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Zusammenfassung

Durch ihre antiinflammatorischen und immunsupprimierenden Wirkungen sind Glukokortikoide
wichtige Bestandteile verschiedener therapeutischer Behandlungen. Da lidngerfristige
Glukokortikoid-Therapien teilweise mit unerwiinschten Nebenwirkungen verbunden sind, liegt
ein Schwerpunkt der Hormonforschung auf der Entwicklung besserer Substanzen mit
spezifischeren Eigenschaften. Um dies zu erreichen, mufl man die molekularen Mechanismen
der Glukokortikoid-Wirkungen genauer verstehen.

Glukokortikoide binden an den Glukokortikoidrezeptor (GR), der als Transkriptionsfaktor die
Expression von Genen aktiviert oder reprimiert. Die Expression einer Reihe von Genen, die bei
Entziindungs- und Immunreaktionen beteiligt sind, wird durch Glukokortikoide negativ
reguliert. Deshalb wird vermutet, daf} die genreprimierende Funktion des GR (Transrepression)
fiir die Entziindungshemmung und Immunsuppression verantwortlich ist, aber die ungiinstigen
Nebenwirkungen auf die genaktivierende Funktion des GR (Transaktivierung) zuriickzufiihren
sind. Daher besteht die Hoffnung, durch ausschlielich genreprimierende Glukokortikoide,
spezifischere physiologische Wirkungen zu erzielen und Nebenwirkungen zu vermeiden.
Zellzyklusblock und Apoptose von T-Zellen sind wichtige Mechanismen der
immunsupprimierenden Wirkungen von Glukokortikoiden. Aber die molekularen Ursachen, die
diesen Prozessen zugrunde liegen, sind noch nicht gut verstanden.

Daher wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit der Beitrag von Genaktivierung und
Genrepression bei der Glukokortikoid-induzierten Wachstumshemmung einer Thymomlinie
untersucht.

Der Glukokortikoid-induzierte Block der Thymomlinie S49.1 in der G1-Phase des Zellzyklus
korrelierte mit der Aktivierung des Retinoblastom-Genprodukts (Rb) und der deutlichen
negativen Regulation der Expression von Zyklin D3 und der Zyklin-abhéngigen Kinase 4
(cdk4). Zusitzlich wurde nach Glukokortikoid-Behandlung eine starke Induktion der Menge
des cdk-Inhibitors p27%?!, verbunden mit einer vollstindigen Hemmung der cdk2-Aktivitit,
gefunden.

Transkriptionelle und posttranslationelle Mechanismen sind an der Akkumulation von p27%*'-
Protein beteiligt. Die Induktion der p27**-mRNA konnte durch Aktivierung des Promotors
erfolgen, in dem sich ein potentielles Glukokortikoid-reagierendes Element (GRE) befindet.
Aber auch eine iiberlappende Sequenz fiir "CCAAT-Box"-bindende Transkriptionsfaktoren
konnte die Glukokortikoid-Aktivierung vermitteln.

Die Induktion der p27¢®-Expression scheint durch die genaktivierende Funktion des GR zu
erfolgen. Dies widerspricht der Annahme, daf alle immunsupressiven Wirkungen von
Glukokortikoiden auf Genrepression zuriickzufiihren sind.

Durch Verwendung einer GR-Mutante sollte daher der Beitrag von Transaktivierung und
Transrepression beim Zellzyklusblock und der Apoptose bestimmt werden.




Die Experimente ergaben, dal weder der Wildtyp-GR noch die GR-Mutante in diesen Analysen
einen Zellzyklusblock induzieren konnte, sodaf nicht klar wurde, ob Genaktivierung oder
Genrepression beim Glukokortikoid-induzierten Zellzyklusblocks beteiligt sind.
Interessanterweise zeigten weitere Analysen, daB das apoptotische Programm durch die
Expression von Wildtyp-GR und GR-Mutante rekonstituiert wird. Demnach sind
unterschiedliche Mechanismen fiir den Zellzyklusblock und die Apoptose verantwortlich. Ferner
wurde nochmals bestétigt, daBB die genreprimierende Funktion des GR fiir die Induktion der
Apoptose ausreicht, aber die Hemmung von AP-1-Aktivitét allein keine Apoptose auslost.
Daher sollten in Zukunft zusitzliche, negativ regulierte Transkriptionsfaktoren, wie z.B.
NF-xB, bei der Charakterisierung von neuen genreprimierenden Glukokortikoiden in die
Untersuchungen einbezogen werden.

Im letzten Teil der Arbeit wurde RAP46 als negativer Regulator aller getesteten GR-Funktionen
charakterisiert. RAP46-Expression in der Glukokortikoid-sensitiven Thymomlinie S49.1 fiihrte
zu einer vollstindigen Inhibition der transkriptionellen und wachstumshemmenden
Eigenschaften des GR. RAP46-Expression konnte demnach als Verursacher von
Resistenzphénomenen bei Glukokortikoid-Therapien in Frage kommen.




Regulation of T-cell growth by glucocorticoids: Role

of the cell cycle inhibitor p27“*®" and the antiapoptotic
factor RAP46

Abstract: Glucocorticoids are widely used therapeutically as antiinflammatory and immune-
suppressive drugs. As long-term glucocorticoid therapies often lead to undesired side-effects,
one of the main emphasis in research in this field is the development of specific drugs with
reduced side-effects. To achieve this goal, it is important to get a better understanding in the
molecular mechanisms of glucocorticoid effects.

Glucocorticoids bind to the glucocorticoid receptor (GR), which then either positively or
negatively regulates the expression of genes. The expression of several genes involved in
inflammatory or immune responses are negatively regulated by glucocorticoids. This led to the
assumption that the negative regulatory function of the GR (transrepression) is responsible for
antiinflammation and immune-suppression while the unfavourable side-effects are due to the
positive regulatory function of the receptor (transactivation). It is therefore thought that
glucocorticoids with transrepressive properties would be more specific for treatment since they
would have less side-effects.

Cell cycle block and apoptosis of T-cells are both well known mechanisms of the immune-
suppressive functions of glucocorticoids, but the underlying molecular events of these
processes, are barely understood.

Therefore, in the first part of this work, the contribution of transactivation and transrepression
by the GR to growth suppression of a thymoma cell line was investigated.
Glucocorticoid-induced arrest of the thymoma cell line S49.1 in the G1-phase of the cell cycle
correlated with the activation of the retinoblastoma gene-product (Rb) and significant
downregulation of cyclin D3 and cyclin dependent kinase 4 (cdk4) protein levels. In addition,
upon glucocorticoid treatment, a strong upregulation of the amount of the cdk-inhibitor p27%#!
accompanying a complete inhibition of cdk2-activity was detected.

Transcriptional and posttranslational mechanisms are involved in the accumulation of p27%e!
protein. The induction of p27%*'-mRNA could be due to the activation of the p27¥#!-promoter,
which harbours a putative glucocorticoid response element (GRE). Alternatively an overlapping
binding sequence for “CCAAT-box” binding transcription factors could also be responsible for
the glucocorticoid activation.

The induction of p27%*' expression seems to be caused by the transactivation function of the
GR. This contradicts the assumption that the immune-suppressive effects of glucocorticoids are
caused by transrepression.

With the use of a mutant GR, the role of transactivation and transrepression in cell cycle block

and apoptosis was further investigated.




The experiments showed that neither the wild-type nor mutant GR was able to induce a cell
cycle block. Thus the contribution of transactivation and transrepression to the glucocorticoid-
induced cell cycle block were inconclusive.

Interestingly, the apoptotic program could be reconstituted by the expression of the wild-type
and mutant GR, suggesting that two independent mechanisms lead to cell cycle block and
apoptosis. The experiments further confirmed that the transrepression property of the GR, but
not inhibition of AP-1-activity , is sufficient for the induction of apoptosis.

Thus future studies on the characterisation of new transrepressing glucocorticoids should
include other negatively regulated transcription factors such as NF-«xB.

In the last part of this work, RAP46 was characterised as a negative regulator of all GR-
functions examined. Expression of RAP46 in glucocorticoid-sensitive thymoma S49.1-cells
lead to a complete inhibition of transcriptional and growth-repressive properties of the GR. So
RAP46-expression could serve as a cause for “resistance syndromes” in long-term

glucocorticoid therapies.
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Einleitung

Einleitung

Die Regulation des Wachstums von Zellen ist ein essentieller Vorgang bei der Entwicklung und
Homoeostase vielzelliger Organismen. Diese Prozesse werden durch endogene Faktoren, wie
Hormonen, gesteuert, aber auch exogene Einfliisse, wie UV-Licht, radioaktive Strahlung oder
Temperatur wirken auf Zellen mit zum Teil nachteiligen Folgen. Das Schicksal einer Zelle wird
durch drei physiologische Mechanismen bestimmt: Proliferation, Differenzierung und
Apoptose. Diesen Prozessen unterliegen genetische Programme, deren Abldufe, zumindest in
ihren Grundziigen, von einfachen bis hoheren Organismen konserviert sind. Die negative
Kontrolle der Proliferation ist essentiell, um verstirktes Wachstum (Hyperplasie) und als Folge
neoplastische Transformation von Zellen zu verhindern. Umgekehrt ist auch die Stimulation des
Wachstums physiologisch sinnvoll, um z.B. bei der Wundheilung die Proliferation von
Fibroblasten anzuregen.

Bei der Eliminierung von krebsartigen Zellen durch Immunzellen spielen apoptotische Vorgénge
eine entscheidende Rolle; ebenso ist die Beseitigung von Zellen durch Apoptose ein wichtiger
Vorgang bei der Entwicklung von Organismen, wie der GliedmaBenbildung oder der Reifung
des Immunsystems (Jacobson et al., 1997).

In hoheren Organismen haben sich komplexe Mechanismen entwickelt, die es dem Organismus
ermoglichen, durch duBlere Einfliisse (exogene Faktoren) und/oder Verdnderungen innerhalb des
Organismus (z.B. Entziindungsreaktionen, endogene Faktoren) bedingte pathologische
Situationen zu vermeiden oder zu reparieren. Ein solches, streng kontrolliertes System, ist das
Hormonsystem. Es besteht aus Zellen bzw. Zellverbanden (Driisen), die wirksame Substanzen
(Hormone) produzieren und in das Blutsystem sezernieren, iiber das die Hormone ihr
Zielgewebe erreichen und dort durch Bindung an spezifische Rezeptoren eine physiologische
Antwort ausiosen. Die Hormone hoherer Organismen werden verschiedenen molekularen
Gruppen zugeteilt; man unterscheidet Amine, Prostaglandine, Polypeptide, Proteine und
Steroide (Baulieu und Kelly, 1990). Bei der letzteren Gruppe handelt es sich um zyklische
Kohlenstoffderivate, die alle aus der Steroidvorstufe Cholesterin synthetisiert werden. Die
Steroide haben eine wichtige Aufgabe bei verschiedensten physiologischen Prozessen. So
beeinflussen sie den Metabolismus, die Morphogenese und auch das Verhalten von
Organismen.

