DNase I inkubiert. Die Proteine des Ausgangsmaterials (Input), sowie die 

aufgereinigte HSF1-TAP Fraktion (Elution) wurden anschließend durch Western Blotting (WB) 

und Silberfärbung (S) des SDS-Gels analysiert. HSF1-TAP wurde spezifisch durch einen anti-

Für den Vergleich der Expressionsstärke von endogenem HSF1 
und HSF1-TAP wurden Proteinextrakte aus Mausleber herge-
stellt und die Expression von HSF1 durch Western Blotting ana-
lysiert. Pfeile zeigen HSF1-Banden an, die spezifisch durch den 
anti-HSF1 Antikörper erkannt wurden. Die molekulare Masse 
der Proteine ist in Kilodalton (kDa) angegeben.  

Abbildung 4.19: Analyse der Expression von endogenem und TAP-
fusioniertem HSF1 transgener Mäuse 
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TAP Antikörper, der sowohl ungeschnittenes als auch TEV-verdautes TAP binden kann, de-

tektiert.  

TAP-fusioniertes HSF1 (durch Pfeile markiert) konnte vor der Aufreinigung auf einer Höhe 

von ca. 90 kDa im Silbergel und Western Blot nachgewiesen werden. Nach der Isolation 

HSF1-enthaltender Komplexe konnte HSF1-TAP ebenfalls als Bande im Silbergel (Pfeil) detek-

tiert werden. Die Spezifität dieser Bande wurde durch Western Blot Analysen bestätigt. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
  

HSF1-TAP wies nach der Elution eine Größe von ca. 80 kDa auf. Diese Größenreduktion von 

ca. 10 kDa resultiert aus dem Fehlen des Protein A-Teils des TAP-Tags, welches durch den 

Verdau mit der TEV-Protease von HSF1-TAP abgespalten wurde.  

Die Elutionsfraktion des Silbergels zeigt neben HSF1-TAP noch weitere Banden. Die beiden 

mit Sternen markierten Banden auf der Höhe von ca. 70 kDa könnten HSC70 und HSP70 dar-

stellen, die auch schon in vorherigen Isolationen spezifisch nachgewiesen werden konnten.  

 

Die Analysen in Abbildung 4.19 und 4.20 zeigen, dass HSF1-TAP in transgenen Mäusen endo-

genen Expressionsleveln ähnelnd exprimiert wird und HSF1-enthaltende Proteinkomplexe 

aus Mausleber aufgereinigt werden können.  

 

 

Abbildung 4.20: Isolation HSF1-TAP-enthaltender 
Proteinkomplexe aus Mausleber und gelelektropho-
retische Analyse 
Proteinextrakte von CMV-TAP und HSF1-TAP expri-
mierenden Zellen wurden als Ausgangsmaterial für 
eine TAP-Tag Aufreinigung verwendet. Das Aus-
gangsmaterial (Input), sowie die isolierten Protein-
komplexe (Elution) wurden gelelektrophoretisch 
aufgetrennt und durch Silberfärbung (S) und Wes-
tern Blot (WB) analysiert. MW: Molekulargewicht; 
kDa: Kilodalton; M: Marker 
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4.3.2 HSF1-TAP kann endogenes HSF1 funktionell ersetzen 

 

In Kreuzungsexperimenten wurde TAP-fusioniertes HSF1 in den genetischen Hintergrund von 

Hsf1-defizienten Mäusen gebracht, um zu untersuchen, ob HSF1-TAP zur Komplementation 

des Hsf1 Knock-out Phänotyps führt. Weibliche Hsf1-defiziente Mäuse sind nicht in der Lage 

lebensfähige Embryos zu bilden (Xiao et al., 1999; Metchat et al., 2009). Durch die Expressi-

on von HSF1-TAP in Hsf1-/- Mäusen war es den Tieren jedoch möglich lebensfähige Nach-

kommen zu generieren. Die Analyse des endogenen Hsf1- und Hsf1-TAP Genotyps der El-

terntiere und ihrer Nachkommen sind in Abbildung 7.4 im Anhang aufgeführt.  

 

Da HSF1-TAP enthaltende Komplexe aus Mäusen isoliert werden können und HSF1-TAP en-

dogenes HSF1 funktionell zu ersetzen scheint, können somit in der Zukunft HSF1-TAP expri-

mierende Mäuse für Analysen der zirkadianen Regulation von HSF1 verwendet werden. 
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5 Diskussion 
 

5.1 HSP90 nimmt über die Regulation der Stabilität der Proteine 
BMAL1 und CLOCK Einfluss auf den zirkadianen Oszillator 

 

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Interaktionswege zwischen dem Hitzeschock-

System und der zirkadianen Uhr in Säugetieren näher zu charakterisieren. Für diese Analyse 

wurde die Funktion des Hitzeschock-Proteins HSP90 in der zirkadianen Uhr untersucht.  

In den Experimenten dieser Arbeit wurde deshalb die Aktivität von HSP90 pharmakologisch 

inhibiert und der Effekt auf den molekularen Oszillator analysiert. Besonderes Augenmerk 

lag dabei auf der Stabilität der beiden Mitglieder des positiv regulierenden Arms der moleku-

laren Rückkopplungsschleife BMAL1 und CLOCK und der Expression ihrer Zielgene. Darüber 

hinaus wurde analysiert, welche HSP90-Isoform in der Stabilisierung von Uhrproteinen eine 

Rolle spielt. Unter Verwendung eines Mausmodells der Chronotoxizität konnte anschließend 

in vivo die Einflussnahme von HSP90 auf Prozesse, die von der zirkadianen Uhr abhängig 

sind, aufgezeigt werden.  

 

 

5.1.1 Inhibition von HSP90 führt zu einer Beeinträchtigung des zirkadianen 
Oszillators in Mausfibroblasten  

 

Um zu untersuchen, ob HSP90 an der Regulation der zirkadianen Uhr von Säugetieren betei-

ligt ist, wurde durch Echtzeit-Biolumineszenz-Analysen der Effekt der HSP90-Inhibition auf 

den molekularen Oszillator von NIH3T3-Zellen näher analysiert.  

Die Inhibition von HSP90 durch das Geldanamycin-Derivat 17-AEP-GA führte zu einer signifi-

kanten Veränderung der Phase und einer Reduktion der Amplitude des molekularen Oszilla-

tors der Mausfibroblasten. Diese Effekte konnten auch mit Geldanamycin, seinem Derivat 

17-AAG und dem strukturell nicht verwandten Inhibitor Radicicol detektiert werden. Der 

Einfluss auf den zirkadianen Oszillator scheint somit nicht durch unspezifische Effekte chemi-

scher Inhibitoren auf andere Proteine hervorgerufen zu werden, sondern auf der spezifi-

schen Hemmung von HSP90 zu beruhen.  
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Durch die Analyse der endogenen mRNA-Expression von Bmal1 mit und ohne 17-AEP-GA 

Behandlung konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei der HSP90-Inhibition um einen 

unspezifischen Nebeneffekt auf die Luziferase-Reportergenaktivität handelte. Endogene 

Bmal1-mRNA Level wiesen eine vergleichbare Verschiebung der Phase und Verringerung der 

Amplitude nach 17-AEP-GA Behandlung auf, wie sie zuvor im Luziferase-Reportergenassay 

detektiert werden konnte. Die hier gewonnen Ergebnisse weisen darauf hin, dass HSP90 

Einfluss auf die Regulation der zirkadianen Uhr nimmt.  

Dass die korrekte Funktion von HSP90 für den molekularen Oszillator von Mausfibroblasten 

unverzichtbar ist, wird zusätzlich durch die Vorbehandlung von NIH3T3-Zellen mit 17-AEP-GA 

untermauert. Eine Vorinkubation der Zellen mit 17-AEP-GA über drei Tage führte zu einem 

verstärkten Effekt auf die zirkadiane Oszillation der Zellen. Nach 96-stündiger Messung der 

Biolumineszenz konnte beinahe keine Oszillation mehr detektiert werden. Dies basierte je-

doch nicht auf einem Absterben der Zellen, sondern wahrscheinlich vielmehr auf einer ver-

stärkten Beeinflussung des zirkadianen Oszillators durch verlängerte HSP90-Inhibition. Führt 

die Hemmung von HSP90 zum Beispiel zu einer Destabilisierung von Uhrproteinen, könnte 

ein starker Effekt auf den Oszillator erst nach einigen Tagen detektierbar sein, da wahr-

scheinlich eine gewisse Zeitspanne benötigt wird, bis die Proteinmengen so stark vermindert 

sind, dass die Oszillation fast völlig zum erliegen kommt.  

Die beobachteten Effekte auf den transkriptionellen Oszillator stellen unter Umständen nicht 

den Endpunkt der HSP90 Inhibition dar. Die Aktivität von HSP90 könnte unter den verwen-

deten Bedingungen nicht vollständig gehemmt worden sein. Eine Verwendung höherer Kon-

zentrationen und eine verlängerte Behandlung der Zellen mit HSP90-Inhibitoren könnte zu 

einem vollständigen Zusammenbruch der Rhythmizität führen. Einen ersten Hinweis darauf 

liefern die verlängerte Periodenlänge der Oszillation unter der Verwendung erhöhter Kon-

zentrationen der Inhibitoren und die signifikant verringerte Amplitude nach Vorbehandlung 

der Zellen mit dem Inhibitor 17-AEP-GA. Aufgrund der verstärkten Zytotoxizität bei erhöhten 

Inhibitor-Konzentrationen ist die Untersuchung dieser Hypothese jedoch kaum durchführ-

bar. Studien belegen, dass die Zytotoxizität durch die Behandlung von Zellen mit erhöhten 

Geldanamycin- oder Derivat-Konzentrationen durch eine verstärkte Generierung von reakti-

ven Sauerstoff- und Stickstoffspezies hervorgerufen wird (Lee et al., 2012). Zusätzlich dazu 

kommt es durch die Behandlung von Zellen mit Geldanamycin zu einer Bildung von Glutathi-
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onkonjugaten, welche ebenfalls einen erhöhten zytotoxischen Effekt mit sich bringen (Guo 

et al., 2008).  

 

 

5.1.2 HSP90-Inhibition reduziert die Stabilität der Proteine BMAL1 und 
CLOCK 

 

In den hier durchgeführten Analysen zur Proteinstabilität wurde das Hauptaugenmerk auf 

das zentrale Uhrprotein BMAL1 gelegt. Da CLOCK in peripheren Geweben einen wichtigen 

Interaktionspartner von BMAL1 darstellt und seine zirkadiane nukleäre Translokation und 

Degradation durch BMAL1 reguliert wird, wurden zusätzlich Analysen zur Proteinstabilität 

von CLOCK durchgeführt.  

Die Inhibition der Funktion von HSP90 durch das Geldanamycin-Derivat 17-AEP-GA führte zu 

verringerten zellulären Proteinmengen von BMAL1 im Vergleich zu unbehandelten Zellen. 

Zusätzlich zu den reduzierten BMAL1-Mengen konnte in Analysen zur Kinetik der BMAL1-

Degradation festgestellt werden, dass die Halbwertszeit von BMAL1 in Zellen, deren HSP90-

Funktion inhibiert wurde, deutlich kürzer war als in unbehandelten Zellen. Dieses Ergebnis 

konnte in einem unabhängigen experimentellen System unter Verwendung von c-Myc-

BMAL1 exprimierenden Zellen bestätigt werden. In diesen Zellen wurde jedoch keine Reduk-

tion der steady state c-Myc-BMAL1 Proteinlevel nach 17-AEP-GA Behandlung detektiert. Dies 

könnte unter anderem durch die konstitutive Expression von c-Myc-BMAL1 über den CMV-

Promoter hervorgerufen werden. Kommt es durch die Inhibition von HSP90 zu einem Abbau 

von c-Myc-BMAL1, wird dieser Effekt möglicherweise durch die durch den CMV-Promotor 

hervorgerufene Überexpression verdeckt und kann somit nicht detektiert werden. Der CMV-

Promotor steht außerdem nicht direkt unter dem Einfluss der molekularen Rückkopplungs-

schleife, wie der Promoter des endogenen Bmal1 Gens. BMAL1 beeinflusst durch eine redu-

zierte Stabilität nicht nur die Aktivierung seiner Zielgene, sondern nimmt durch den moleku-

laren feedback loop auch auf seine eigene Aktivierung und Expression Einfluss. C-Myc-

BMAL1 Proteinlevel beeinflussen ihre eigene Expression jedoch nicht, so dass dies ein weite-

rer Grund für die hier detektierten stabilen Proteinlevel nach HSP90-Inhibition sein könnte. 

Wurde die Überexpression von c-Myc-BMAL1 jedoch durch den Translationsinhibitor Cyclo-

heximid inhibiert, konnte eine deutlich verkürzte Halbwertszeit des Proteins nach der Be-
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handlung mit 17-AEP-GA beobachtet werden. Eine Verringerung der Halbwertszeit nach In-

hibition von HSP90 wurde auch in Untersuchungen der Proteinstabilität von CLOCK detek-

tiert.   

Die Stabilität von BMAL1 und CLOCK wird durch eine Vielzahl von Prozessen beeinflusst. Zu 

diesen Prozessen gehören posttranslationale Modifikationen, die Translokation zwischen 

Zytoplasma und Nukleus und die Bindung an Chromatin (vgl. Kapitel 1.1.3.1). Es ist bekannt, 

dass das Heterodimer aus BMAL1 und CLOCK zu den Transkriptionsfaktorkomplexen gehört, 

die durch die Bindung an Chromatin und der damit verbundenen Transaktivierung von Ziel-

genen für den sofortigen Abbau markiert werden („black widow model“, vgl. Kapitel 1.1.3.1). 

Die Inhibition der Funktion von HSP90 könnte zu einer verstärkten Degradation führen. Die-

se Hypothese wird durch die bekannte Interaktion zwischen BMAL1 und HSF1 gestützt. Es 

konnte nachgewiesen werden, dass HSF1 an das Heterodimer von BMAL1/CLOCK binden 

kann (Tamaru et al., 2011). Da HSP90 ebenfalls einen Interaktionspartner von HSF1 darstellt, 

könnte HSF1 für die Rekrutierung von HSP90 an das Heterodimer verantwortlich sein.  

Es ist außerdem möglich, dass HSP90 direkt mit BMAL1 und CLOCK im Zytoplasma interagiert 

und diese Bindung zur Stabilisierung der Proteine beiträgt. Eine direkte Interaktion zwischen 

BMAL1 und HSP90 konnte mit in vitro translatierten Proteinen gezeigt werden (Hogenesch 

et al., 1997). Die Interaktionsstudien durch Co-Immunpräzipitation von BMAL1, CLOCK oder 

HSP90 aus NIH3T3-Fibroblasten oder Zellkernextrakten aus Mausleber wiesen in dieser Ar-

beit jedoch keine direkte Bindung zwischen BMAL1 oder CLOCK mit HSP90 nach. Es ist be-

kannt, dass HSP90 mit einer Vielzahl von Client-Proteinen transiente schwach-affine Kom-

plexe bildet (Shames und Minna, 2008). Möglicherweise war aus diesem Grund der Nach-

weis einer Interaktion zwischen HSP90 und BMAL1/CLOCK nicht durchführbar, da eine Bin-

dung von HSP90 an BMAL1 oder CLOCK nur von kurzer Dauer oder sehr schwach ausgeprägt 

sein könnte.  

Es sollte jedoch auch in Betracht gezogen werden, dass HSP90 über indirektere Wege zu ei-

ner Stabilisierung von BMAL1 und CLOCK beiträgt. Beide Proteine werden in hohem Maße 

durch posttranslationale Modifikationen reguliert. Zu diesen Modifikationen gehört zum 

Beispiel die O-GlcNAcetylierung. BMAL1 und CLOCK werden rhythmisch O-GlcNAcetyliert, 

was zu einer Inhibition ihrer Ubiquitinierung führt und somit den proteasomalen Abbau ver-

hindert (Ma et al., 2013). In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Inhibition von 

HSP90 zu einer Destabilisierung der O-GlcNAc-Transferase (OGT) führt (Zhang et al., 2012). 
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Die daraus resultierende Verminderung der O-GlcNAcetylierung könnte den Abbau von 

BMAL1 und CLOCK beschleunigen.  

Es besteht ebenfalls die Möglichkeit, dass das Protein CLOCK nicht direkt durch HSP90 stabi-

lisiert wird, sondern seine hier detektierte Destabilisierung durch die erhöhte BMAL1 Prote-

indegradation hervorgerufen wird. BMAL1 besitzt nukleäre Lokalisations- und Exportsequen-

zen in seiner N-terminalen Domäne, wodurch seine Translokation zwischen Zytoplasma und 

Zellkern gewährleistet wird. CLOCK besitzt jedoch keine eigenen nukleären Lokalisationsse-

quenzen (Kwon et al., 2006). BMAL1 ist für den nukleären Import seines Interaktionspartners 

CLOCK verantwortlich und beeinflusst dessen Stabilität. In Untersuchungen führte die Co-

Expression von BMAL1 und CLOCK zu reduzierten Proteinlevels von CLOCK im Zytoplasma, 

jedoch konnte kein Anstieg von CLOCK im Nukleus verzeichnet werden (Kondratov et al., 

2003, Kwon et al., 2006). Es ist daher wahrscheinlich, dass die Translokation von CLOCK 

durch BMAL1 in den Nukleus eine schnelle Degradation beider Transkriptionsfaktoren nach 

sich zieht (vgl. „black widow model“, Kapitel 1.1.3.1). Wird die Proteinstabilität vom BMAL1 

durch die Inhibition von HSP90 beeinträchtigt, kann dies somit ebenfalls Einfluss auf die Sta-

bilität, posttranslationale Modifikation und subzellulären Lokalisation seines Interaktions-

partners CLOCK haben.  

In Analysen der BMAL1-Proteinstabilität stellte sich ebenfalls heraus, dass nicht nur die Ge-

samtmenge des BMAL1-Proteins durch die Hemmung von HSP90 vermindert wurde, sondern 

möglicherweise auch der Phosphorylierungsstatus von BMAL1 verändert vorlag. In 17-AEP-

GA behandelten Zellen konnte die langsamer mirgierende Bande von BMAL1 signifikant re-

duziert detektiert werden. Diese Bande stellt wahrscheinlich phosphoryliertes BMAL1 dar.  

Es gibt Hinweise darauf, dass BMAL1 zusammen mit seinem Interaktionspartner CLOCK für 

die Translokation in den Nukleus und Transaktivierungsprozesse phosphoryliert vorliegen 

muss (Sanada et al., 2002, Kondratov et al., 2003). An diesen Phosphorylierungsprozessen ist 

unter anderem die Proteinkinase MAPK beteiligt. Eine Inhibition von HSP90 durch Geldana-

mycin inhibiert den MAPK-Aktivator RAF-1, was in einer Hemmung der Aktivität von MAPK 

resultiert (Bedin et al., 2004). Die Phosphorylierung von BMAL1 ist außerdem von der Kinase 

GSK-3β abhängig. Phosphorylierungen von BMAL1 durch GSK-3β führen zu Ubiquitin-

vermittelter proteasomaler Degradation von BMAL1 (Sahar et al., 2010). GSK-3β ist ein 

Client-Protein von HSP90, dessen Reifung durch die Inhibition der Funktion von HSP90 ge-

hemmt wird (Zeng et al., 2010). Stellt die langsamer migrierende Bande von BMAL1 seine 
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phosphorylierte Form dar, könnte die Inhibition der Proteinkinasen MAPK und GSK-3β durch 

die Hemmung der Aktivität von HSP90 eine direkte Ursache für die signifikante Reduktion 

der BMAL1 Menge sein. In zukünftigen Experimenten muss jedoch durch die Behandlung der 

verwendeten Proteinextrakte mit dem Enzym Phosphatase abgesichert werden, da es sich 

bei dieser Proteinbande um phosphoryliertes BMAL1 und nicht um andere posttranslationa-

le Modifikationen handelt. 

Die in dieser Arbeit detektierten reduzierten Proteinlevel von BMAL1, der mögliche verän-

derte Phosphorylierungsstatus von BMAL1 und die verminderte Halbwertszeit von BMAL1 

und CLOCK nach Inhibition von HSP90 legen nahe, dass BMAL1 und möglicherweise sein In-

teraktionspartner CLOCK von der Aktivität des Chaperons HSP90 abhängig sind. Ob HSP90 

durch eine direkte Bindung oder über indirekte Wege Einfluss auf die Stabilität und 

posttranslationale Modifikationen dieser Proteine nimmt, konnte in dieser Arbeit nicht ge-

klärt werden. Die hier nicht nachweisbare Interaktion des Heterodimers mit HSP90 und der 

veränderte posttranslationale Zustand von BMAL1 geben jedoch Hinweise darauf, dass 

HSP90 möglicherweise Regulatorproteine von BMAL1 beeinflusst. Da die Stabilität von 

BMAL1 durch die Inhibition von HSP90 eindeutig vermindert wird, sind detektierte reduzier-

te mRNA-Expressionslevel von Bmal1 in dieser Arbeit wahrscheinlich eher als eine Konse-

quenz der Destabilisierung als ein Grund für verminderte BMAL1-Proteinmengen zu werten. 