Die Steroide selbst werden auflerdem in funktionelle Gruppen unterteilt: Sexsteroide, zu denen
Progesteron, Ostrogen und Testosteron gehoren, sie sind wichtig fiir die Entwicklung des
embryonalen reproduktiven Systems, das Fortpflanzungsverhalten erwachsener Tiere und die
Entwicklung der sekunddren  Geschlechtsmerkmale; VitaminD,, das an der
Knochenentwicklung und -differenzierung beteiligt ist und schlieflich die Nebennierenhormone
Cortisol und Aldosteron, welche die Koérperhomoeostase von Organismen durch Kontrolle des
Glykogen- und Mineralstoffwechsels regulieren, Einfluf3 auf das Immun- und Nervensystem
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nehmen, sowie das Wachstum und die Differenzierung von Zellen kontrollieren
(Baulieu und Kelly, 1990).

Glukokortikoide und ihre Wirkungen auf Organismen

Von den Nebennierenhormonen haben besonders die Glukokortikoide einen starken Einfluf3 auf
die Physiologie eines Organismus. Die Bedeutung der Glukokortikoide wird deutilich bei der
Ausbildung von Krankheiten durch zu hohe bzw. zu geringe Hormonspiegel im Blut. Die
Konzentration von Glukokortikoidhormon im Blut wird durch die Aktivitdt der
Nebennierenrinde reguliert. In der "zona fasciculata" der Nebennierenrinde erfolgt die
Biosynthese des Hauptglukokortikoids Cortisol aus der Vorstufe Cholesterol. Disregulation der
Glukokortikoidmengen im Blut konnen zu pathologischen Verdnderungen fiihren. So kann
durch Zerstérung der Nebenniere, wie sie bei bestimmten Autoimmunkrankheiten vorkommt,
zu geringe Adrenokortikoidkonzentrationen zur Folge haben (z.B. "Addison Syndrom" <->
chronische adrenokortikoide Insuffizienz). Uberfunktion der Hypophyse mit iiberhdhtem
ACTH-(Adrenokortikotropes Hormon)-Spiegel stimuliert dagegen die Nebennierenfunktion,
welches eine erhohte Glukokortikoidkonzentration induziert. Diese allgemein als "Cushing
Syndrom" bezeichnete pathologische Situation tritt auch als Nebenwirkung verschiedener
Glukokortikoidtherapien auf. Die Entstehung dieser Krankheit soll durch die Entwicklung neuer
Substanzen, ohne ungiinstiger Nebenwirkungen, vermieden werden und ist Gegenstand
intensiver pharmazeutischer Forschung (Vayssiere et al., 1997).

Die energiemobilisierende Wirkung von Glukokortikoiden wird durch die positive Wirkung auf
die Biosynthese von an der Glukoneogenese beteiligten Enzymen der Leber verursacht
(Tabelle 1). Die Stimulation der Glukoneogenese fiihrt zu einer Hyperglykdmie und damit zur
Verfiigbarkeit schneller Energie bei Hunger und anderen Strefreaktionen. Neben der positiven
Wirkung auf Funktionen der Leber, haben Glukokortikoide auch einen negativen Einflufl auf
das Immunsystem hoherer Organismen. Besonders sensitiv auf Glukokortikoide reagieren
Thymozyten, T-Lymphozyten und T-Lymphome. Diese Eigenschaft fiihrte zur verbreiteten
medizinischen ~Anwendung von Glukokortikoiden als immunsupprimierende und
entziindungshemmende Substanzen. So werden Glukokortikoide seit etwa Mitte dieses
Jahrhunderts bei der Therapie von rheumatoider Arthritis, lymphatischen Leukdmien und
Lymphomen angewendet (Hench, 1949; Boumpas et al., 1991; Karin und Saatciouglu, 1997).
Als Ursache der vorteilhaften Effekte von Glukokortikoiden gelten unter anderem negative
Einfliisse auf die Expression und Ausschiittung der Mediatoren von Entziindungsreaktionen
(Zytokine wie IL-2, IL-4 oder IL-6, Tabelle 1) und
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Gene Glukokortikoid- physiologischer Referenz
regulation Prozess
Enzyme
Tryptophanoxygenase positiv Glukoneogenese Lucas und Granner, 1992
PEP-Carboxykinase positiv Glukoneogenese Lucas und Granner, 1992
Tyrosiaminotransferase positiv Glukoneogenese Lucas und Granner, 1992
Kollagenase I negativ Entziindung Jonat et al., 1990
IxBa positiv Entziindung/Immun- Heck et al., 1997
reaktion
Adhisionsmolekiile
ICAM 1 negativ Entziindung/Immun- | Caldenhoven et al., 1995
E-Selectin negativ reaktion Cronstein et al., 1992
Zytokine
IL-2 negativ Entziindung/Immun- | vVacca et al., 1992
IL-6 negativ reaktion Stein und Young, 1995
Zellzyklusfaktoren
cyc D3 negativ Proliferation King und Cidlowski, 1998
cdk4 negativ Proliferation King und Cidlowski, 1998

Tabelle 1: Auflistung von Glukokortikoid-regulierten Genen und davon betroffene physiologische
Prozesse. Fiir alle angegebenen Gene ist zumindest eine transkriptionelle Kontrolle durch Glukokortikoide
beschrieben; die Effekte auf die Genexpression korrelieren mit Effektenauf die angegebenen physiologischen
Prozesse. = PEP-Carboxykinase: = Phosphoenolpyruvatcarboxykinase;  IxkBou Inhibitorprotein des
Transkriptionsfaktors NF-kB; ICAM 1: "Intracellular cell adhesion molecule 1"; IL-2: Interleukin 2; IL-6:
Interleukin 6; cyc D3: "cylin D3"; cdk4: "cyclin dependent kinase 4".

deren Wachstumseffekte durch Proliferationshemmung
(Zellzyklusblock, zytostatischer Effekt) und das Abtoten von Zellen (Apoptose, zytolytischer
Effekt). Man nimmt dabei an, daB die Proliferationshemmung durch die negative Regulation
spezifischer Gene, wie Zyklin D3 (cyc D3) oder der Zyklin-abhingigen Kinase 4 (cdk4),
erfolgt und da wahrscheinlich alle physiologischen Effekte von Glukokortikoiden auf der

Ebene der Genexpression erfolgen (King und Cidlowski, 1998).

Oberflachenrezeptoren,
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Glukokortikoide als Modulatoren der Genexpression

Glukokortikoide regulieren die Genexpression sowohl positiv als auch negativ. Dies geschieht,
indem das Hormon zunichst durch passive Diffusion in die Zelle eindringt, wo es an ein
zytoplasmatisches Protein, den Glukokortikoidrezeptor (GR) bindet. Der hormongebundene
Rezeptor macht dadurch eine Konformationsidnderung durch, die ihn von inhibitorischen
Molekiilen befreit und die Translokation in den Zellkern erlaubt. Dort ist der aktivierte
(transformierte) GR in der Lage die Genexpression positiv oder negativ zu modulieren. Der GR
hat eine moduldre Struktur, d.h. bestimmten Bereichen des Proteins kann man spezifische
Funktionen zuordnen (Abb.1). So besteht der Glukokortikoidrezeptor aus drei
Hauptdominen, einem aminoterminalen Bereich, mit einer ligandenunabhingigen
Aktivierungsfunktion (Transaktivierungsdomine, AF-1 oder 1), einer zentralen Doméne, die
flir DNA -Bindung und Dimerenbildung zweier Rezeptoren (Homodimerisierung) notwendig ist
und einem carboxyterminalen Bereich, wo die Hormonbindung stattfindet und sich eine zweite,
hormonabhéngige Transaktivierungsfunktion (AF-2 oder t2) in der Liganden-bindenden

Domiine befindet.

N-Term DBD
1 439 503

N | [=1] I

Abb. 1: Struktur von ligandenaktivierbaren Rezeptoren am Beispiel des Ratten-Glukokortikoidrezeptors
(GR). N: Aminoterminales Ende, C: carboxyterminales Ende; N-Term: Aminoterminaler Bereich mit t1:
ligandenunabhéngige Transaktivierungsfunktion 1; DBD: DNA-bindende und Homodimerisierungsdoméne; HBD:
Hormonbindender Bereich mit Ligandenbindung und 12: ligandenabhéngige Transaktivierungsfunktion 2; A:
"hinge region"

Regulation der Genexpression durch den Glukokortikoidrezeptor

Nach einem heute allgemein anerkannten Modell fiihrt die Bindung von Hormon an den
Glukokortikoidrezeptor (GR) zu einer Konformationsdnderung. Die hormoninduzierte
Transformation des GR zu einem transkriptionell aktiven (aktivierten) Rezeptor erfolgt zunichst
durch die Dissoziation des Rezeptors von inhibitorischen Proteinen wie die
Hitzeschockproteine 90 und 70, die den Rezeptor im hormonungebundenen Zustand im
Zytoplasma zurtickhalten. Nach Dissoziation kann der Rezeptor in der nun vorliegenden
Konformation in den Zellkern translozieren und die Expression von Genen entweder positiv

oder negativ beeinflussen (Abb. 2).
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a. Positive Regulation der Genexpression

Fir die positive Regulation der Genexpression muf3 der hormongebundene
Glukokortikoidrezeptor (GR) an spezifische DNA-Elemente in den Promotoren der Zielgene
binden.

Die Klonierung der Promotoren verschiedener Glukokortikoid-induzierbarer Gene, z.B. der
Promotorregion des MMTV-(Maus-Mamma-Tumorvirus)-Genoms, fithrte zur Identifikation
von Sequenzelementen, sog. GREs (Glukokortikoid-reagierende Elemente), die fiir die
Hormoninduktion verantwortlich sind. Ein Vergleich der verschiedenen Sequenzmotive liefl
eine 15 bp Konsensussequenz erkennen, die Bindung und Aktivierung (Transaktivierung) von
Genen durch den GR vermittelt. Dabei ist die 6 bp grofie rechte Halbseite mit der Sequenz
TGTT/CCT in allen GREs stark konserviert (Lucas und Granner, 1992), im Gegensatz
zur linken Halbseite, die stark zwischen den verschiedenen GREs variiert. In Glukokortikoid-
aktivierbaren Promotoren finden sich oft weitere Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren, die in
Wechselwirkung mit den GREs, fiir die maximale Aktivierung der Promotoren notwendig sind.
Man spricht deshalb manchmal von sog. Glukokortikoid-reagierenden Einheiten
("Glucocorticoid response unit", GRU; Lucas und Granner, 1992).