 

 

5.1.3 Die zytoplasmatischen Isoformen HSP90α und HSP90β sind an der 
Stabilisierung von BMAL1 beteiligt 

 

Wie bereits in Kapitel 4.1.1 erwähnt wurde, kann es durch chemische Inhibitoren von Prote-

inen auch zu unerwünschten Nebeneffekten auf unverwandte Proteingruppen in Zellen 

kommen. Um zu untermauern, dass der Effekt des Geldanamycin-Derivates 17-AEP-GA auf 

die Stabilität von BMAL1 spezifisch durch die Inhibition der Funktion von HSP90 hervorgeru-

fen wird, wurden in dieser Arbeit alle Varianten von HSP90 durch siRNA in NIH3T3-

Fibroblasten herunterreguliert. HSP90 existiert in verschiedenen Isoformen in der Zelle und 

diese HSP90-Varianten sind in unterschiedlichen Zellkompartimenten lokalisiert. Zu den bei-

den hauptsächlich im Zytoplasma lokalisierten Isoformen gehören das induzierbare HSP90α 

und das konstitutiv exprimierte Protein HSP90β. Diese beiden HSP90 Varianten konnten je-
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doch auch im Nukleus detektiert werden. Da sie keine nukleäre Lokalisationssequenz besit-

zen, ist es wahrscheinlich, dass die Translokation in den Nukleus durch Interaktion mit Client-

Proteinen oder Co-Chaperonen vermittelt wird (Collier und Schlesinger, 1986). Die HSP90-

Isoform GRP94 ist hauptsächlich im Lumen des Endoplasmatischen Reticulums lokalisiert 

und spielt in diesem Kompartiment eine wichtige Rolle in der Faltung von Proteinen (Lee, 

1981). TRAP1 stellt eine Isoform von HSP90 in Mitochondrien dar und ist dort in die Auf-

rechterhaltung mitochondrialer Funktionen durch die Stabilisierung des mitochondrialen 

Komplexes I und weiterer Proteine involviert (Altieri et al., 2012). Interaktionen mit zy-

toplasmatischen Proteinen konnten jedoch für alle HSP90 Isoformen nachgewiesen werden 

und Fraktionen dieser Proteine scheinen auch im Zytoplasma und/oder Nukleus zu existieren 

(Welch et al., 1983; Chen et al., 1996; Csermely et al., 1998). Alle Isoformen von HSP90 sind 

etablierte Regulatoren der Proteinstabilität und somit theoretisch in der Lage zelluläre Level 

von BMAL1 zu kontrollieren.  

Durch die hier durchgeführten Analysen konnte jedoch gezeigt werden, dass ausschließlich 

die simultane Herunterregulierung beider zytoplasmatischer Isoformen von HSP90 die zellu-

lären Proteinlevels von BMAL1 vermindern. Der Knock-down von GRP94 oder TRAP1 zeigte 

keinen Einfluss auf die Proteinstabilität von BMAL1.  

Diese Untersuchungen belegen, dass die zuvor detektierte reduzierte BMAL1-Halbwertszeit 

spezifisch durch die Inhibition von HSP90 hervorgerufen wird. Die zytoplasmatischen Isofor-

men von HSP90 werden essentiell für der Stabilisierung des Uhrproteins BMAL1 benötigt. 

Untersuchungen der Regulation posttranslationaler Modifikationen von HSP90 lassen ver-

muten, dass die beiden zytosolischen Isoformen von HSP90 im zellulären Kontext nicht voll-

ständig redundant sind (Lees-Miller und Anderson, 1989). Es ist daher möglich, dass nur ei-

nes dieser Proteine für Stabilisierung der Funktion von HSP90 benötigt wird. HSP90β wird 

konstitutiv in Zellen exprimiert, während HSP90α die induzierbare zytoplasmatische Isoform 

von HSP90 darstellt. Die mRNA Expression von HSP90α in Mausleberzellen unterliegt außer-

dem einer zirkadianen Regulation (Kornmann et al., 2007). Möglicherweise führt die rhyth-

mische Expression von HSP90α zu zirkadian regulierten Stabilisierungsprozessen von BMAL1. 

Diese Hypothese muss jedoch noch durch weiterführende Untersuchungen belegt werden. 
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5.1.4 Inhibition von HSP90 beeinflusst die Expression der Zielgene des 
BMAL1/CLOCK Heterodimers 

 

Da in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, dass die Halbwertszeiten von BMAL1 und 

CLOCK durch die Hemmung von HSP90 reduziert werden, lag die Vermutung nahe, dass die 

reduzierte Proteinstabilität des Heterodimers Einfluss auf die Expression ihrer Zielgene neh-

men könnte. BMAL1 und CLOCK sind für die Initiation der Transkription der Period- und 

Cryptochrom-Gene, sowie für die Aktivierung von Rorα/β und Rev-Erbα/β über die Bindung 

an E-Boxen in ihren Promotoren verantwortlich (vgl. Kapitel 1.1.3). Zusätzlich dazu binden 

sie an E-Boxen in Promotoren so genannter clock output genes, zu denen zum Beispiel Dbp 

gehört. Diese Proteine nehmen keinen direkten Einfluss auf die zirkadiane Rückkopplungs-

schleife, sondern führen durch die Aktivierung sogenannter clock-controlled genes zur Gene-

rierung rhythmischer biologischer Prozesse (vgl. Kapitel 1.1.3).  

Die Analyse der zirkadianen Expression dieser Gene wies nach, dass die Inhibition von HSP90 

zu einer reduzierten Expression der BMAL1/CLOCK Zielgene Per1, Per2, Cry1, Cry2, Rorα, 

Rev-Erbα (Nr1d1) und Dbp führt. Insbesondere wurden die mRNA-Expressionslevel der zir-

kadianen Maxima dieser Gene durch die Hemmung von HSP90 erheblich verringert. Da die 

mRNA-Expression von Clock unter diesen Bedingungen unbeeinflusst blieb, schien der Me-

chanismus, durch den HSP90 zelluläre Oszillationen reguliert, keinen generellen Effekt auf 

die Transkription von Uhrgenen zu haben.  

Der beobachtete Effekt auf die Expression der BMAL1/CLOCK-abhängigen Gene wird wahr-

scheinlich durch eine verminderte transkriptionelle Aktivierung hervorgerufen. Da BMAL1 

und CLOCK durch die Inhibition von HSP90 destabilisiert werden, führt dies möglicherweise 

zu einer reduzierten Bindung der Promotoren ihrer Zielgene. Eine beschleunigte Degradation 

des DNA-gebundenen Heterodimers durch die HSP90-Inhibition würde ebenfalls in einer 

verminderten Aktivierung von BMAL1/CLOCK Zielgenen resultieren.  
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5.1.5 Inhibition von HSP90 kann die Toxizität von Cyclophosphamid in ta-
geszeitabhängiger Weise modulieren 

 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen deuten darauf hin, dass die Inhibition der 

Funktion von HSP90 Einfluss auf die zelluläre zirkadiane Uhr durch Abschwächung von 

BMAL1/CLOCK-vermittelten Aktivierungsprozessen nimmt. Es war aus diesem Grund von 

Interesse zu untersuchen, ob HSP90 ebenso Prozesse in Tiermodellen beeinflusst, die von 

der zirkadianen Uhr abhängig sind.  

Das Geldanamycin-Derivat 17-DMAG zeigt nach intraperitonealer Injektion exzellente biolo-

gische Verfügbarkeit und innerhalb von Minuten eine Verteilung in allen Organen bis auf das 

Gehirn (Egorin et al., 2002). Dieses Geldanamycin-Derivat stellte somit einen idealen Kandi-

daten für die HSP90-Inhibition in Mäusen dar. Einerseits wurde die Auswirkung der HSP90-

Hemmung zu unterschiedlichen Zeitpunkten in Mäusen untersucht. Andererseits wurde ana-

lysiert, ob HSP90 das tageszeitabhängige Toxizitätsprofil des Chemotherapeutikums Cyc-

lophosphamid (CP) modulieren kann.  

Für diese Untersuchungen wurden Injektionen der Substanzen zu den Zeitpunkten ZT4 und 

ZT16 durchgeführt, da bereits bekannt ist, dass der Komplex aus BMAL1 und CLOCK an ZT4 in 

peripheren Organen transkriptionell aktiv ist, während er an ZT16 nicht an die regulatori-

schen Bereiche seiner Zielgene bindet (Ripperger und Schibler, 2006). Gorbacheva et al. 

konnten 2005 in ihren Untersuchungen nachweisen, dass die Toxizität des Chemotherapeu-

tikums Cyclophosphamid vom funktionellen Status des Heterodimers BMAL1/CLOCK ab-

hängt. Mäuse zeigten eine erhöhte Sterblichkeitsrate, wenn CP zu Zeitpunkten appliziert 

wurde, in denen die meisten BMAL1/CLOCK-abhängigen Gene nicht oder nur schwach 

exprimiert werden (ZT22-ZT2). Damit einhergehend reagierten BMAL1- und CLOCK-

defiziente Mäuse hypersensitiv auf die Behandlung mit CP im Vergleich zu Wildtyp-

Kontrollen. Wurde CP jedoch zu Zeitpunkten verabreicht, an denen die Expression 

BMAL1/CLOCK-abhängiger Gene aktiviert war (ZT10-ZT14), wiesen die Tiere eine erhöhte 

Resistenz gegenüber CP auf. Ebenso führte die simultane Deletion von CRY1 und CRY2, wel-

che die Aktivität von BMAL1/CLOCK reprimieren, im Vergleich zu Wildtypmäusen zu einer 

geringeren Mortalitätsrate nach Behandlung mit CP (Gorbacheva et al., 2005).  
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5.1.5.1 17-DMAG weist eine tageszeitabhängige Zytotoxizität auf 

 

Das Geldanamycin-Derivat 17-DMAG scheint eine tageszeitabhängige Zytotoxizität in Mäu-

sen aufzuweisen, welche sich durch einen verstärkten Gewichtsverlust der an ZT4 behandel-

ten Mäuse äußerte. Möglicherweise spielen die Proteine BMAL1 und CLOCK selbst eine Rolle 

im Schutz von Zellen vor schädlichen Einflüssen, welcher durch die Verminderung ihrer 

Halbwertszeit reduziert wird. Außerdem könnte die Toxizität von 17-DMAG durch Expressi-

onsprodukte BMAL1/CLOCK-abhängiger Gene beeinflusst werden, die Zellen vor schädlichen 

Einflüssen dieser Substanz schützen.   

Während die Behandlung der Mäuse mit 17-DMAG über einen Zeitraum von 7 Tagen ein 

tageszeitabhängiges Toxizitätsprofil zeigte, konnte dies für Cyclophosphamid in den hier 

durchgeführten Analysen nicht nachgewiesen werden. Die Behandlung mit CP an ZT4 hätte 

im Vergleich zu Injektionen an ZT16 zu einem verstärkten Gewichtsverlust und einer erhöh-

ten Mortalitätsrate der Mäuse führen sollen, wie es durch Gorbacheva et al. 2005 beschrie-

ben worden war. Es konnte jedoch kein Unterschied in der Gewichtabnahme beider Ver-

suchgruppen verzeichnet werden. Stresslevel, Ernährung und Gesundheitsstatus können 

Einfluss auf die Funktion der zirkadianen Uhr nehmen (Kohsaka et al., 2007; O'Callaghan et 

al., 2012; Takahashi et al., 2013; Eckel-Mahan et al., 2013). Diese Faktoren könnten mögli-

cherweise zu einer Beeinflussung des tageszeitabhängigen zytotoxischen Effekts von CP füh-

ren, so dass dieser entweder verstärkt oder abgeschwächt auftritt. Der Unterschied der Zy-

totoxizität von CP zu den Zeitpunkten ZT4 und ZT16 wurde außerdem von Gorbacheva et al. 

nicht untersucht, sondern nur Zeitpunkte die vor (ZT22; ZT02; ZT06) oder nach (ZT10; ZT14; 

ZT18) den hier verwendeten Zeitpunkten lagen. Es besteht die Möglichkeit, dass Injektionen 

an ZT4 und ZT16 keine solch prominenten Ergebnisse gewährleisten, wie die von Gorbache-

va et al. verwendeten Zeitpunkte. Ein Zusammenspiel der erwähnten Faktoren könnte dazu 

führen, dass die tageszeitabhängige Zytotoxizität von CP unterschiedlich deutlich hervortritt. 