Bis vor kurzem war noch nicht klar, wie der an DNA gebundene GR die Transkription von
Genen aktiviert. Es wurde zunichst angenommen, daB die Transaktivierung des GR durch
Wechselwirkung der Aktivierungsdoménen mit Komponenten des Transkription-
Initiationskomplexes erfolgt. Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, daB der GR fiir seine volle
transkriptionelle Aktivitdt, die Interaktion mit sog. Koaktivatoren benotigt. Dabei scheint der
Rezeptor in einem Komplex mit mehreren Faktoren vorzuliegen, von denen einige zum Teil
enzymatische Aktivitdt besitzen, die zur transkriptionsfordernden Verdnderung der
Chromatinstruktur beitragen (Histonazetyltransferase-(HAT)-Funktion, Abb. 2, Torchia et al.,
1998). Die Aufgabe von HATs scheint die Modifaktion der Chromatinstruktur durch
Azetylierung des Histonanteils zu sein. Die dadurch induzierte Offnung des Chromatins macht
die betroffenen Promotoren zugénglicher fiir Transkriptionsfaktoren und steigert somit die
Transkription von Genen (Struhl und Moqtaderi, 1998).

b. Repression der Genexpression

Zusitzlich zu seiner positiven Wirkung kann der GR die Expression von Genen negativ
regulieren

(Sakai et al., 1988; Lucibello et al., 1990; Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990; Schiile et
al., 1990; Diamond et al., 1990). Die negative Regulation der Genexpression durch den
aktivierten Glukokortikoidrezeptor (GR) kann prinzipiell durch zwei Mechanismen erfolgen:
einmal durch Bindung an Promotorelemente, sog. nGREs (negative Glukokortikoid-reagierende
Elemente), die sich deutlich von klassischen GREs unterscheiden und wo der Rezeptor, an
DNA gebunden, die Genexpression hemmt. Ein zusitzlicher Mechanismus erfolgt ohne an
DNA zu binden, durch Protein-Protein-Interaktion mit Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitit
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dadurch gehemmt wird (negative trankriptionelle Interferenz; Cato und Wade, 1996; Karin,
1998; Gottlicher et al.,, 1998; Abb.2). Im ersten Fall scheint der aktivierte GR die
Transkription zu inhibieren, indem er einen konstitutiv aktiven Transkriptionsfaktor von der
DNA verdridngt. Obwohl einige Gene mit nGREs im Promotorbereich gefunden wurden, 146t
sich keine Konsensussequenz fiir nGREs aufstellen, sodafl bisher ein -einheitlicher
Mechanismus nicht ersichtlich ist. Der zweite Mechanismus, die transkriptionelle Interferenz,
wurde fiir die negative Regulation verschiedener Gene durch den aktivierten GR vorgeschlagen.
Dabei soll der Rezeptor, ohne daf er an DNA bindet, durch Protein-Protein-Wechselwirkungen
mit Transkriptionsfaktoren, z.B. AP-1, deren transkriptionelle Aktivitdit hemmen. Die
gegenwirtigen Vorstellungen zum Mechanismus der negativen Regulation von AP-1-Aktivitét
durch Glukokortikoide basieren auf Untersuchungen des in diesem Zusammenhang am besten
erforschten menschlichen Kollagenase I-Gens. In diesem Fall erfolgt die Repression der
Kollagenase-Expression in Abwesenheit von Proteinbiosynthese, durch negative Interferenz mit
dem Transkriptionsfaktor AP-1 (Jonat et al., 1990). Wihrend der Repression wird AP-1 nicht
durch den GR vom Promotor verdringt (Konig et al., 1992) und wahrscheinlich sind
monomere Rezeptormolekiile fiir die Repression von AP-1 verantwortlich (Heck et al., 1994).
Ob der Rezeptor dabei direkt mit AP-1 interagiert (Abb. 2 I) oder ob weitere Faktoren eine
Briickenfunktion zwischen beiden Transkriptionsfaktoren austiben (Abb. 2 II), ist noch nicht
geklart. Aber die Tatsache, daf3 die Interaktion von AP-1 mit dem GR nicht ausreichend fiir die
Repression der AP-1-Aktivitdt ist (Gottlicher et al., 1996), macht die Beteiligung weiterer
Proteine an der GR/AP-1-Interferenz wahrscheinlich. Nach solchen Korepressoren, die mit dem
GR und AP-1 einen transkriptionell inaktiven Komplex ausbilden konnten (Abb. 2 II), wird
daher momentan intensiv gesucht. Ein weiterer Mechanismus, wie der aktivierte GR AP-1-
Aktivitdt hemmen konnte, ist Kompetition um einen gemeinsamen Koaktivator (Abb. 2 III).
Dieser Mechanismus wird durch Experimente unterstiitzt, die eine Kompetition von AP-1 und
GR um den gemeinsamen Koaktivator CBP (CREB-bindendes Protein) zeigten (Kamei et al.,
1996).
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Abb 2: Aktivierung des Glukokortikoidrezeptors und verschiedene Modelle zur positiven und negativen
Regulation der Genexpression durch den GR. GRi: inaktiver, zytoplasmatischer GR; GRa:
hormonaktivierter (aktivierter) GR; zur Vereinfachung sind nur drei Modelle der transkriptionellen Interferenz
angegeben: I: direkte Protein-Protein-Interaktion, II: indirekte Protein-Protein-Interaktion uber zusétzlichen
Faktor, Ill: Kompetition um gemeinsamen Koaktivator; Erkldrungen im Text.
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c. Aktivierung und Repression von Genen durch den Glukokortikoidrezeptor
erfolgen durch voneinander unabhingige Mechanismen

Genexpressions-Analysen mit Glukokortikoidrezeptor-(GR)-Mutanten und Glukokortikoid-
Analoga zeigten, daB Aktivierung (Transaktivierung) und Repression (Transrepression) von
Genen durch den aktivierten GR zwei voneinander unabhéngige Funktionen sind. So hemmen
Rezeptormutanten mit stark eingeschrinktem Transaktivierungspotential, sog. DNA-Bindungs
oder Dimerisierungs-Mutanten, die Genexpression genauso gut wie Wildtyprezeptoren. Diese
Ergebnisse wurden sowohl fiir die Repression der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors AP-1, als
auch von NF-«xB gefunden (Heck et al., 1994; Heck et al., 1997).

Die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-«xB sind homo- oder heterodimere Komplexe, die sich
aus Faktoren der AP-1- bzw. NF-kB-/Rel-Familie zusammensetzen (Angel und Karin, 1991;
Angel 1994; Wulczyn et al.,, 1996). Viele Gene, die bei entziindlichen Prozessen und
immunologischen Reaktionen verstérkt exprimiert sind, werden durch AP-1- und/oder NF-«B-
Aktivitdt positiv und durch Glukokortikoide negativ reguliert (Wulczyn et al., 1996). Daher
besteht ein grofes Interesse an der Entwicklung von Substanzen, die nur die
transreprimierenden Eigenschaften von Glukokortikoiden haben (Vayssiere, 1997). Man hat
dabei die Hoffnung, daf die gewiinschten Effekte bei Glukokortikoidtherapien wie
Immunsupression oder Entziindungshemmung erhalten bleiben, aber unerwiinschte

Nebenwirkungen wie das "Cushing-Syndrom" ausbleiben oder zumindest milder verlaufen.

Glukokortikoide sind entziindungshemmende wund immunsuppri-

mierende Substanzen

Glukokortikoide und ihre synthetischen Derivate werden aufgrund ihrer biologischen
Wirksamkeit bei der Behandlung verschiedenster Krankheiten verwendet. Dazu sind besonders
die entziindungshemmenden und immunsupprimierenden Eigenschaften bei der Forderung von
Wundheilungsprozessen und der Behandlung von rheumatoider Arthritis von Bedeutung. Ein
weiterer wichtiger Aspekt der Glukokortikoidwirkungen ist ibr negativer Einflu auf das
Wachstum von lymphoiden Tumoren, weshalb Glukokortikoide oft Bestandteil von
Chemotherapien sind (DeVita et al., 1987; Coleman, 1992).

Die entziindungshemmenden Eigenschaften von Glukokortikoiden erfolgen auf allen Ebenen der
entziindlichen Reaktionen (Tabelle 1). Eine entziindliche Reaktion wird typischerweise durch
Beschidigung der Zellmembran initiiert; dies aktiviert Phospholipasen, welche die
Prozessierung von Arachidons#ure katalysieren. Die Freisetzung von Arachidonséure wiederum
aktiviert weitere Enzyme, die zur Synthese von Prostaglandinen und Leukotrienen
(Cykloxygenasen, Lipoxygenasen) fiihren. Diese Substanzen sind wichtige Mediatoren der
Entziindungsreaktion, da sie die BlutgefdBe erweitern und die Blutzufuhr zur gereizten Stelle
erhdhen, wodurch die Infiltration von Abwehrzellen (Immun- und Nichtimmunzellen) erleichtert
wird. Die Infiltration héngt zusitzlich zur BlutgefiBerweiterung von der Expression von
Oberfldchenrezeptoren der Epithelzellen ab, die durch Mitogene und Zytokine positiv reguliert
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werden. Die entziindungshemmenden Glukokortikoidwirkungen konnten dabei auf der
Hemmung der Expression der Cyklooxygenase, verschiedener Adhésionsmolekiile und
Zytokine beruhen (Cato und Wade 1996; Tabelle 1). Am wichtigsten fiir die
immunsupprimierenden Eigenschaften von Glukokortikoiden scheint dabei der negative Einfluf3

auf die Expression und Auschiittung von Zytokinen zu sein.

Proliferationshemmung und Apoptose sind Mechanismen der

Immunsuppression durch Glukokortikoide

Glukokortikoide hemmen das Wachstum durch eine Vielzahl von Einflissen auf die Aktivitdt
von wachstumsfordernden Molekiilen. Dabei wird die Proliferation besonders effektiv durch die
direkte Regulation von Zellzyklusproteinen gehemmt. Bevor auf die Glukokortikoid-Regulation
von Zellzyklusfaktoren eingegangen wird, soll zunichst ein allgemeiner Uberblick {iber den

Zellzyklus und seinen Regulationsmdéglichkeiten gegeben werden.

Der Zellzyklus héherer Organismen

Zellen hoherer Organismen durchlaufen wihrend der Proliferation vier verschiedene Phasen des
Zellzyklus: Die G1-Phase ("gap"-Phase 1), in der sich die Zellen auf die DNA-Synthese-
(S)-Phase vorbereiten Nach der S-Phase, in der sich die DNA-Menge verdoppelt hat, folgt eine
G2-("gap" 2)-Phase, an die sich die M-(Mitose)-Phase anschliefit, in der die verdoppelte DNA-
Menge durch Trennung der Tochterchromosomen wieder gleichméBig auf zwei Tochterzellen
verteilt wird (siehe Abb. 3). In jeder Phase muff die Zelle enzymatische und strukturelle
Voraussetzungen schaffen, die den Ubergang in die nichste Phase des Zellzyklus erméglicht.
Die Grundkomponenten des Zellzyklus sind Zyklin-abhéngige Kinasen ("cyclin-dependent
kinases"; Abk. cdks) und deren regulatorische Untereinheiten, die Zykline ("cyclins"; Abk.
cycs). Aktive Kinasekomplexe bestehen aus einer Kinase- und Zyklinuntereinheit. Diese
Komplexe phosphorylieren ihre Substrate, wobei die Phosphorylierung, je nach Art des
Substrats, aktivierend oder inaktivierend wirkt. Die Aktivitdt bestimmter cdk/cyc-Komplexe ist
spezifisch fiir die verschiedenen Phasen des Zellzyklus, z.B. cdk4, cdk6 assoziieren mit
cyc D1/- Dy/- D3 und cdk2 mit cyc E in der G1-Phase und cdk2 assoziiert mit cyc A zu
Beginn und wihrend der S-Phase. (Nasmyth, 1996; Abb. 3).

Die Komponenten des Zellzyklus werden durch unterschiedliche Mechanismen reguliert; einmal
kann die Menge variieren, wie es fiir die Zykline bekannt ist. So steigt die Menge von cyc E mit
Fortschreiten der G1-Phase stark an, um zu Beginn der S-Phase wieder abzufallen und die
cyc B-Menge nimmt bis zu Beginn der Mitose zu und fillt wihrend dieser wieder ab. Als
Ursachen fiir die Schwankungen der Proteinmengen konnten fiir cyc E eine Steigerung seiner
Transkription und fiir cyc B Destabilisierung des Proteins gezeigt werden (zur Ubersicht: Sherr
1994; King et al., 1996). Im Gegensatz dazu variieren die cdk-Mengen im allgemeinen nicht
stark wihrend des Zellzyklus, ihre Aktivitdt wird durch Bindung an Zykline und ihren
Phophorylierungsstatus reguliert, wobei cdks sowohl phosphoryliert als auch dephosphoryliert

9




Einleitung

werden miissen, um katalytisch aktiv zu sein (Sherr, 1994). Eine weitere Regulation der
katalytischen Aktivitit von cyc/cdk-Komplexen erfolgt durch Assoziation mit kleinen Proteinen,
die als cdk-Inhibitoren (cdkIs) bezeichnet werden. Aufgrund von Sequenzhomologien werden
-diese Inhibitoren in die Ink4-("inhibitor of kinase 4") und Kip-("kinase inhibitor protein")-
Familien eingeteilt (zur Ubersicht: Harper und Elledge, 1996). Zur Ink-Familie gehoren p15,
p16, p18 und p19 und zur Cip/Kip-Familie p21, p27 und p57, wobei die Zahlen die ungefidhren
Molekulargewichte angeben. Die Ink-Familienmitglieder verhindern entweder die Bildung eines
katalytisch aktiven cyc/cdk-Komplexes oder destabilisieren und zerstdren diesen; dabei hemmen
sie spezifisch die Aktivitéiten von cdk4 und cdk6. Die cdk-Inhibitoren der Cip/Kip-Familie {iben
im Gegensatz zur Ink-Familie ihre inhibitorische Wirkung als Bestandteil des cyc/cdk-Komplex
aus. Es scheint so zu sein, dafl sich Kip-Proteine schon als Adaptormolekiile in katalytisch
aktiven cyc/cdk-Komplexen befinden und erst ein erhohter Anteil von Inhibitor im Komplex zur
Hemmung der cdk-Aktivitit fiihrt (Reynisdottir und Massague, 1997; LaBaer et al., 1997).
Die Proteine der Cip/Kip-Familie sind nicht spezifisch fiir bestimmte cyc/cdk-Komplexe,
obwohl sie unterschiedliche Affinititen zu bekannten cyc/cdk-Komplexen haben. Uber die
Menge der cdk-Inhibitoren kann demnach effizient die Aktivitdt von cdks und damit der
Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus reguliert werden.

Der Verlauf der G1-Phase ist durch die sequentielle Aktivierung von cdks gekennzeichnet. In
einer frithen Phase von G1 sind die cyc D/cdk4/6-Komplexe aktiv, deren Funktion im weiteren
Verlauf der G1-Phase vom cycE/cdk2-Komplex iibernommen wird. Die fiir die Progression
durch die G1-Phase entscheidenden Substrate der cdks sind das Retinoblastomgenprodukt Rb
bzw. Rb-Homologe (zur Ubersicht: Weinberg, 1995). Die mehrfache Phosphorylierung von Rb
ist Voraussetzung fiir den Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus. Hypophosphoryliertes Rb
liegt zu Beginn der G1-Phase in einem Komplex mit Faktoren der E2F-Familie vor und inhibiert
deren Funktion als Transkriptionfaktoren (Weinberg, 1995); hyperphosphoryliertes Rb besitzt
dagegen keine Affinitdt mehr zu E2F und als Folge kann die Expression von Genen, die wichtig
fiir den S-Phaseniibergang sind, durch das freigesetzte E2F aktiviert werden.
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Glukokortikoide TGH IL-2 cAMP UV Extrazellulire Signale

Transkription

Mitose | { DNA-Synthese
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Zellzyklus von Sdugerzellen unter besonderer Beriicksichtigung der
G1-Phase-Regulation. Erkldarungen zur Abbildung, siehe im Text. Die bekannten positiven oder negativen
Wirkungen verschiedener Stimuli auf Zellzykiusfaktoren sind angegeben.cAMP: ‘"cyclic Adenosin
Monophosphate"; cyc D: "cyclin D"; cyc E: "cyclin E"; cdk2:"cyclin dependent kinase 2"; cdk4/6: "cyclin
dependent kinase 4/6"; IL-2: Interleukin 2; Rb: Retinoblastom-Protein; UV: Uliraviolette Strahlung,.
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Glukokortikoide regulieren die Menge von Zellzyklusproteinen des

G1/S-Phaseniibergangs

Glukokortikoidbehandlung verschiedener Zellinien fiihrt zu einem Block des Zellzyklus in der
G1-Phase. Die G1-Phase ist die sensitivste Phase des Zellzyklus (zur Ubersicht: Sherr, 1994).
Positive und negative Regulation erfolgt nur innerhalb eines kurzen Zeitraums wéhrend der
G1-Phase. Einige Wachstumsfaktoren wie EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor), PDGF (aus
Blutplattchen gewonnener Wachstumsfaktor), FGF (Fibroblasten Wachstumsfaktor) und
Zytokine wie IL-2 (Interleukin 2) stimulieren in dieser Phase das Wachstum, wéhrend z.B.
zyklisches Adenosyl-Mono-Phosphat (cAMP), TGFB (transformierender Wachstumsfaktor §)
und Serum-Hungern die Proliferation hemmen. Der negative Einflul von Glukokortikoiden auf
die Proliferation verschiedener Zelltypen konnte mit der negativen Regulation von
Zellzyklusproteinen der GIl-Phase in Zusammenhang gebracht werden. So fiihrt die
Hormonbehandlung einer lymphoiden Zellinie zur Verminderung der Menge der
zyklinabhéngigen Kinasen cdk2 und cdk4 und von Zyklin D3 (Rhee et al., 1995;
Reisman und Thompson, 1995). Zusitzlich zur negativen Regulation von Zyklinen und cdks
ist die positive Regulation von cdk-Inhibitoren (cdkIs) durch Glukokortikoide bekannt. So fiihrt
die Hormonbehandlung einer Hepatom- und einer Fibroblastenzellinie zur Induktion der Menge
von p21 (Cha et al., 1998; Cram et al., 1998; Ramalingam et al., 1997).

Eine zusitzliche Wirkung von Glukokortikoiden auf das Wachstum von T-Zellen ist die
Induktion von Apoptose.

Regulation der T-Zellapoptose durch Glukokortikoide

Der programmierte Zelltod (Apoptose) ist ein physiologischer Prozess, der unerwiinschte Zellen
beseitigt. Er kommt bei Gewebeumbildungen wihrend der Embryogenese, der Reifung von
Zellen des Immunsystems, der Regulation der Zellzahl und bei der Abwehr von in den
Organismus eingedrungener Pathogene vor (zur Ubersicht: White, 1996; Wertz, 1996;
Jacobson, 1997). Eine Disregulation der Apoptose kann erhebliche pathologische
Konsequenzen haben. So kann verminderte Apoptose, wie verstirkte Proliferation,
neoplastische Verdnderungen von Zellen begiinstigen und ein Zuviel an Apoptose durch zu
geringe Zellzahlen verschiedenste Krankheiten, wie z.B. Immundefizienzen zur Folge haben
(Rinkenberger und Korsmeyer, 1997; Strasser et al., 1997). Die Induktion von Apoptose ist bei
der Chemotherapie von Tumoren von erheblicher Relevanz, so z.B. als Bestandteil von
Medikamenten bei der Behandlung von lymphoiden Tumoren (Coleman, 1992). Neben der
lytischen Wirkung auf lymphoide Tumoren, wirken Glukokortikoide generell auf Immunzellen
In vitro ist zumindest auch ein lytischer Effekt auf T-Zellen beschrieben worden (Boumpas et
al., 1992), sodaB ein Teil der immunsupprimierenden Eigenschaften von Glukokortikoiden
durch lytische Effekte auf Zellen des Immunsystem bedingt sein konnte.
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Glukokortikoide induzieren Apoptose in Zellen des Immunsystems
und lymphoiden Tumoren

Die durch Glukokortikoide induzierte Lyse von lymphoiden Zellen, insbesondere Thymocyten
und peripheren T-Zellen sowie lymphoiden Tumoren, erfolgt durch Apoptose (Wyllie, 1980).
Der Apoptose unterliegt ein genetisches Programm, das durch endogene und exogene Faktoren
reguliert wird (zur Ubersicht: Schwartzman und Cidlowski, 1993). Bei der durch
Glukokortikoide ausgelosten Lyse von lymphoiden Zellen treten charakteristische
morphologische und biochemische Merkmale des programmierten Zelltodes auf, die sich
eindeutig vom nekrotischen Zelltod unterscheiden.

Morphologische Kennzeichen der Apoptose sind Kondensation des Zytoplasmas und
Chromatins der betroffenen Zelle, Fragmentierung des Zellkerns und schlielich der Zerfall der
Zelle in viele membranumschlossene Korperchen ("apoptotic bodies"). Im Gegensatz dazu
beginnen bei nekrotischen Zellen, nach einem entsprechenden Stimulus, Zytoplasma und
Organellen anzuschwellen, ohne zun#chst deutliche Verdnderungen des Zellkerns erkennen zu
lassen. Letztendlich wird die Plasmamembran durchlédssig und zelluldre Bestandteile treten in
den extrazelluldren Raum aus, was innerhalb eines Gewebes Entziindungsreaktionen auslost.
Da im Gegensatz dazu bei der Apoptose die Plasmamembranen zunéchst intakt bleiben, treten
im allgemeinen keine Entziindungsreaktionen auf, jedoch machen Verdnderungen an der
Oberfliche der Zellmembran die apoptotischen Zellen fiir phagozytierende Zellen erkennbar
(Martin et al., 1995).