Da jedoch in dieser Arbeit keinerlei Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen de-

tektiert werden konnte, muss ein entscheidender Faktor vorgelegen haben, der sich von den 

Versuchen von Gorbacheva et al. deutlich unterscheidet. Dieser konnte jedoch bisher nicht 

identifiziert werden.  
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5.1.5.2 17-DMAG verstärkt die Zytotoxizität von CP an ZT4 

 

In den hier durchgeführten Versuchen konnte kein genereller, tageszeitunabhängiger An-

stieg der Sensitivität gegenüber CP in 17-DMAG-behandelten Mäusen detektiert werden, 

welcher erwartet werden würde, wenn ein Uhr-unabhängiger zytoprotektiver Mechanismus 

durch den verwendeten HSP90-Inhibitor beeinflusst werden würde. Die Behandlung von 

Mäusen mit 17-DMAG in Kombination mit CP gibt erste Hinweise darauf, dass Geldanamy-

cin-Derivate das Toxizitätsprofil von CP nur tageszeitspezifisch modulieren können. 

Wurden die Versuchstiere für 7 Tage an ZT4 mit 17-DMAG behandelt, zeigten sie eine erhöh-

te Sensitivität auf das Chemotherapeutikum CP, wenn dieses ebenfalls an ZT4 verabreicht 

wurde. Dieser Effekt wird wahrscheinlich durch die reduzierte Expression von BMAL1/CLOCK 

Zielgenen hervorgerufen, die aus der Destabilisierung von BMAL1 und CLOCK resultiert. 

Würde jedoch durch die Behandlung der Versuchstiere mit 17-DMAG eine dauerhafte 

HSP90-Inhibition und somit eine permanente Verringerung der Proteinstabilität von BMAL1 

und CLOCK hervorgerufen werden, hätte auch die Behandlung der Mäuse an ZT16 mit 17-

DMAG zu einer erhöhten Sensitivität auf CP an ZT4 führen müssen. Dies konnte jedoch nicht 

beobachtet werden. Dass Mäuse, denen an ZT16 17-DMAG injiziert wurde, keine verstärkte 

Sensitivität auf die 12 Stunden versetzte CP-Behandlung an ZT4 zeigten, könnte durch einen 

schnellen Abbau oder zellulären Export von 17-DMAG hervorgerufen werden. Dies würde 

nur zu einer transienten Inhibition von HSP90 führen, so dass BMAL1/CLOCK-Level aus-

schließlich für wenige Stunden beeinträchtigt werden würden. Mäuse, die 17-DMAG an ZT16 

erhielten, würden somit eine kaum verringerte oder keine veränderte Stabilität von BMAL1 

und CLOCK und eine normale Aktivierung ihrer Zielgene an ZT4 aufweisen.   

 

 

5.1.5.3 17-DMAG erhöht nicht die Sensitivität auf CP an ZT16 

 

Die Aktivität von BMAL1/CLOCK und die damit verbundene Initiierung von Zielgenen führt zu 

einer erhöhten Resistenz gegen CP an ZT10-ZT14 (Gorbacheva et al., 2005). Es könnte somit 

angenommen werden, dass die Reduktion der Expression von BMAL1/CLOCK-Zielgenen 

durch HSP90-Inhibition an ZT4 zu einer Verringerung der Resistenz gegen CP an ZT16 führen 

könnte. Dies konnte in dieser Arbeit jedoch nicht beobachtet werden. Versuchstiere, die an 

ZT4 mit 17-DMAG und an ZT16 mit CP behandelt worden waren, zeigten keine verstärkte 
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Gewichtsabnahme im Vergleich zu Mäusen, die an ZT16 17-DMAG-Injektionen erhalten hat-

ten. Da die Expression von BMAL1/CLOCK Zielgenen durch die Behandlung mit 17-DMAG 

nicht völlig ausgeschaltet wird, kann der Schutz vor CP durch diese wahrscheinlich aufrecht 

erhalten werden.  

Mäuse, die mit 17-DMAG und CP in Kombination an ZT16 behandelt worden waren, zeigten 

ebenfalls keine erhöhte Sensitivität auf Cyclophosphamid, da BMAL1 und CLOCK zu dieser 

Zeit nicht funktionell aktiv waren und die Expression ihrer Zielgene bereits an ZT4 aktiviert 

worden war.  

 

Die hier durchgeführten Analysen geben erste Hinweise darauf, dass 17-DMAG selbst ein 

tageszeitabhängiges Toxizitätsprofil aufweist und die Inhibition von HSP90 das Toxizitätspro-

fil von Cyclophosphamid beeinflussen kann. Um jedoch im Detail klären zu können, ob tat-

sächlich die durch die Inhibition von HSP90 hervorgerufene Destabilisierung des 

BMAL1/CLOCK Heterodimers für die verstärkte Toxizität von CP verantwortlich ist, sind wei-

tere Untersuchungen notwendig. Es ist nicht auszuschließen, dass auch ein durch 17-DMAG 

beeinflusster anderer Mechanismus zu den hier beobachteten verstärkten Effekten von CP 

geführt haben könnte. Zusätzlich muss in Betracht gezogen werden, dass eine erhöhte Ge-

wichtsabnahme in gleichzeitig behandelten Mäusen auch durch eine verstärkte Belastung 

der Versuchstiere hervorgerufen werden kann. 

Um sicherzustellen, dass die Stabilität von BMAL1 und CLOCK durch die Inhibition von HSP90 

mit 17-DMAG beeinflusst wird, müssten Analysen zu ihrer Proteinstabilität in peripheren 

Organen von Mäusen nach 17-DMAG Behandlung durch zum Beispiel Western Blot Analysen 

durchgeführt werden. Untersuchungen der mRNA Expression ihrer Zielgene wären ebenfalls 

von Interesse, da die Expression dieser Gene für die tageszeitabhängige Toxizität von CP es-

sentiell zu sein scheinen. Um nachzuweisen, dass Cyclophosphamid ein von der Tageszeit 

abhängiges Toxizitätsprofil aufweist, sollten Injektionen möglicherweise zu Zeitpunkten 

durchgeführt werden, die in Gorbacheva et al. verwendet worden waren, da in den hier 

durchgeführten Analysen keine tageszeitabhängige Toxizität von CP beobachtet werden 

konnte.  

Sowohl Cyclophosphamid, als auch Geldanamycin-Derivate werden aktuell in Therapien ge-

gen maligne Erkrankungen eingesetzt (Byrne et al., 2012; Garcia-Carbonero et al., 2013; Ma-

hanta et al., 2013). Diese Substanzen werden nicht nur einzeln verwendet, sondern finden 
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auch in Kombinationstherapien Anwendung (Jhaveri et al., 2012; Adenis et al., 2013). Unter-

suchungen der sich gegenseitig modulierenden, tageszeitabhängigen Effekte von Chemothe-

rapeutika müssen somit essentieller Bestandteil der Forschung werden, um eine bestmögli-

che Behandlung und eine Vermeidung unerwünschter Nebenwirkungen entgegenwirken zu 

können. 

 

 

5.1.6 Zusammenfassung und Ausblick 

 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen zeigen, dass das molekulare Chaperon HSP90 

Einfluss auf den zirkadianen Oszillator peripherer Organe von Säugetieren nimmt. Über ei-

nen Zusammenhang zwischen HSP90 und der zirkadianen Uhr in Säugetieren war bis zu die-

sem Zeitpunkt noch nichts bekannt.  

Es konnte erstmals nachgewiesen werden, dass HSP90 essentiell für die korrekte Funktion 

des zirkadianen Oszillators ist und eine Inhibition der Aktivität von HSP90 Phase und Ampli-

tude der zirkadianen Oszillation von Mausfibroblasten signifikant beeinflusst. Die hier detek-

tierte Veränderung der zirkadianen Oszillation beruhte zumindest zum Teil auf einer Beein-

trächtigung der Halbwertszeit und einer daraus resultierenden Reduktion der zellulären Pro-

teinmenge von BMAL1 und seines Interaktionspartners CLOCK. Es konnte nachgewiesen 

werden, dass die Verringerung der Proteinstabilität der Mitglieder des positiv regulierenden 

Arms der zirkadianen Uhr zu einer Verminderung der mRNA Expression der Zielgene des 

BMAL1/CLOCK Heterodimers führte. Da keine direkte Interaktion zwischen den Proteinen 

HSP90 und BMAL1 oder CLOCK festgestellt werden konnte, muss in Erwägung gezogen wer-

den, dass die Bindung dieser Proteine entweder nur von kurzer Dauer oder sehr schwach 

ausgeprägt ist oder HSP90 über indirekte Wege zur Aufrechterhaltung der Proteinstabilität 

von BMAL1 und CLOCK beiträgt. Besteht eine direkte Interaktion zwischen HSP90 und einem 

oder beiden Mitgliedern des Heterodimers, könnte diese durch die Rekrutierung durch HSF1 

vermittelt werden, welches mit BMAL1 und CLOCK zu interagieren scheint (Tamaru et al., 

2011). Die Rekrutierung von HSP90 an das BMAL1/CLOCK könnte zur Stabilisierung des 

Komplexes an Promotoren beitragen.  

Es ist jedoch auch möglich, dass HSP90 zur korrekten Faltung von BMAL1 und CLOCK im Zy-

toplasma führt oder das Heterodimer vor dem Transport in den Nukleus stabilisiert. Da die 
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Translokation und Stabilität von CLOCK entscheidend durch seinen Interaktionspartner 

BMAL1 reguliert wird, besteht die Möglichkeit, dass HSP90 ausschließlich mit BMAL1 inter-

agiert und die hier detektierten Effekte auf die Proteinstabilität von CLOCK durch die Beein-

trächtigung der Halbwertszeit von BMAL1 hervorgerufen werden. Neben einer direkten In-

teraktion zwischen HSP90 und dem BMAL1/CLOCK Komplex muss jedoch auch eine indirekte 

Beeinflussung der Stabilität des Heterodimers durch HSP90 in Betracht gezogen werden. Der 

BMAL1/CLOCK Komplex unterliegt einer Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen, die 

eine wichtige Rolle für seine Stabilität und Aktivität spielen. Möglicherweise beeinflusst 

HSP90 die Stabilität von Enzymen, die an der Modifizierung des Heterodimers beteiligt sind. 

HSP90 ist zum Beispiel für die Funktion der Proteinkinasen MAPK und GSK-3β, sowie für die 

Aktivität des Enzyms O-GlcNAc-Transferase essentiell notwendig (siehe Kapitel 1.1.3.1). Die-

se Enyzme sind unter anderem an posttranslationalen Modifikationen der Proteine BMAL1 

und CLOCK beteiligt.  