Fast alle fiir die Apoptose typischen morphologischen und biochemischen Merkmale scheinen
die Folge der Aktivitit bestimmter Proteasen, sog. Caspasen (-> Cystein-Aspartasen), zu sein
(zur Ubersicht: White, 1996, Takahashi und Earnshaw, 1996; Nicholson und Thornberry,
1997). Diese Erkenntnis stammt aus Experimenten, bei denen spezifische Caspase-Inhibitoren
alle fiir die Apoptose charakteristischen Merkmale hemmen konnten (Nicholson und
Thornberry, 1997).

Caspasen sind Cystein-Proteasen, die ihr Substrat innerhalb einer spezifischen
Erkennungssequenz immer nach der Aminosdure Aspartat spalten. Sie liegen als
Vorlauferproteine (Procaspasen) inaktiv im Zytoplasma vor und werden entweder
autokatalytisch oder durch andere Caspasen zur aktiven Form gespalten. Nach neueren
Erkenntnissen nimmt man an, daB} ein apoptotischer Stimulus in einen Signalweg miindet, der
die Aktivierung einer Caspase zur Folge hat. Von dieser Caspase aus setzt sich, wie in einer
Kaskade, die Aktivierung weiterer Caspasen fort (Caspase-Kaskade-Modell, Nicholson und
Thornberry, 1997). Am Ende dieser Kaskade steht die Spaltung einiger zelluldrer Substrate wie
z.B. Lamin, PARP-(Poly-ADP-Ribosyl-Polymerase) und das Retinoblastom-Protein (Rb).

In Glukokortikoid-behandelten T-Zellen wurden typische Merkmale der Apoptose, wie die
Aktivierung von Endonukleasen mit resultierender DNA-Fragmentierung (Wyllie, 1980; Cohen
und Duke, 1984), Verinderungen in der Lipidzusammensetzung an der AuBenseite der
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Zellmembran (Martin et al., 1995) und Kalzium-Einstrom aus dem endoplasmatischen
Retikulum ins Zytoplasma (McConkey et al., 1989) beschrieben.

Die Hemmung dieser apoptotischen Merkmale durch Caspaseinhibitoren spricht fiir die
Aktivierung von Caspasen durch Glukokortikoide nach einem noch unbekannten Mechanismus.
Da die Glukokortikoid-induzierte Apoptose von Thymozyten in Abwesenheit von
Proteinbiosynthese nicht erfolgt, ging man davon aus, daB ein hormoninduzierter Faktor die
Apoptose einleitet (Wyllie, 1980).

Glukokortikoidinduzierte Apoptose: Induktion von Lysis- oder

Repression von Uberlebensgenen?

Die durch Glukokortikoide induzierte Apoptose ist auf die Wirkung des hormongebundenen,
aktivierten Glukokortikoidrezeptors (GR) zuriickzufiihren. Dies bewiesen Experimente mit
Thymozyten und lymphoiden Zellinien, die keinen funktionellen GR exprimieren. In diesen
Zellen kann durch Hormon keine Apoptose induziert werden (Sibley und Tomkins, 1974 T und
IT). Da der aktivierte GR Gene an- (transaktivieren) und abschalten (transreprimieren) kann,
sind verschiedene Modelle zum Mechanismus der glukokortikoidinduzieten Apoptose denkbar.
Der aktivierte GR konnte, nach dem sog. Lysisgen-Modell, die Expression eines Faktors
induzieren, der fiir die Einleitung der Apoptose verantwortlich ist (proapoptotischer Faktor)
oder, nach dem Uberlebensgen-Modell, die Expression eines Faktors reprimieren, der fiir das
Uberleben einer Zelle notwendig ist (antiapoptotischer Faktor). Ferner sind dquivalente Modelle
denkbar, bei denen intrazelluldre Signaltransduktionswege pro- oder antiapoptotische

Funktionen haben kénnten.

Regulation der Apoptose durch Mitglieder der Bcl-2-Familie

Nicht alle Zellen, die den Glukokortikoidrezeptor (GR) exprimieren, gehen nach Behandlung
mit Glukokortikoiden in die Apoptose, so zeigen Zellen des Immunsystems und verschiedene
Lymphomlinien, die normalerweise empfindlich auf Glukokortikoide sind, eine grofie
Bandbreite in ihrer Sensitivitdt nach einer Hormonbehandlung. Die Bandbreite reicht von sehr
sensitiv bis vollstandiger Resistenz gegeniiber Glukokortikoiden (Smets et al., 1994). Die
Ursachen solcher Resistenzphdnomene korrelieren oft nicht mit der Expression eines mutierten
oder fehlender Expression des GR, sondern lassen sich mit der Funktion von antiapoptotischen
Faktoren oder mit Proteinen, die eine funktionelle Interaktion mit dem GR eingehen in
Zusammenhang bringen (Jeon et al., 1997).

Eine zentrale Bedeutung in der Regulation der Apoptose haben die Mitglieder der Bcl-2-
Genfamilie (zur Ubersicht: Farrow und Brown, 1996; Strasser et al., 1997). Die Bcl-2-
Genfamilie codiert fiir Proteine, die entweder vor Apoptose schiitzen oder Apoptose auslosen.
So sind Bax und Bad Beispiele fiir Apoptose-fordernde Bcl-2-Proteine, wihrend Bcl-2 oder

Bcl-x, eine antiapoptotische Funktion ausiiben (Chao und Korsmeyer, 1998). Die relative
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Menge von pro- zu antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen ist dabei ein wichtiger Parameter, der
iiber die Einleitung von Apoptose entscheidet.

Fiir einige lymphoide Zellinien wurde gezeigt, daB Uberexpression von Bcl-2 einen partiellen
Schutz vor Glukokortikoid-induzierter Apoptose gewdhrt (Miyashita und Reed, 1992;
Caron-Leslie et al., 1994; Memon et al., 1995). Zusitzlich wurde beim Vergleich
verschiedener lymphoider Zelllinien, die unterschiedlich sensitiv auf Glukokortikoide reagieren,
eine inverse Korrelation der Expression des antiapoptotischen Bcl-2 zum proapoptotischen Bax
gefunden (Salomons et al., 1997). Verschiedene Experimente deuten darauf hin, daBl die
antiapoptotischen Faktoren, z.B. Bcl-2 zu Anfang der Caspase-Kaskade regulierend eingreifen,
doch der genaue Mechanismus ist noch nicht bekannt (Cryns und Yuan, 1998).

Die Funktion von Bcel-2 wird auch durch Interaktionen mit Faktoren unterstiitzt, die keine
Homologie zu Mitgliedern der Bcl-2-Familie aufweisen So interagiert z.B. BAG-1 der Maus mit
Bcl-2 und schiitzt bei Uberexpression zusammen mit Bcl-2 volistindig vor Fas- und
Staurosporin-induzierter Apoptose (Takayama et al., 1995). Der Mechanismus, wie Bcl-2 und
BAG-1 glukokortikoidinduzierte Apoptose verhindern ist noch nicht geklart.

Das mit dem Glukokortikoidrezeptor interagierende Protein RAP46

ist ein Homolog zum antiapoptotischen Protein BAG-1

In den letzten Jahren wurden Methoden entwickelt, die die Identifikation von miteinander
interagierenden Proteinen ermoglichen. Mit solchen Interaktionsklonierungen ist es u.a.
moglich, Koaktivatoren bzw. Korepressoren von Transkriptionsfaktoren zu finden. Ferner
konnen potentielle Interaktionspartner von Proteinen, bei denen eine Komplexbildung mit
anderen Faktoren bereits bekannt oder zu erwarten ist, identifiziert werden.

Das menschliche Protein RAP46 ("receptor-associating protein”, mit einem Molekulargewicht
von etwa 46 kDa) ist ein mit dem aktivierten Glukokortikoidrezeptor interagierender Faktor
(Zeiner und Gehring, 1995). Zusitzlich interagiert RAP46 noch mit anderen Steroid/Thyroid-
Rezeptoren. Eine Koaktivatorfunktion von RAP46 konnte bisher weder zu einem der
interagierenden Rezeptoren nachgewiesen werden, noch existieren experimentelle Hinweise auf
eine Funktionalitdt der RAP46-GR-Interaktion.

Interessanterweise zeigt RAP46 eine starke Homologie zu BAG-1 der Maus. Vergleicht man die
Aminosduresequenzen beider Proteine, so besteht mit Ausnahme des kiirzeren aminoterminalen
Bereichs von BAG-1, nahezu Identitt.

BAG-1 wurde von verschiedenen Autoren als Protein beschrieben, das vor Apoptose schiitzen
kann. So vermindert die chrexpression von BAG-1, zusammen mit Bcl-2, die Fas- und
Staurosporin-induzierte Apoptose einer Thymomlinie (Takayama et al., 1995). BAG-1 bindet
auch an bestimmte Wachstumsfaktor-Rezeptoren und unterstiitzt dabei deren antiapoptotische
Wirkung (Bardelli et al., 1996). Die RAP46-GR-Interaktion koénnte daher auch eine
Schutzfunktion gegeniiber Glukokortikoiden ausiiben.

15




Einleitung

Zielsetzung der Arbeit

Ein besseres Verstindnis der Mechanismen, welche die vorteilhaften Wirkungen von
Glukokortikoiden vermitteln, konnte zur Entwicklung wirksamerer Medikamente fiir
Glukokortikoid-Therapien fiihren. Es wird allgemein angenommen, dafl die Repression von
Genen allein fiir die niitzlichen, immunsupprimierenden Eigenschaften von Glukokortikoiden
verantwortlich ist.

Um dies zu bestitigen, sollte im Rahmen dieser Arbeit, der Beitrag von Aktivierung
(Transaktivierung) und Repression (Transrepression) von Genen durch den
Glukokortikoidrezeptor (GR), zur Wachstumshemmung von T-Zellen bestimmt werden.

Die Wachstumshemmung von T-Zellen durch Glukokortikoide erfolgt durch Hemmung der
Proliferation und Induktion von Apoptose. Alle Experimente wurden daher in einer Maus-
Thymomlinie durchgefiihrt, in der diese beiden Prozesse durch Glukokortikoide ausgeldst
werden. Dabei sollte zundchst der Glukokortikoid-induzierte Zellzyklusblock genauer
charakterisiert werden, wobei der EinfluB von Glukokortikoiden auf die Expression von
Zellzyklusfaktoren von besonderem Interesse war.

Zusitzlich sollte der Beitrag von Transaktivierung und Transrepression des GR zum
Zellzyklusblock und zur Apoptose bestimmt werden. Dies sollte durch stabile Expression einer
"dissoziierenden" GR-Mutante in Rezeptor-negativen Thymomzellen versucht werden. Da diese
GR-Mutante nicht mehr transaktiviert, aber immer noch transreprimiert, kann mit diesem
experimentellen Ansatz bestimmt werden, ob die negative Regulation von Genen fiir die
Wachstumshemmung durch Glukokortikoide ausreicht.