Dass die Inhibition der Funktion von HSP90 nicht nur unter artifiziellen Zellkulturbedingun-

gen Einfluss auf den zirkadianen Oszillator nimmt, sondern ebenfalls in vivo Prozesse beein-

flusst, die von der zirkadianen Uhr abhängig sind, ergab die Analyse der kombinatorischen 

Behandlung von Mäusen mit dem HSP90-Inhibitor 17-DMAG und dem Chemotherapeutikum 

Cyclophosphamid. 17-DMAG wirkt in tageszeitabhängiger Weise toxisch und scheint das To-

xizitätsprofil von CP, welches ebenfalls von der Tageszeit abhängig ist, modulieren zu kön-

nen.  

Die hier aufgezeigten Ergebnisse werfen die Frage auf, welche Rolle das Zusammenspiel zwi-

schen HSP90 und der zirkadianen Uhr in der zellulären Homöostase und bei Krankheiten von 

Säugetieren spielt. Die Expression von HSP90 könnte zum Beispiel in das Temperatur-

Entrainment der zirkadianen Uhr durch eine tageszeitabhängige Stabilisierung des 

BMAL1/CLOCK Komplexes involviert sein. Ein ähnlicher Mechanismus wurde bereits be-

schrieben, in welchem die Proteinkinase Cγ (PKCγ) durch die Stabilisierung von BMAL1 das 

nahrungsvermittelte Entrainment der zirkadianen Uhr reguliert.  

HSP90 ist außerdem an der Stabilisierung von Onkoproteinen beteiligt (Neckers et al., 2007), 

weshalb es ein attraktives Ziel für die Entwicklung von Inhibitoren darstellt. HSP90-

Inhibitoren spielen somit eine wichtige Rolle in der Therapie maligner Erkrankungen. Jedoch 

kann die Herunterregulierung zellulärer Proteinlevel von BMAL1 das Wachstum von Tumo-

ren beschleunigen (Zeng et al., 2007). Da die Inhibition von HSP90 die Stabilität und Halb-
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wertszeit von BMAL1 zu beeinträchtigen scheint, könnten HSP90-Inhibitoren wiederum die 

Tumorentstehung begünstigen. Eine detaillierte Analyse des Zusammenhangs zwischen 

HSP90 und der zirkadianen Uhr ist somit von großer Wichtigkeit für zukünftige Behandlun-

gen von malignen Erkrankungen.  

Es wäre in weiterführenden Analysen von Interesse, die rhythmische Expression von HSP90 

und seinen Einfluss auf den zirkadianen Oszillator näher zu untersuchen. Sollte HSP90 Ein-

fluss auf Enzyme nehmen, die an posttranslationalen Modifikationen von Uhrproteinen be-

teiligt sind, könnte dadurch auch die Stabilität anderer Mitglieder der molekularen Rück-

kopplungsschleife beeinträchtigt werden. Ebenso könnten weitere Untersuchungen der Än-

derung posttranslationaler Modifikationen Hinweise darauf geben, welche Enzyme durch 

eine HSP90-Inhibition beeinträchtigt werden würden. Durch Immunfluoreszenzanalysen 

könnte näher untersucht werden, ob HSP90 mit BMAL1 und/oder CLOCK im Zytoplasma 

oder Nukleus co-lokalisiert ist. Dies würde darauf hinweisen, dass HSP90 in direkter Interak-

tion mit dem BMAL1/CLOCK Heterodimer steht.  

  

 

5.2 Generierung einer transgenen HSF1-TAP exprimierenden 
Maus auf Grundlage der Untersuchung der Funktionalität von 
TAP-gekoppeltem HSF1 

 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Generierung einer HSF1-TAP exprimierenden transge-

nen Maus, um die Zusammenhänge zwischen dem essentiellen Hitzeschock-

Transkriptionsfaktor HSF1 und der molekularen Uhr in Säugetieren näher untersuchen zu 

können. Durch HSF1 könnten Zellen in der Lage sein die molekulare Uhr an veränderte phy-

siologische Situationen anzupassen. Da über die molekularen Mechanismen, die HSF1 und 

die zirkadiane Uhr miteinander verknüpfen, bisher noch nichts bekannt ist, könnte die Isola-

tion von HSF1-enthaltenden Komplexen zu unterschiedlichen Tageszeitpunkten Klarheit über 

seine zirkadiane Regulation und Einflussnahme auf den molekularen Oszillator erbringen.  

Um jedoch eine transgene HSF1-TAP exprimierende Maus generieren zu können, musste 

zuvor in proof of principle Experimenten nachgewiesen werden, dass TAP-gekoppeltes HSF1 

sich wie endogenes HSF1 in Zellen verhält. Für diesen Nachweis wurde die subzelluläre Loka-

lisation von HSF1-TAP vor und nach Hitzeschock analysiert. Es wurde außerdem gezeigt, dass 
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HSF1-TAP in der Lage ist, die Transkription von HSF1-Zielgenen zu aktivieren. In weiteren 

Analysen wurde anschließend die Bindung von HSF1-TAP an bekannte HSF1-

Interaktionspartner nachgewiesen. Auf dieser Grundlage konnte die Generierung einer 

HSF1-TAP exprimierenden Maus durchgeführt werden.  

 

 

5.2.1 Überexpression von HSF1-TAP führt zu Silencing des Transgens  
 

Die Analyse der stabilen Zelllinien ergab, dass TAP-fusionierte Varianten von HSF1 in trans-

genen Zellen kaum oder gar nicht exprimiert wurden. Im Besonderen konnte dies bei Zellli-

nien beobachtet werden, deren HSF1-Protein mit einem TAP-Tag und zusätzlich dem Fluo-

reszenzprotein EYFP gekoppelt war. Es ist bekannt, dass die Überexpression von HSF1 in Zel-

len zu einem Fehler in der Beendigung der Mitose führt. Die regulatorische Domäne von 

HSF1 ist in der Lage mit dem Protein CDC20 (Cell Division Cycle 20) zu interagieren. Diese 

Interaktion inhibiert die Bindung zwischen CDC20 und CDC27 (Cell Division Cycle 27), die 

Phosphorylierung von CDC27 und die Ubiquitinierungsaktivität von APC (Anaphase-

promoting complex). Eine Überexpression von HSF1 hemmt die Beendigung der Mitose und 

die Degradation von Cyclin B1 und Securin, was in Aneuploidie und mehrkernigen Zellen re-

sultiert (Lee et al., 2008). Dieses Phänomen konnte in dieser Arbeit unter anderem bei der 

transienten und stabilen Transfektion von Zellen mit Hsf1-exprimierenden Vektoren detek-

tiert werden (Daten nicht gezeigt). Es kann davon ausgegangen werden, dass aus diesem 

Grund eine Vielzahl der stabil transfizierten Zellen die Expression von HSF1 still legten (Silen-

cing), um einen korrekten Ablauf der Mitose zu gewährleisten. Dies stellt wahrscheinlich den 

Grund dafür dar, dass ausschließlich stabile Zellklone isoliert werden konnten, die keine oder 

nur eine geringe Expression von TAP-gekoppeltem HSF1 aufwiesen.  

Die Zelllinien 10, 11 und 12, welche C-terminal TAP-gekoppeltes HSF1 exprimierten, zeigten 

nach Hitzeschock-Behandlung eine gesteigerte mRNA-Expression von Hsf1. Proteotoxischer 

Stress führt in der Regel nicht zu einer erhöhten Expression von HSF1, sondern ausschließlich 

zu einer Aktivierung des Proteins (Ali et al., 1998; Zou et al., 1998). Die Regulation von HSF1 

wird durch posttranslationale Modifikationen und die Bindung verschiedener Proteine ge-

währleistet. In den generierten transgenen Zelllinien stand die Expression der TAP-

fusionierten Hsf1-Varianten jedoch nicht unter der Kontrolle des endogenen Hsf1-
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Promotors, sondern wurde durch den Cytomegalovirus-immediate early (CMV-IE) Promotor 

gesteuert. Dieser Promotor kann durch Hitze aktiviert werden, obwohl er keine typischen 

Hitze-reaktionsfähigen Sequenzen besitzt (Pshenichkin et al., 2011). Die Hitzeaktivierung des 

CMV-Promotors führt somit zu einer starken Überexpression der durch ihn regulierten Gene. 

Dies könnte der Grund dafür sein, dass in den drei oben erwähnten Zelllinien nach Hitze-

schock eine gesteigerte mRNA Expression von Hsf1 verzeichnet werden konnte. Hierdurch 

wird die Hypothese bestärkt, dass die Expression des CMV-kontrollierten Hsf1-Gens in allen 

anderen Zelllinien durch epigenetische Veränderungen der DNA stillgelegt wurde, da der 

CMV-Promotor auch durch Hitzeschock nicht aktiviert werden konnte.  

 

 

5.2.2 TAP-gekoppeltes HSF1 akkumuliert unter Hitzeschock im Nukleus 

 

In weiteren Analysen dieser Arbeit wurde untersucht, ob TAP-fusioniertes HSF1 die gleiche 

subzelluläre Lokalisation wie endogenes HSF1 vor und nach Hitzeschock aufweist. 

HSF1 liegt unter normalen Bedingungen als inaktives Monomer im Zytoplasma und Nukleus 

vor (Mercier et al., 1999). Proteotoxischer Stress führt dazu, dass HSF1 aktiviert wird. Die 

genauen Aktivierungswege sind bisher noch nicht im Einzelnen verstanden. Es ist jedoch be-

kannt, dass HSF1 unter Stressbedingungen innerhalb von wenigen Minuten Homo- oder He-

terotrimere zusammen mit HSF2 bildet und im Zellkern akkumuliert, wo es die Transkription 

von Hitzeschock-Proteinen aktiviert (vgl. Kapitel 1.2.1.3). Die nukleäre Lokalisation von HSF1 

ist somit ein essentieller Schritt in der Antwort auf proteotoxische Ereignisse in Zellen.  

HSF1-TAP konnte in den transgenen Zelllinien 11 und 12, entsprechend der Lokalisation von 

HSF1 in Wildtyp-Zellen, vor Hitzeschock diffus im Zytoplasma und Zellkern detektiert wer-

den. Durch die Behandlung der Zellen mit Hitze akkumulierte HSF1-TAP im Zellkern. Die sub-

zelluläre Lokalisation von C-terminal TAP-gekoppeltem HSF1 entsprach in den Zelllinien 11 

und 12 somit der von endogenem HSF1. Diese Untersuchungen lassen darauf schließen, dass 

der TAP-Tag die Aktivierung von HSF1, die Bildung von Trimeren und die Akkumulation im 

Nukleus nicht behindert. 
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5.2.3 HSF1-TAP kann die Expression seiner Zielgene aktivieren 

 

Da TAP-fusioniertes HSF1 unter Stressbedingungen im Nukleus akkumulieren konnte, wurde 

im nächsten Schritt analysiert, ob aktiviertes HSF1-TAP in der Lage ist die Transkription des 

Zielgens Hspa1b zu induzieren. HSPA1B gehört zur Familie der HSP70-Chaperone, dessen 

Expression unter proteotoxischen Stressbedingungen durch HSF1 aktiviert wird.  