Im letzten Teil der Arbeit sollte das mit dem Glukokortikoidrezeptor assoziierende Protein
RAP46 funktionell charakterisiert werden. Dabei wurde die Frage gestellt, ob die Interaktion
eine Auswirkung auf die Funktionen des Rezeptors hat. Dazu sollte RAP46 in Zellen exprimiert
werden, die durch Glukokortikoide im Wachstum gehemmt werden und der Einfluf von
RAP46-Expression auf die transkriptionellen Eigenschaften des GR und die moglichen
Auswirkungen auf die Wachstumshemmung bestimmt werden.
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Ergebnisse

Teil 1: Regulation des Zellzyklus und der Apoptose von T-Zellen
durch Glukokortikoide

Der negative EinfluB auf das Wachstum von T-Zellen ist einer der Mechanismen, wie
Glukokortikoide die Immunantwort eines Organismus hemmen. Dies geschieht durch
Proliferationshemmung und Induktion von Apoptose durch molekulare Mechanismen, die noch
nicht vollstdndig verstanden sind. Neben indirekten Effekten von Glukokortikoiden durch
negative Regulation von T-Zell-Wachstumsfaktoren wie IL-2 (Interleukin 2), ist auch eine
direkte EinfluBnahme auf die Komponenten der Zellzyklusregulation, den Zyklinen und
zyklinabhingigen Kinasen bekannt. Im folgenden wurde untersucht, welche Effekte das
synthetische Glukokortikoid Dexamethason auf das Wachstum der Thymom-Zellinie S49.1
(van Daalen Wetters & Coffino, 1987) hat und welche Zellzyklusfaktoren dabei betroffen sind.
S49.1-Zellen sind ein geeignetes System fiir Zellzyklusuntersuchungen, da in diesen Zellen der
Zellzyklusblock durch Dexamethason zeitlich der Apoptose vorausgeht, das heifit alle
Untersuchungen konnen innerhalb eines Zeitintervalls durchgefiihrt werden, in dem keine
signifikante Apoptose stattfindet (van Daalen Wetters & Coffino, 1987).

Dexamethasonbehandlung von S49.1-Zellen fiihrt zur Akkumulation
von Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus ("'G1-Block')

Wihrend des Zelizyklus durchléuft die Zelle verschiedene Phasen, die durch ihre
charakteristischen DNA-Mengen gekennzeichnet sind. Wahrend der S-Phase wird die einfache
DNA-Menge des doppelten Chromosomensatzes (2N) der G1-Phase durch Replikation auf die
zweifache Menge der G2-Phase vermehrt (4N) und dann wihrend der Mitose durch Trennung
in zwei Schwesterchromosome und anschlieBender Zellteilung wieder auf die einfache
DNA-Menge reduziert. Durch DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe kann die DNA-Menge und
somit die Position einer Zelle im Zellzyklus durchfluBzytometrisch bestimmt werden.

Um den Einflufl von Glukokortikoiden auf den Zellzyklus von S49.1-Zellen zu untersuchen,
wurden diese 24 und 48 Stunden mit Dexamethason (Dex) oder nicht behandelt, Kerne isoliert
und die DNA mit Propidiumjodid geférbt und anschliefend die DNA-Menge pro Zellkern
mittels DurchfluBzytometrie bestimmt.

Die Behandlung von logarithmisch wachsenden Kulturen mit Dex fiihrte bereits nach
24 Stunden zu einem signifikanten Anstieg der G1-Population mit einfacher DNA-Menge
(ADbb. 4A).
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Abb. 4: Zelizyklus-Block und Aktivierung von Rb in S49.1-Zellen durch Dexamethason. Exponentiell
wachsende $49.1-Zellen wurden 24 oder 48 Stunden mit 0,1 uM Dexamethason oder nicht behandelt (Ko).
A.Von einem kleinen Teil wurde die DNA-Menge mittels Propidiumjodid-Farbung von Zellkernen
durchflulzytometrisch bestimmt. B. Tabellarische Zusammenfassung mehrerer (mind. 3 pro Punkt) Experimente
mit Angabe der Zellzyklusverteilung und der Standardabweichungen in Prozent. C. Immunoblot-Analyse von
100 pg Proteinextrakt mit einem Antikorper gegen Rb, hyperphosphoryliertes (P-Rb) und hypophosphoryliertes
(Rb) Rb sind mit Pfeilen markiert.

Im Vergleich zu unbehandelten Kulturen steigt sie von 46 % auf 60 % an, bei gleichzeitiger
Abnahme der S- und G2-Phasen-Population (Abb. 4B). Die Akkumulation von Zellen in der
G1-Phase des Zellzyklus setzte sich bis zu 48 Stunden fort; je nach Experiment setzen zu
diesem Zeitpunkt schon apoptotische Prozesse ein. Besonders deutlich ist die Abnahme der
Anzahl an Zellen, die sich in der DNA-Synthesephase (S-Phase) befinden (Abb. 4A), was
deutlich auf einen Block des G1/S-Phaseniibergangs durch Dex im Zellzyklus der S49.1-Zellen
hinweist.
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Die Experimente bestitigen somit, da3 T-Zellen nach Glukokortikoid-Behandlung in der G1-
Phase des Zellzyklus arretieren.

Um die molekularen Ursachen des Zellzyklusblocks durch Dex besser zu verstehen, wurde der
Einfluf3 von Hormon auf die regulatorischen Proteine der G1-Phase untersucht.

Dexamethason aktiviert das Retinoblastom-Protein (Rb)

Das Retinoblastomprotein (Rb) ist ein Phosphoprotein und iibt in seiner aktiven,
unterphosphorylierten Form einen hemmenden Einflul auf das Wachstum von Zellen aus
(Weinberg, 1995).

Im folgenden wurde untersucht, ob die Wachstumshemmung von S49.1-Zellen auf der
Aktivierung von Rb beruht. Dazu wurden Immunoblotanalysen mit Proteinextrakten aus
unbehandelten und Dexamethason-(Dex)-behandelten S49.1-Kulturen durchgefiihrt. Die
inaktive, iiberphosphorylierte Form von Rb ist durch ihr unterschiedliches Laufverhalten in der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von der aktiven, unterphosphorylierten
Form unterscheidbar. In unbehandelten, exponentiell wachsenden Kulturen ist nur inaktives,
phosphoryliertes Rb (P-Rb) detektierbar (Abb. 4C, Spur 1), was auf der recht kurzen
Zellzyklusdauer von S49.1-Zellen (~14-18 Stunden) beruht. Durch Dex-Behandlung wird
bereits nach 24 Stunden aktives, unterphosphoryliertes Rb (Rb) sichtbar (Abb. 4C, Spur 2),
dessen relative Menge im Vergleich zum inaktiven Rb bis mindestens 48 Stunden weiter
zunimmt (Abb. 4C, Spur 3). Die Induktion der aktiven, unterphosphorylierten Form von Rb
konnte demnach die Ursache fiir die Wachstumshemmung von S49.1-Zellen nach Dex-
Behandlung sein.

Die Phosphorylierung von Rb erfolgt durch katalytisch aktive Komplexe, die aus Zyklinen
(cycs) und zyklinabhéngigen Kinasen (cdks) zusammengesetzt sind (Abb. 4). Die
Voraussetzung fiir die Bildung von cyc/cdk-Komplexen und die Phosphorylierung und
Inaktivierung von Rb ist die Expression von cycs und cdks. Es wurde daher als ndchstes der

Einflul von Glukokortikoiden auf die Expression von cycs und cdks untersucht.

Die Menge der G1-Zellzyklusproteine Zyklin D3, cdk2 und cdk4
wird durch Dexamethason erniedrigt; die Menge an cyclin E bleibt

konstant

Die bis heute in hoheren Organismen identifizierten Zykline (cycs) und zyklinabhéingigen
Kinasen (cdks), die das Retinoblastom-Protein (Rb) phosphorylieren und den
G1/S-Phasentibergang ermoglichen, sind die D-Typ-Zykline cyc D1, D2 und D3, die mit den
Kinasen cdk4 und cdk6 aktive Kinasekomplexe bilden und cyc E, das mit cdk2 einen Komplex
bildet. Da in anderen Zellsystemen von cyc D3, cdk2 und cdk4 eine negative Regulation durch
Glukokortikoide bekannt ist (Reisman und Thompson, 1995; Rhee et al., 1995) und cyc D3,
das in lymphoiden Zellen hauptsichlich vorkommende D-Typ-Zyklin ist, wurde in den
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folgenden Experimenten der Einflu von Hormonbehandlung auf die Expression von diesen
Komponenten durch Immunoblotanalysen untersucht. Zusétzlich wurde cyc E, auf das ein
Einflul von Dexamethason (Dex) nicht bekannt ist, in die Untersuchungen einbezogen.

Die Behandlung von S49.1-Zellen mit Dex fiihrt zu einer drei- bis vierfachen Erniedrigung der
cyc D3-Proteinmenge nach bereits 24 Stunden (Abb. 5, oberste Teilabbildung), wihrend die
Menge von cyc E sowohl 24 als auch 48 Stunden nach Hormonbehandlung unveréindert blieb
(Abb. 5, zweite Teilabbildung von oben). Die Proteinmenge der beiden Kinasen cdk2 und cdk4
waren ebenfalls 1,5- bzw. 3-fach erniedrigt (Abb. 5, dritte und vierte Teilabbildung von
oben).

<& cyc D3

"""""""'""‘"’" <% cycE

G v <@ cdk2

Abb. 5: Negative Regulation von cyc D3, cdk2

und cdkd4 durch Glukokortikoide. 100 pg

Proteinextrakt von nicht oder 24 bzw. 48 Stunden

mit Dex behandelten S49.1-Zellen wurden durch

L eine 10 %ige SDS-Polyacrylamid-

S e — | & cdk4 Gelelektrophorese aufgetrennt und die angezeigten

5 Proteine durch Immunoblot-Analyse  unter

Verwendung spezifischer Antikorper detektiert. Die

- 24 48 Dex (h) von den entsprechenden Antikérpem erkannten
Proteine sind durch Pfeile markiert.

Der negative Effekt von Dex auf die Expression von Faktoren, die eine Phosphorylierung und
Inaktivierung von Rb katalysieren und damit den G1/S-Phaseniibergang begiinstigen, wurde
auch in anderen lymphoiden Zellen beobachtet und als mogliche Ursache fiir die
Proliferationshemmung durch Glukokortikoide vorgeschlagen (Reisman und Thompson, 1995;
Rhee et al., 1995). Zusétzlich zur negativen Regulation von cycs und cdks, kann auch eine
positive Regulation von Proteinen, die cdk-Aktivitdt hemmen, zu einem G1-Block im Zellzyklus
flihren. Da solche, erst seit kiirzerer Zeit bekannte cdk-Inhibitoren (cdkIs), durch
prbliferationshemmende (antimitogene) Substanzen, wie z.B. cAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat), induzierbar sind, stellte sich die Frage, ob auch Glukokortikoide die

Menge von cdkls regulieren kénnen.
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Glukokortikoide induzieren die Menge des Inhibitors von Zyklin-
abhiingigen Kinasen p27%®!

Die Inhibitoren von zyklinabhéngigen Kinasen (cdk-Inhibitoren, cdkls) verhindern die Bildung
von cyc/cdk-Komplexen oder hemmen, als Teil dieses Komplexes, die cdk-Aktivitdt
(Polyak et al., 1994; Toyoshima und Hunter, 1994). Die Regulation der Menge von cdkls
ist ein erst seit kurzem bekannter Mechanismus, die G1/S-Phase-Progression von Zellen zu
kontrollieren.

Da in T-Zellinien wachstumshemmende Substanzen wie TGFB (Transformierender
Wachstumsfaktor B), cAMP (zyklisches Adenosin-Monophosphat) oder das Immunsuppressiva
Rapamycin zu einer Erthdhung der Menge des cdk-Inhibitors p27*®' fithren (Polyak et al.,
1994; Kato et al., 1994; Nourse et al., 1994), wurde im folgenden durch Immunoblot-Analysen
der EinfluB von Dexamethason (Dex) auf die p27**-Expression in S49.1-Zellen untersucht.

Zur Kontrolle wurden Zellen mit Rapamycin behandelt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
——| s e = | e
- 24 48 - 2 4 8 16 16 Behandlung (h)
Dex Rap

Abb. 6: Kinetik der p27*-Proteininduktion durch Dexamethason. Je 100 pg Proteinextrakt von nicht
oder unterschiedlich lange mit Dexamethason behandelten S49.1-Zellen wurden durch 12 %ige SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und p27°® durch Immunoblot-Analyse unter Verwendung von
spezifischen Antikérpern detektiert. Die fiir p27<"' spezifische Bande ist mit einem Pfeil markiert. Die Ergebnisse
beider Teilabbildungen stammen aus unabhingigen Experimenten unter Verwendung verschiedener Antikorper;
in der rechten Teilabbildung wurden mit 1 uM Rapamycin behandelte Zellen als positive Kontrolle verwendet.

Die Untersuchungen ergaben, daB die Menge an p27*?'-Protein in hormonbehandelten Zellen
nach 24 bzw. 48 Stunden um das 5-bis 10-fache erhoht ist (Abb. 6, Spuren2 und 3 im
Vergleich zu Spur 1). Die Menge an p27%*' nimmt dabei nach einer anfanglichen Lag Periode
von 6 Stunden deutlich zu und ist bereits nach 8 Stunden signifikant erh6ht. (Abb. 6, rechte
Teilabbildung, Spur7 im Vergleich zu Spur 4). Interessanterweise ist dieser Effekt
16 Stunden nach Dex-Behandlung stirker, als 16 Stunden nach Rapamycin, einem bekannten
Induktor von p27%*'-Protein (Abb. 6, rechts Spur 8 im Vergleich zu 9). Bei der Zeitkinetik bis
48 Stunden (Spuren 1 bis 3) wurde bei der Immunoblotanalyse ein anderer Antikorper gegen
p27""" verwendet; dabei wird kein zweites Signal, wie bei der kurzen Kinetik (Spuren 4 bis 9)
detektiert. Eine mogliche Erkldrung dafiir wird spéter gegeben.
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Die Induktion von p27*?' durch Glukokortikoide ist somit eine weiterer Mechanismus der
negativen Regulation des G1/S-Phaseniibergangs von T-Zellen.

Fiir Induktoren der p27“"'-Menge wurde neben einem Gl- Zelizyklus-Block auch die
Hemmung der G1-spezifischen zyklinabhéngigen Kinasen (cdks) gezeigt. So sind Rapamycin
und cAMP wirksame Inhibitoren der cdk2. Wenn die Induktion von p27%°?' fiir den
Mechanismus des Zellzyklusblocks durch Glukokortikoide relevant ist, dann sollte
Glukokortikoidbehandlung von S49.1-Zellen zu einer Hemmung der Aktivitit von cdks fithren.
Es wurde daher im folgenden der Einflu von Dex auf die cyc E-assoziierte cdk2-Aktivitét

untersucht.

Die zyklinabhingige Kinase c¢dk2 wird durch Dexamethason

gehemmt

Es ist bekannt, daB p27¥*' Zyklin E-(cyc E)-assoziierte cdk2-Aktivitdt durch Bindung an den
cyc E/cdk2-Komplex inhibiert und dafl die Phosphorylierung bestimmter Substrate wie Rb und
Histon durch die cdk2 Voraussetzung fiir den Ubergang von der G1- zur S-Phase des
Zellzyklus ist. Ist die in den Immunoblotanalysen gefundene Akkumulation des p27**'-Protein
fiir den Zellzyklus-Block in S49.1-Zellen durch Dexamethason (Dex) verantwortlich, dann
sollte die Aktivitit von cdks gehemmt sein. Um zu zeigen, daB die erhthte Menge von p27°*'-
Protein in Dex-behandelten S49.1-Zellen die cdk2-Aktivitit hemmt, wurden unter Verwendung
von cyc E-spezifischen Antikérpern aus Proteinextrakten von nicht oder Dex-behandelten
S49.1-Zellen cyc E und die daran assoziierte Kinase koimmunoprézipitiert. In einem in
vitro-Kinaseassay wurde anschliefend die Aktivitdt der isolierten cdk2 unter Verwendung des
Histons H1 als Substrat bestimmt.

Das Experiment zeigte, dal Dex-Behandlung bereits nach 24 Stunden zu einer vollstindigen
Hemmung der cdk2-Aktivitit filhrt (Abb. 7A, vergleiche Spur 1 mit 2). Im Vergleich zur
Kontrollbehandlung erfolgte parallel zum Verlust der Kinase-Aktivitit ein etwa dreifacher
Anstieg der Menge an p27%?'-Protein im cyc E/cdk2-Komplex (Abb. 7B, vergleiche Spur 5 mit
4). Das bereits in unbehandelten S49.1-Zellen mit cyc E/cdk2 assoziierte p27"®" kommt
entweder von Zellen der exponentiell wachsenden Kultur, die sich in der G1-Zellzyklus-Phase
befinden, in der p27**'-Protein erhoht ist und/oder bestiitigt eine neuere Erkenntnis, die besagt,
daB p27"*', neben seiner Funktion als cdk-Inhibitor, zusitzlich die eines Adaptormolekiils beim
Aufbau eines aktivien cyc/cdk-Komplexes hat (LaBaer et al., 1997). Die Hormonbehandlung
bis 48 Stunden ergibt keine weiteren Verdnderungen, die cdk2 bleibt vollstindig gehemmt und
die Menge von p27°*'-Protein im Komplex mit cyc E und cdk2 bleibt konstant (Abb. 7A,
Spur 3 und Abb. 7B, Spur 6), obwohl die p27**'-Proteinmenge im Zellysat 48 Stunden nach
Dex-Behandlung weiter steigt (Abb. 7B, Spur 3). Dies 148t sich auf eine Sittigung der p27™*'-
Bindestellen im cyc E/cdk2-Komplex zuriickfithren, die sich bereits 24 Stunden nach Dex
durch eine vollstindige Hemmung der cdk2-Aktivitit zeigt. Auffillig ist, da nach der IP mit
cyc E-Antikdrpern nur ein Signal mit dem p27*'-Antikérper detektiert wird und nicht wie vor
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der IP im Lysat zwei (Abb. 7B). Das im Lysat detektierte Protein mit einer molekularen Grofie
von etwa 20 kDa konnte unspezifischer Natur sein, oder einer kleineren Form von p27%P!
entsprechen. Denkbar ist, dal der gegen das carboxyterminale Ende von p27%"' gerichtete
Antikorper (Abb. 6, Spur 1 bis 3) eine im Carboxyterminus verkiirtzte Form von p27*?' nicht
mehr binden kann, demnach nur ein spezifisches Signal in der Immunoblot-Analyse erkennen
lassen sollte. Im Gegensatz dazu wiirde der gegen das aminoterminale Ende von p27%#
gerichtete Antikdrper (Abb. 6 Spur 4 bis 9; Abb. 7B), der auch an die verkiirtzte Form binden
kann, zwei Signale detektieren.

Daf die Menge des durch den carboxyterminalen Antikdrper erkannten Proteins durch Dex und
Rapamycin invers zur p27*?'-Proteinmenge abnimmt (Abb. 6, Spuren 4 bis 9 und Abb. 7B,
Spuren 1 bis 3) ist ein interessantes Ergebnis. Da dieses Protein aber nicht mit dem cyc E/cdk2-
Komplex assoziiert und damit nicht fiir die die Hemmung der cdk2-Aktivitét relevant ist, wurde
dieser Befund im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

A

* . % Histon H1 Induktion von p27**", A. Mit Proteinextrakten von

Abb.7: Dex hemmt cdk2-Aktivitit durch

je 107 S49.1-Zellen, die unterschiedlich lange mit

0,1 uM Dex- oder dem Losungsmittel Ethanol
- 24 48 Dex (h) behandelt waren, wurde eine Immunprizipitation (IP)
mit cyc E-spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt, die
Immunkomplexe durch Bindung an Protein-A-

B Sepharose gewonnen und ein Immunkomplex-Kinase-

Assay in Anwesenheit von Histon H1 und **P-adCTP
durchgefithrt, wie im Methodenteil beschrieben. Die

1 2 3 4 5 6 Reaktionen wurden durch 10 % SDS-Polyacrylamid-

- W"""" t - - | % p27KiPl iy B, Proteinextrakte vor der Immunprézipitation

Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Pfeile weisen auf die
firr **P-kinasierten spezifischen Banden von Histon H1

(Lysat) und durch cyc E-Antikérper prézipitierte cyc E-
assoziierte Proteine (IP-cycE) wurden durch 12 % SDS-

- 24 48 - 24 48 Dex (h) Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch
Immunoblotanalyse mit einem spezifischen Antikorper

die Menge von p27°*' bestimmt.

Die Experimente belegen, daB die induzierte Zunahme der Menge an p27%*' durch Dex zur
Hemmung der entsprechenden Zyklin-abhéngigen Kinase cdk?2 fiihrt. Diese Hemmung erfolgt
offensichtlich durch verstirkte Bindung von p27%"' an den cyclin E/cdk2-Komplex.
Glukokortikoide konnten daher, zusétzlich zur Verringerung der Menge an cyc D3 und durch
Induktion der p27KiP‘-Proteinmenge, verbunden mit der cdk2-Hemmung, das Retinoblastom-
Protein aktivieren und damit den G1/S-Phasentibergang und das Wachstum von T-Zellen
hemmen. Die induzierten Mengen von p27"'-Protein scheinen daher eine entscheidende Rolle
beim Zellzyklusblock durch Glukokortikoide zu spielen.

Die Erhohung der Menge von p27**'-Protein kann auf verschiedenen Ebenen erfolgen.