Die Untersuchung der mRNA Expression von Hspa1b der generierten transgenen Zelllinien 

zeigte, dass ausschließlich die Zelllinien 11 und 12, in denen das Hsf1-TAP Gen exprimiert 

wurde, die Expression des HSF1 Zielgens Hspa1b aktivieren konnten. Die mRNA Expression 

von Hspa1b dieser Zellen nach Hitzeschock entsprach jedoch nur 25-40% der Expression von 

Wildtyp-Zellen. Die transgenen Zelllinien 11 und 12 exprimierten HSF1, das C-terminal mit 

dem TAP-Tag gekoppelt war. Am äußeren Ende des Carboxyl-Terminus liegen die beiden 

Transaktivierungsdomänen AD1 und AD2. Da der TAP-Tag eine Größe von ca. 20 kDa besitzt, 

könnte diese sehr große Proteinstruktur dazu führen, dass die Transaktivierungsdomänen 

von HSF1 strukturell beeinträchtigt werden. Möglicherweise wird die Transaktivierungsdo-

mäne von HSF1 durch die TAP-Tag Struktur in Teilen blockiert, so dass eine Interaktion mit 

der Transkriptionsmaschinerie an Promotoren erschwert wird. Es sollte zusätzlich in Betracht 

gezogen werden, dass die reduzierte Expression von Hspa1b auch durch andere Faktoren 

vermindert sein könnte. Möglicherweise sind die Promotoren der HSF1 Zielgene in Hsf1-

defizienten Zellen durch epigenetische Veränderungen schwerer zugänglich, da sie durch 

fehlendes HSF1 nicht mehr aktiviert werden konnten. 

TAP-fusioniertes HSF1 soll in transgenen Mäusen nicht ausschließlich im genetischen Hsf1-/- 

Hintergrund exprimiert werden. Sollte die Struktur des TAP-Tags Einfluss auf die Funktionali-

tät von HSF1 nehmen, könnte durch die Trimerisierung mit endogenem HSF1 möglicherwei-

se die Transaktivierung von Zielgenen gesteigert werden.  
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5.2.4 HSF1-TAP wird unter Stress posttranslational modifiziert und bindet 
an bekannte Interaktionspartner 

 

Die zuvor durchgeführten Untersuchungen wiesen nach, dass TAP-gekoppeltes HSF1 in der 

Lage ist unter proteotoxischen Stressbedinungen aktiviert zu werden, im Zellkern zu akku-

mulieren und die Expression des Zielgens Hspa1b zu aktivieren.  

Die Regulation der Aktivität von HSF1 wird vor allem durch posttranslationale Modifikatio-

nen und die Bindung an verschiedene Proteine vermittelt (vgl. Kapitel 1.2.1.3). Zu den wich-

tigsten posttranslationalen Modifikationen an HSF1 gehört die Phosphorylierung. Während 

des Aktivierungsprozesses unterliegt HSF1 massiver Hyperphosphorylierung, die vornehm-

lich in der regulatorischen Domäne an Serin-Seitenketten durchgeführt wird. Spezifische 

Phosphorylierungen sind einerseits für eine verstärkte Transaktivierung notwendig und stel-

len andererseits Markierungen für Sumoylierung dar. Durch Phosphorylierung und Sumoylie-

rung kann die Aktivität von HSF1 moduliert werden (Hietakangas et al., 2003).  

Die Analyse der Expression von HSF1-TAP vor und nach Hitzeschock in den transgenen Zellli-

nien 11 und 12 lässt vermuten, dass TAP-gekoppeltes HSF1 unter Stressbedingungen massi-

ver Hyperphosphorylierung unterliegt. Diese Modifikation führte dazu, dass HSF1 in Western 

Blot Analysen nicht nur als distinkte Bande zu erkennen war, sondern eine Vielzahl von lang-

samer migrierenden Banden detektiert werden konnten. Der TAP-Tag scheint somit nicht die 

regulatorische Domäne von HSF1 zu blockieren, die für posttranslationale Modifikationen 

benötigt wird.  

 

Die Regulation der Aktivität von HSF1-Trimeren wird außerdem durch die Bindung an ver-

schiedene Proteine kontrolliert. Ein Multichaperonkomplex, bestehend aus HSP90, dem Co-

Chaperon p23 und dem Immunphilin FK506-Bindungsprotein 5 kann an die regulatorische 

Domäne von HSF1 binden und seine Aktivität inhibieren (Pratt et al., 1997; Zou et al., 1998a, 

1998b; Bharadwaj et al., 1999; Guo et al., 2001). Ebenso ist eine Interaktion mit HSP70 und 

HSP40 möglich, die zu einer Hemmung der Transaktivierung von HSF1 führen (Baler et al., 

1992; Abravaya et al., 1992; Shi et al., 1998). Diese regulatorische Rückkopplung durch Hit-

zeschock-Proteine, deren Transkription zuvor durch HSF1 aktiviert worden war, ist ein essen-

tieller Schritt in der Abschwächung der Hitzeschockantwort. Zusätzlich sind noch eine Reihe 

weiterer Interaktionspartner bekannt, die zu der Gruppe der Proteinkinasen oder mRNA-
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prozessierenden Faktoren gehören (Weighardt et al., 1999; Jolly et al., 1999; Denegri et al., 

2001; Kim et al., 2005; Wang et al., 2006; Lee et al., 2013).  

Durch die Isolation HSF1-enthaltender Komplexe sollte untersucht werden, ob HSF1-TAP mit 

bekannten Bindungspartnern interagieren kann. Es war jedoch nicht möglich durch die zwei-

stufige Tandemaffinitätsaufreinigung aus den transgenen Zelllinien 11 und 12 HSF1-TAP und 

interagierende Proteine in ausreichender Menge für Analysen zu isolieren. Es besteht die 

Möglichkeit, dass die Expression von HSF1-TAP in den verwendeten Zellen auch nach Hitze-

schock zu gering war, um ausreichende Ausgangsmengen für eine erfolgreiche TAP-Isolation 

HSF1-enthaltender Komplexe gewährleisten zu können. Da die Tandemaffinitätsaufreinigung 

ein Zwei-Stufen-Isolationssystem von Proteinen ist, führt jeder Isolationsschritt zu einem 

gewissen prozentualen Verlust der zu isolierenden Proteine. Möglicherweise könnte der Ein-

satz erhöhter Zellmengen zu ausreichenden Ausgangsmengen für eine HSF1-TAP Aufreini-

gung führen. Da die hier verwendeten Mausfibroblasten sehr große kontaktinhibierte Zellen 

sind, deren Zellteilung nur einmal in ca. 30 Stunden erfolgt, war es jedoch schwierig eine 

entsprechend große Menge dieser Zellen zu generieren.  

Aus diesem Grund wurde die TAP-Tag Isolation HSF1-enthaltender Proteinkomplexe aus 

transgenen HEK293 Zellen vorgenommen. Die Isolation von humanem TAP-gekoppeltem 

HSF1 und seiner interagierenden Proteine wurde in drei voneinander unabhängigen Experi-

menten durchgeführt. Die massenspektrometrische Analyse der isolierten Proteinkomplexe 

konnte zeigen, dass HSF1-TAP an bekannte Interaktionspartner binden kann. Die Fragmen-

tierung der DNA durch das Enzym DNase I gewährleistete, dass nicht nur zytoplasmatische 

HSF1-Komplexe, sondern auch DNA-gebundenes HSF1 und interagierende Protein isoliert 

werden konnten.  

Hitzeschock-Transkriptionsfaktor HSF2, welcher zusammen mit HSF1 unter Stressbedingun-

gen Heterotrimere bildet (He et al., 2003), konnte zusammen mit HSF1-TAP isoliert werden. 

Ebenso wurde eine Vielzahl von Mitgliedern der HSP70 Chaperon-Familie detektiert. Die hier 

in HSF1-TAP Aufreinigungen detektierten Proteine Hitzeschock-70kDa Protein 1A/1B 

(HSPA1A/B), Hitzeschock-70kDa Protein 2 (HSPA2), Hitzeschock-70kDa Protein 4 (HSPA4) 

und Hitzeschock-70kDa Protein 8 (HSPA8 oder HSC70) sind bekannte direkte Interaktions-

partner von HSF1, die unter anderem an der Regulation von HSF1 beteiligt sind (Abravaya et 

al., 1992; Nunes und Calderwood, 1995; Shi et al., 1998, Ahn et al., 2005). Das Chaperon Hit-

zeschock-70kDa Protein 1L (HSPA1L), das im ER lokalisierte Hitzeschock-70kDa Protein 5 
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(HSPA5, GRP78), Hitzeschock-70kDa Protein 4L (HSPA4L) und das mitochondriale Hitze-

schock-70kDa Protein 9 (HSPA9, GRP75) wurden ebenfalls zusammen mit HSF1-TAP isoliert. 

Diese Proteine interagieren wahrscheinlich über die Bindung verschiedener Mitglieder der 

HSP70- oder HSP90-Chaperonfamilie indirekt mit HSF1 (Havugimana  et al., 2012). Hitze-

schock 105kDa/110kDa Protein 1, welches ebenfalls zur HSP70 Chaperon-Familie gezählt 

wird, ist ein Bindungspartner von HSC70 (Yamagishi et al., 2009) und konnte ebenfalls in 

HSF1-enthaltenden Komplexen gefunden werden. Das in den hier durchgeführten Aufreini-

gungen detektierte Protein SWI/SNF-verwandte Matrix-assoziierte Aktin-abhängige Regula-

tor der Chromatinunterfamilie B Mitglied 1 (SMARCB1), welches an Chromatin-Remodeling 

Prozessen für die transkriptionelle Aktivierung von Genen zuständig ist, stellt ebenfalls einen 

bekannten direkten Bindungspartner von HSF1 dar (Sullivan et al., 2001).  

Durch Isolation von HSF1-enthaltenden Proteinkomplexen wurde somit nachgewiesen, dass 

die Bindung von HSF1 an essentielle Interaktionspartner durch den TAP-Tag nicht gestört 

wird. 

 

 

5.2.5 Identifizierung neuer Interaktionspartner von HSF1 ins Säugetieren 

 

Die Isolation HSF1-TAP enthaltender Komplexe konnte nicht nur eine Bindung von HSF1 an 

bekannte Interaktionspartner zeigen, sondern wies eine Bindung von HSF1-TAP an Proteine 

nach, die bisher nicht als HSF1-Bindungspartner bekannt waren. Eine Vielzahl dieser Proteine 

spielt eine wichtige Rolle in der Bindung und Prozessierung von mRNA. In Abbildung 5.1 ist 

die Verbindung zwischen den einzelnen isolierten Proteinen schematisch dargestellt. Hell-

gelb hinterlegte Proteine stellen dabei Faktoren dar, die in den Experimenten dieser Arbeit 

nicht isoliert werden konnten, jedoch als Bindungsbrücken zwischen Proteinkomplexen 

funktionieren könnten.  

Wie bereits erwähnt, bindet HSF1 an verschiedene Mitglieder der HSP70-Chaperonfamilie. 

Einerseits wird die Transkription dieser Gene von HSF1 aktiviert, andererseits sind sie essen-

tiell an der Regulierung der Aktivität von HSF1 beteiligt (Abravaya et al., 1992; Nunes und 

Calderwood, 1995; Shi et al., 1998). Zu den wichtigsten Bindungspartnern von HSF1 gehört 

HSC70 (HSPA8). Dieses Protein spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von HSF1. HSF1 

wird unter anderem von HSC70 unter Hitzeschock-Bedingungen aktiviert und co-transloziert 



Diskussion 

126 

zusammen mit diesem molekularen Chaperon vom Zytoplasma in den Nukleus (Ahn et al., 

2005). HSC70 ist jedoch nicht nur an der Regulation der Aktivität von HSF1 beteiligt, sondern 

interagiert außerdem mit RuvB-like 1, einer DNA Helikase, die an der transkriptionellen Akti-

vierung von Genen beteiligt ist (Jeronimo et al., 2007). DHX9 und SMARCB1 gehören eben-

falls zu Proteinen, die für die Entwindung von DNA und RNA nötig sind. Sie tragen dazu bei, 

dass der transkriptionellen Maschinerie Zugang zur DNA ermöglich wird (Zhang und Grosse, 

1997; Phelan et al., 1999; Ulyanova und Schnitzler, 2005). Diese zusammen mit HSF1-TAP 

isolierten Proteine scheinen somit an der transkriptionellen Aktivierung von HSF1-Zielgenen 

unter Hitzeschock-Bedingungen beteiligt zu sein.  

HSC70 konnte jedoch nicht nur mit den bereits erwähnten Proteinen in Zusammenhang ge-

bracht werden, sondern spielt außerdem in Splicing-Prozessen von mRNA eine Rolle. Splicing 

ist ein essentieller Mechanismus der Prozessierung von RNA im Zellkern von Eukaryoten. 

Durch Splicing-Vorgänge wird unreife prä-mRNA in reife mRNA prozessiert. Für diesen Vor-

gang wird das Spliceosom benötigt, welches eine hoch dynamische Ribonukleoprotein (RNP) 

Maschinerie ist. Zu den Hauptbestandteilen des Spliceosoms gehören die snRNPs U1, U2, 

U4, U5 und U6. Diese RNA/Protein-Komplexe assoziieren zusammen mit nicht-snRNP Spli-

cingfaktoren und prä-mRNA in einer spezifisch geordneten Weise. Die Bildung des Spliceo-

soms beinhaltet verschiedene Stadien, in denen die Proteine der Komplexe neu geordnet 

werden. Unter anderem unterliegt der U5 snRNP Komplex während der Bildung des aktiven 

Spliceosom einer Neuordnung. Während dieser Neuordnung kommt es zur Bildung des 35S 

U5 snRNP Komplexes. Dieser Komplex beinhaltet neben anderen Faktoren die hier isolierten 

Proteine snRNP200, EFTUD2, PRP8 und HSC70 (vgl. Abb. 5.1). PRP19 ist ebenfalls ein Protein 

dieses Komplexes und bindet direkt an HSC70. Es wird vermutet, dass HSC70 an der Zusam-

menlagerung der Kernfaktoren des Spliceosoms beteiligt ist (Makarova et al. 2006; Roy und 

Gilbert, 2006; Chen et al., 2006). Obwohl der direkte HSC70-Bindungspartner PRP19 in den 

hier durchgeführten Analysen nicht isoliert werden konnte, besteht trotzdem die Möglich-

keit, dass die Bindung von HSF1 an den U5 snRNP Komplex durch HSC70 vermittelt wurde. 

Möglicherweise wurde PRP19 zusammen mit HSF1-TAP isoliert, konnte jedoch in den mas-

senspektrometrischen Analysen nicht detektiert werden. HSC70 könnte auch an andere Fak-

toren des U5 snRNP Komplexes binden und so die Verbindung zwischen HSF1 und den Prote-

inen dieses Komplexes schaffen. Eine direkte Bindung zwischen HSF1 und den hier isolierten 

Mitgliedern der Splicing-Familie wäre ebenfalls möglich.  
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Zusätzlich zu den Faktoren des U5 snRNP Komplexes konnten Mitglieder der Familie der he-

terogenen nukleären Ribonukleoproteine zusammen mit HSF1-TAP isoliert werden (vgl. Abb. 

5.1). Vor Splicing-Vorgängen wird die prä-mRNA im Nukleus von hnRNPs gebunden. Es gibt 

viele verschiedene Mitglieder der hnRNPs, die zusammen das sogenannte Ribonucleosom 

bilden. Diese Proteine scheinen an der Prävention der Ausbildung der Sekundärstruktur von 

mRNA beteiligt zu sein, interagieren mit dem aktiven Splicing-Apparat und transportieren 

mRNA aus dem Nukleus in das Zytoplasma der Zellen (Krecic und Swanson, 1999). Die Inter-

aktion der hier isolierten hnRNPs R und U mit Mitgliedern des U5 snRNP ist bereits bekannt 

(Havugimana et al., 2012). Diese Interaktion könnte der Grund dafür sein, dass hnRNPs zu-

sammen mit HSF1-TAP in dieser Arbeit isoliert werden konnten. Das hier detektierte mRNA-

bindende Protein ELAVL1 interagiert ebenfalls mit hnRNPs und spielt eine wichtige Rolle in 

der Regulation des Splicings (Izquierdo, 2008; Mukherjee et al., 2011). 

Möglicherweise werden prä-mRNA-bindende Proteine und Faktoren des Splicing-Komplexes 

entweder direkt oder durch HSC70 oder andere Faktoren im Nukleus an HSF1 rekrutiert, um 

die HSF1-induzierten RNA-Transkripte, wie zum Beispiel RNA von Hitzeschock-Proteinen, 

sofort prozessieren zu können. Studien belegen, dass beispielsweise Transkripte des durch 

HSF1 induzierbaren Gens Hsp90α durch Splicing prozessiert werden müssen (Jolly et al., 

1999). Alternative Splicing-Vorgänge unter Hitzeschock bewirken außerdem, dass es zur Ex-

pression zwei verschiedener Isoformen von HSP105 kommt (Yamagishi et al., 2009). Die 

schnelle Prozessierung der Transkripte von HSPs ist unter Stressbedingungen für das Überle-

ben von Zellen von zentraler Bedeutung.  

Dass bestimmte Splicing-Faktoren unter Hitzeschock in Bereichen lokalisiert werden, in de-

nen eine HSF1/DNA-Bindung stattfindet, konnte bereits in verschiedenen Untersuchungen 

gezeigt werden (Weighardt et al., 1999; Jolly et al., 1999). Unter Hitzeschock kommt es im 

Nukleus humaner Zellen zur Bildung von nukleären Stresskörperchen. Die Bildung dieser 

subnukleären Organellen wird durch die direkte Interaktion zwischen HSF1 und den peri-

zentrischen Tandemwiederholungen von Satellit III (Sat III) Sequenzen initiiert und korres-

pondiert mit aktiven Transkriptionsbereichen für nicht-kodierende Satellit III Transkripte. 

Neben HSF1 konnte auch HSF2 in diesen nukleären Strukturen gefunden werden (Denegri et 

al., 2002; Alastalo  et al., 2003). Es ist ebenfalls bekannt, dass eine Reihe RNA-bindender 

Proteine, wie die hnRNPS HAP (hnRNP A1-interagierendes Protein) und hnRNP M, sowie die 

Splicing-Faktoren der SR (Serin-Arginin-reichen) Familie SF2, SRp30 und 9G8 in nukleäre 
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Stresskörpchern rekrutiert werden (Weighardt et al., 1999; Jolly et al., 1999; Denegri et al., 

2001). Splicing-Faktoren aus der snRNP Familie konnten bisher nicht in nSK detektiert wer-

den. Metz et al. wiesen 2004 jedoch nach, dass Sat III Transkripte, ebenso wie Transkripte 

des Gens Hsp90α, zusammen mit snRNP-Splicing-Komplexen unter Hitzeschock-Bedingungen 

interagieren und durch diese prozessiert werden können. Die Splicing-Maschinerie scheint 

somit in Bereiche des Nukleus rekrutiert zu werden, in denen HSF1 funktionell aktiv ist. Ob 

neben HAP und hnRNP M noch weitere hnRNP-Mitglieder in nSK rekrutiert werden, ist bis zu 

diesem Zeitpunkt nicht geklärt. Da hnRNPs miteinander interagieren, liegt es nahe, dass 

durch die Lokalisation der bereits bekannten hnRNPs in nSK auch andere Faktoren dieser 

Proteinfamilie rekrutiert werden könnten. Möglicherweise spielen die hier isolierten Protei-

ne hnRNP R, U und A0 in diesen subnukleären Strukturen ebenfalls eine Rolle und sind durch 

direkte Interaktion für die Rekrutierung von snRNP-Komplexen verantwortlich.  

Die Isolation von Splicing-Faktoren zusammen mit HSF1-TAP in dieser Arbeit gibt neue Hin-

weise darauf, dass das Hitzeschockantwort in enger Interaktion mit der Splicing-Maschinerie 

im Nukleus steht. Einerseits besteht die Möglichkeit, dass Splicing-Faktoren an HSF1 rekru-

tiert werden, um eine sofortige Prozessierung der Transkripte von Hitzeschock-Proteinen zu 

gewährleisten, andererseits könnte HSF1 selbst an Splicing-Prozessen beteiligt sein. Für eine 

spezifische Funktion von HSF1 in Splicing-Vorgängen gibt es bis jetzt jedoch noch keine Hin-

weise. Im Allgemeinen wurde angenommen, dass Hitzeschock zu einer generellen Inhibition 

von Splicing in Zellen führt. Die Interaktion von HSF1 mit Splicing-Faktoren legt jedoch ein 

Modell nahe, in dem die Rekrutierung der Splicing-Maschinerie an HSF1 und HSF1-

enthaltende Granula im Nukleus durch Hitzeschock möglicherweise zu einer Feinregulation 

von Splicing-Prozessen beiträgt. Es besteht die Möglichkeit, dass unter Hitzestress-

Bedingungen die allgemeine Splicing-Tätigkeit im Nukleus eingestellt wird und Splicing-

Faktoren zu Transkripten rekrutiert werden, deren Expression für die Aufrechterhaltung der 

zellulären Funktion essentiell sind. 
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Interaktionen von Proteinen HSF1-TAP-enthaltender Komplexe 
Die Interaktion der zusammen mit HSF1-TAP isolierten Proteine wurde schematisch dargstellt. Orange umran-
dete Proteine sind Mitglieder nukleärer Stresskörperchen, rot umrandete Proteine gehören zum U5 snRNP 
Komplex und blau umrandete Proteine bilden unter anderem den hnRNP-Komplex (Ribonucleosom). Hellgelb 
hinterlegte Proteine wurden nicht in den hier durchgeführten Aufreinigungen detektiert, stellen jedoch essen-
tielle Verbindungsbrücken zwischen einzelnen Proteinen dar. HSP: Hitzeschock-Protein; hnRNP: heterogenes 
nukleäres Ribonukleoprotein; snRNP: kleines nukleäres Ribonukleoprotein 

 

 

5.2.6 HSF1-TAP enthaltende Komplexe können aus Mausleber isoliert wer-
den und endogenes HSF1 funktionell ersetzen 

 

Aufgrund der in dieser Arbeit durchgeführten Analysen konnte nachgewiesen werden, dass 

sich C-terminal TAP-gekoppeltes HSF1 in Zellen funktionell wie endogenes HSF1 verhält. Un-

ter normalen Bedingungen lag HSF1-TAP diffus im Zytoplasma und Nukleus verteilt vor. 



Diskussion 

130 

Wurden die Zellen einem Hitzeschock unterzogen, bildete HSF1-TAP Homo- oder Heterotri-

mere mit endogenem HSF1 und HSF2, war in der Lage posttranslational modifiziert zu wer-

den und akkumulierte im Zellkern. Dort konnte es die Transkription des Zielgens Hspa1b, 

einem Mitglied der HSP70-Chaperonfamilie, aktivieren. Durch die Analyse von HSF1-TAP 

enthaltenden Komplexen konnte nachgewiesen werden, dass HSF1 durch eine Reihe be-

kannter Interaktionspartner gebunden wird. Zusätzlich konnten Proteine isoliert werden, die 

bisher nicht als HSF1-Interaktionspartner bekannt waren und vor allem im Bereich der 

mRNA-Prozessierung eine wichtige Rolle übernehmen. Anhand dieser Ergebnisse war es 

möglich durch die Firma TaconicArtemis eine transgene Maus generieren zu lassen, die TAP-

fusioniertes HSF1 konditional unter der Kontrolle des Rosa26-Promotors exprimiert.  

Die Analyse der Expression von HSF1 in Gesamtzellextrakten von Mausleber zeigte, dass 

HSF1-TAP in Mäusen eine ähnliche Expressionsstärke wie endogenes HSF1 besitzt. Die Tan-

dem-Affinitätsaufreinigung von HSF1 aus Mausleberextrakten erbrachte eine Isolierung von 

HSF1-TAP zusammen mit interagierenden Proteinen. Die Doppelbanden im Silbergel auf Hö-

he von ca. 70 kDa lassen vermuten, dass Mitglieder der HSP70-Chaperonfamilie zusammen 

mit HSF1 isoliert wurden, die zuvor bereits in Aufreinigungen von HSF1-TAP aus Zellen detek-

tiert werden konnten. Das Bandenmuster von HSF1-TAP in Western Blot Analysen wies au-

ßerdem nach, dass HSF1-TAP wahrscheinlich hyperphosphoryliert vorlag. Diese Ergebnisse 

geben erste Hinweise darauf, dass auch in Mäusen TAP-gekoppeltes HSF1 funktionell aktiv 

ist, posttranslational modifiziert werden kann und an regulatorische Interaktionpatner bin-

det.  

 

Aufgrund der Tatsache, dass TAP-fusioniertes HSF1 in Mausleberzellen eine ähnliche Expres-

sionsstärke wie endogenes HSF1 besitzt, wurde durch Kreuzungsexperimente Hsf1-TAP in 

den genetischen Hintergrund Hsf1-defizienter Mäuse gebracht.  

Weibliche Hsf1-/- Mäuse sind in der Lage Oozyten zu produzieren, können jedoch keine le-

bensfähigen Embryos bilden (Xiao et al., 1999). Die induzierbare HSP90-Isoform HSP90α wird 

in Oozyten dieser Mäuse nicht exprimiert. Oozyten, denen HSP90α fehlt, weisen eine partiel-

le Inhibition der Meiose I und einen Defekt der asymmetrischen Zellteilung auf (Metchat et 

al., 2009). Weibliche Mäuse, die HSF1-TAP im genetischen Hsf1-/- Hintergrund exprimierten, 

waren wieder in Lage lebensfähige Nachkommen zu generieren. Diese Beobachtung gibt 
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einen weiteren Hinweis darauf, dass TAP-fusioniertes HSF1 das endogene Protein funktionell 

ersetzen kann. 

 

 

5.2.7 Zusammenfassung und Ausblick 
 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen belegen, dass TAP-gekoppeltes HSF1 in trans-

genen Zelllinien und Zellen von Mäusen die Funktion von endogenem HSF1 ersetzen kann. 

HSF1-TAP lag unter normalen Bedingungen diffus im Zytoplasma und Nukleus verteilt vor 

und konnte durch proteotoxischen Stress aktiviert werden. Die Behandlung transgener Zel-

len mit erhöhten Temperaturen führte zur Bildung von Homo- oder Heterotrimeren mit en-

dogenem HSF1 oder HSF2 und zu einer Akkumulation im Nukleus. Dort war die Aktivierung 

des essentiellen HSF1-Zielgens Hspa1b durch HSF1-TAP möglich. TAP-gekoppeltes HSF1 war 

außerdem in der Lage mit bekannten Bindungspartnern zu interagieren. Die Bindung an ver-

schiedene Proteine, wie zum Beispiel Hitzeschock-Faktoren, stellt einen wichtigen Schritt in 

der Regulation von HSF1 dar.  

Dass HSF1-TAP in vivo die Funktion von endogenem HSF1 zu ersetzen scheint, wurde durch 

Verpaarungsexperimente mit Hsf1-/- Mäusen klar. Hsf1-/-  Mäuse waren durch die Expressi-

on von HSF1-TAP wieder in der Lage lebensfähige Nachkommen zu generieren. Obwohl der 

an HSF1 gekoppelte TAP-Tag eine Größe von ca. 20 kDa besitzt, scheint dieser die Funktion, 

Modifikation und Bindungskapazität von HSF1 nicht oder kaum zu beeinträchtigen. Durch die 

Bindung von HSF1 an den TAP-Tag war es möglich, neue Interaktionspartner von HSF1 zu 

detektieren und neue Hinweise auf eine Interaktion zwischen HSF1 und der Splicing-

Maschinerie von Zellen zu geben.  

In dieser Arbeit konnte somit die Grundlage geschaffen werden, um den Zusammenhang 

zwischen HSF1 und der zirkadianen Uhr näher zu beleuchten. In zukünftigen Analysen sollen 

HSF1-enthaltende Komplexe aus Mauslebern zu unterschiedlichen Uhrzeiten isoliert werden, 

um dadurch Interaktionspartner identifizieren zu können, die in der zirkadianen Regulation 

von HSF1 involviert sind. Es sollen Zeitpunkte gewählt werden, die der minimalen bzw. ma-

ximalen zirkadianen Aktivität von HSF1 entsprechen. Die Unterschiede in der Zusammenset-

zung HSF1-assoziierter Komplexe, sowie posttranslationale Modifikationen, wie Sumoylie-

rung, Phosphorylierung oder Acetylierung sind dabei von besonderem Interesse und stellen 
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naheliegende Regulationsmechanismen dar, über die HSF1 selbst rhythmisch gesteuert wird 

und den zirkadianen Oszillator beeinflussen könnte.  
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7 Anhang 
 

7.1 Analyse des Zellüberlebens  
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Abbildung 7.1: Analyse der Vitalität der Zellen aus Echtzeit-Biolumineszenz-Messungen  
Das zelluläre Überleben der synchronisierten NIH3T3-Bmal1-Luc Zellen (siehe Abb. 3.1 und 3.2), die mit ver-
schiedenen Konzentrationen von Geldanamycin (GA) (A), 17-N-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-
AAG) (B), 17-[2-(Pyrrolidin-1-yl)ethyl]aminno-17-demethoxygeldanamycin (C) oder Radicicol (D) behandelt 
worden waren, wurde nach  4tägiger (Radicicol) oder 5tägiger (GA, 17-AAG, 17-AEP-GA) Echtzeit-
Biolumineszenz-Messung analysiert.  
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7.2 Vektorkarten 
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Abbildung 7.2: Vektorkarten der verwendeten pcDNA3.1-Plasmide für die Generierung transgener Zellen 
Die Plasmide pcDNA3.1-TAP-Hygro (A) und pcDNA3.1-mHsf1-TAP-Hygro (B) wurden freundlicherweise von Dr. 
Sang-Gun Ahn (Chosun University College of Dentistry, Gwangju, Korea) zur Verfügung gestellt. Das Plasmid aus 
(A) wurde für die Generierung des Plasmids pcDNA3.1-hHsf1-TAP-Hygro (C) verwendet. 
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Abbildung 7.3: Vektorkarten der verwendeten pMC-Plasmide für die Generierung transgener Zellen 
Die Plasmide pMC-PATevCBP-EYFP-N (A) und pMC-EYFP-CBPTevPA-P (B) wurden freundlicherweise von Prof.Dr. 
Boege (Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, Deutschland) zur Verfügung gestellt und dienten als Grundlage 
für die Vektoren pRS-mHsf1-EYFP-TAP-P (C) und pRS-TAP-EYFP-N-P-mHsf1 (D).  
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7.3 Genotypisierung der HSF1-TAP exprimierenden Hsf1-/- Maus 
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Abbildung 7.4: Genotypisierung der Hsf1-TAP exprimierenden Hsf1-/-  Maus und ihrer Nachkommen 
Die hier dargestellte Genotypisierung zeigt den Genotypen der weiblichen Hsf1 knock-out Maus (W), die hete-
rozygot Hsf1-TAP in ihrem Genom trägt. Zusätzlich ist der Genotyp des der Verpaarung zugehörigen männli-
chen Tieres (M) und der Genotypen ihrer Nachkommen (1-3) abgebildet. In der Analyse des Hsf1-TAP Genotyps 
wurden Primer gegen Hsf1-TAP (markiert mit Pfeil) und den Wildtypbereich des ROSA26 Lokus (markiert mit 
Asterisk) verwendet. In der Untersuchung des endogenen Hsf1 Genotyps wurden Primer gegen das Hsf1-
Wildtyp Gen (markiert mit a) und gegen die Neomycin-Sequenz (markiert mit b) verwendet, die für den Knock-

out des Hsf1-Gens verwendet wurde. Wt: Wildtyp-Kontrolle; pos: Positivkontrolle; L: DNA-Leiter; bp: Basenpaa-
re 
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ABSTRACT 

The mammalian circadian clock comprises a system of interconnected transcriptional and 

translational feedback loops. Proper oscillator function requires the precisely timed 

synthesis and degradation of core clock proteins. The heat shock protein HSP90, an ATP-

dependent molecular chaperone, has important functions in many cellular regulatory 

pathways by controlling the activity and stability of its various client proteins. Despite 

accumulating evidence for interplay between the heat shock response and the circadian 

system, the role of HSP90 in the mammalian core clock is not known. The results of this 

study suggest that inhibition of the ATP-dependent chaperone activity of HSP90 impairs 

circadian rhythmicity of cultured mouse fibroblasts whereby amplitude and phase of the 

oscillations are predominantly affected. Inhibition of HSP90 shortened the half-life of BMAL1 

which resulted in reduced cellular protein levels and blunted expression of rhythmic 

BMAL1/CLOCK target genes. Furthermore, the HSP90 isoforms HSP90AA1 and HSP90AB1 

and not HSP90B1/GRP94 or TRAP1 are responsible for maintaining proper cellular levels of 

BMAL1 protein. In summary these findings provide evidence for a model in which 

cytoplasmic HSP90 is required for transcriptional activation processes by the positive arm of 

the mammalian circadian clock. 
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