Im folgenden wurde untersucht, durch welchen Mechanismus Glukokortikoide die Menge von
p27%*'-Protein erhdhen.
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Die Halbwertszeit von p27%"'-Protein wird durch Dexamethason

verlingert

Fiir die positive Regulation von p27*?' auf Proteinebene wurden bisher zwei Mechanismen
beschrieben: Bei Kontaktinhibition von Zellen erfolgt eine Steigerung der Translationsrate beim
GO/G1-Arrest (Hengst und Reed, 1996) und beim Wachstumsstop durch Entfernen
essentieller Wachstumsfaktoren, eine Inaktivierung des proteolytischen Ubiquitin-Systems
(Pagano et al., 1995).

Um die Moglichkeit einer Proteinstabilisierung durch Dex zu untersuchen, wurde die
Halbwertszeit von p27*®' in An- und Abwesenheit von Hormon bestimmt. Dazu wurden
S49.1-Zellen 24 Stunden mit oder ohne Dex kultiviert, anschlieBend die Translation durch
Zugabe des Translationsinhibitors Cykloheximid gestoppt und der Abbau von p27**'-Protein
tiber einen Zeitraum von drei Stunden durch Immunoblotanalyse verfolgt.

Die basale p27<*'-Proteinmenge von nicht vorbehandelten S49.1-Zellen ist etwa ein bis zwei
Stunden nach Cykloheximidgabe zur Hilfte abgebaut (Abb. 8, obere Teilabbildung, vergleiche
Spur 3 und 4 und untere Teilabbildung). Im Gegensatz dazu veringert sich die Menge von
p27%*! in Dex-behandelten Zellen iiber den Zeitraum des Experiments nicht (Abb. 8, obere
Teilabbildung Spuren 6 bis 10 und untere Teilabbildung). Die Halbwertszeit von p27** liegt
daher in hormonbehandelten Zellen bei mehr als drei Stunden. Die durch Laserdensitometrie
quantifizierten p27**'-Proteinmengen ergaben eine Halbwertszeit fiir p27%®*'-Protein von etwa
1,5 Stunden; beriicksichtigt man eine lag-Phase von 15 bis 30 Minuten fiir die Zeit, die
Cykloheximid fiir einen vollstindigen Translationsstop benétigt, so liegt die Halbwertszeit eher
bei einer Stunde. Dies entspricht exakt der Halbwertszeit, die in einer Ratten-Hepatom-Zellinie
gemessenen wurde (Kumar Kolluri, IGEN, personliche Mitteilung) und etwa der in
Fibroblasten durch "Pulse-Chase-Analyse" (keine lag-Phase durch Translationshemmer)
bestimmten Halbwertszeiten des p27KjP1-Protcin von etwa 50 Minuten (Pagano et al., 1995).
Die Resistenz der induzierten p27%*'-Proteinmenge gegen Cykloheximidbehandlung ist ein
guter Hinweis auf einen posttranslatorischen Mechanismus fiir die Induktion von p27%¥!-
Protein durch Dex in S49.1-Zellen.

Posttranslationale Mechanismen, insbesondere die Regulation der Proteinstabilitdt, wird von
einigen Autoren fiir die Mengenregulation von Zellzyklusproteinen im Zellzyklus
vorgeschlagen. Eine wichtige Rolle fiir die Stabilitdt von G1-spezifischen Proteinen scheint der
PI3-Kinase zuzukommen. Es wurde postuliert, da3 PI3-Kinase-Aktivitdt die Destabilisierung
von p27*! und Stabilisierung von Zyklin D3 (cycD3) vermittelt (Brennan et al., 1997). Ob
der PI3-Kinase-Signalweg bei der Stabilisierung von p27**! durch Dex beteiligt ist, wurde in

den néchsten Experimenten untersucht.
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Abb. 8: Stabilisierung von p27<®" in $49.1-Zellen durch Dexamethason. S49.1-Zellen wurden 24 h mit
0,1 uM Dex oder dem Losungmittel Ethanol vorbehandelt. Nach Zugabe von 40 pg/mi Cykloheximid wurden
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proteinextrakte von gleichvielen Zellen hergestellt. Nach Auftrenmung der
Proteine durch 12 % SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde eine Immunoblot-Analyse durchgefiihrt. Der
Pfeil der oberen Teilabbildung deutet auf die durch den Antikdrper erkannte spezifische Bande. Die untere
Teilabbildung ist die Quantifizierung des obigen Experiments; in der Graphik ist der Zeitpunkt der Ernte nach
dem Cykloheximid-Stimulus gegen den Logarithmus der durch Laserdensitometrie errechneten Signalstirken
aufgetragen. Signalstirken zwm Zeitpunkt Null wurden 100 % gesetzt.
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Dexamethason hemmt die p70/p80 S6-Kinase, eine Komponente des
PI3-Kinase-Signalwegs

Der Einflufl von Dexamethason (Dex) auf den PI3-Kinase-Signalweg in S49.1-Zellen wurde im
folgenden durch Messung des Phosphorylierungsgrades der p70/p80 S6-Kinase (p70/85 S6k)
bestimmt. Die p70/85 S6k reguliert die Translationseffizienz bestimmter mRNA-Spezies, die
wichtig fiir die G1/S-Phase-Progression sind (Thomas und Hall, 1997). Die p70/85 S6K ist
eine Komponente des PI3-Kinase-Signalwegs unterhalb der PI3-Kinase und daher ein guter
Indikator fiir die Aktivitdt des PI3-Kinase-Signalwegs. Alternatives Spleiflen des ersten Exons
filhrt zur Expression zweier Isoformen, einer schwicher exprimierten 85 kDa- und einer
70 kDa-Isoform, die den Hauptanteil an der p70/85 S6k -Expression ausmacht.

Die p70 S6k wird durch sukzessive Phosphorylierung aktiviert, wobei nur die am stidrksten
phosphorylierte Form aktiv ist (Monfar und Blenis, 1996). In der SDS-Gelelektrophorese sind
die unterschiedlich phosphorylierten Proteine aufgrund ihres Laufverhaltens gut zu
unterscheiden. Je stérker phosphoryliert das Protein ist, desto langsamer wandert das Protein im
Gel, wobei nur die langsamste Bande der aktiven Kinase entspricht. Im folgenden sollte
untersucht werden, ob der Phosphorylierungsgrad der Kinase in Zellen verdndert ist, die mit
Dex behandelt wurden.

Die Aktivitit der p70/85 S6k wurde durch Immunoblot-Analysen mit Extrakten von
hormonbehandelten und unbehandelten S49.1-Zellen analysiert.

Die Dex-Behandlung von S49.1-Zellen hatte die Akkumulation von weniger phosphorylierten
Formen der p70/85 S6k zur Folge, bei gleichzeitigem Verschwinden der hyperphosphorylierten
Formen nach 24 und 48 Stunden (Abb. 9A, Spur 2 und 3). Eine kiirzere Kinetik zeigte, daf3
Dex nach bereits zwei Stunden zu einer Verdnderung der Phosphorylierung von p70/85 S6k
fiihrt (Abb. 9B, vergleiche Spur 2 mit Spur 1). Die Experimente implizieren eine Interferenz
mit der Signaliibertragung zwischen der PI3-Kinase und p70/85 Sék. Dies wird durch kiirzlich
verdffentlichte Daten, die in einer anderen T-Zellinie gefunden wurden bestitigt (Monfar und
Blenis, 1996).

Die negative Regulation der p70/85 S6k durch Dex bzw. Komponenten des PI3-Kinase-
Signalwegs kénnte demnach zur Stabilisierung von p27%*' durch Glukokortikoide und damit
zur Proliferationshemmung von T-Zellen beitragen.

Jedoch sind andere Mechanismen, die zur Akkumulation des p27%*'-Proteins durch
Glukokortikoide fithren, nicht auszuschlieBen. Es wurde deshalb untersucht, ob
Hormonbehandlung von S49.1-Zellen einen EinfluB auf p27**'-mRNA hat.
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Abb. 9: Hemmung der p70/85 S6-Kinase durch Dexamethason: Je 100 g Proteinextrakt von Dex-
behandelten und unbehandelten S49.1-Zellen wurden durch 10 % SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt und p70/85 S6k durch Immunoblotanalyse unter Verwendung von spezifischen Antikdrpern
detektiert. A. Kinetik bis 48 Stunden Dex unter zusitzlicher Beriicksichtigung der p80 S6k. B. Kinetik bis
4 Stunden Dex. Die Pfeile deuten auf die fiir p70 S6k und p80 S6k spezifischen Banden.
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Dexamethason induziert p275*.mRNA

Die p27%#'-Proteinmenge kann sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene reguliert sein. Die
bisher untersuchten Induktoren von p27%¢, TGFp (Transformierender Wachstumsfaktor B),
cAMP (Zyklisches Adenosinmonophosphat) und Rapamycin wirken iiber translatorische
(Erhéhung der Translationsrate von p27"P'-mRNA; Hengst und Reed, 1996) bzw.
posttranslatorische Mechanismen (Stabilisierung von p27<?'-Protein; Pagano et al., 1995). Nur
in GO-T-Lymphozyten konnte durch CD3-Rezeptor-Stimulation die p27<*'-mRNA-Menge und
die Aktivitdt von p27"*'-Promotorkonstrukten verringert werden (Kwon et al., 1996; Kwon et
al, 1997), sodaf} in diesem Fall eine negative transkriptionelle Kontrolle wahrscheinlich ist.

Um einen trankriptionellen Mechanismus bei der Hormoninduktion von p27%*' nachzuweisen,
wurde zunichst in Northern-Blot-Analysen die Menge von p27?'-mRNA von nicht bzw.
unterschiedlich lange mit Dexamethason (Dex) behandelten S49.1-Zellen bestimmt. Zusitzlich
wurden S49.1-Zellen, um Proteinneusynthese zu verhindern, 30 min mit Cykloheximid (CHX)
vorbehandelt und fiir weitere vier Stunden nicht oder mit Dex behandelt.

Es zeigte sich, dal Dex-Behandlung nach spitestens vier Stunden zu einer etwa dreifach
gesteigerten Menge des p27*"'-Transkripts fiihrt (Abb. 10, vergleiche Spur 2 mit 1). Dieses
exhohte Niveau von p27¥*-mRNA setzt sich bis mindestens 48 Stunden Behandlung fort
(Abb. 10, Spuren 3 und 4). Interessanterweise verhindert die 30 miniitige Vorbehandlung mit
CHX die Dex-Induktion der p27¥*'-mRNA (Abb. 10, Spuren 5 und 6). Obwohl das Fehlen
einer positiven Kontrolle fiir die Glukokortikoidrezeptorwirkung in Gegenwart von CHX die
Beweiskraft des Cykloheximidexperiments schmilert, konnte ein durch Dex induzierter
Transkriptionsfaktor die Akkumulation der p27**-mRNA vermitteln oder zumindest an ihr
beteiligt sein.,

1 2 3 4 5 6 Abb. 10: Dexamethason-induzierte
Akkumulation von p27“"-mRNA.

Nicht oder 30 min mit Cykloheximid

: (CHX) vorbehandelte  S49.1-Zellen

<7 27Kipl wurden nicht bzw. unterschiedlich lange
mit 0,1 uM Dexamethason behandelt

und poly(A)-mRNA isoliert. Mit je

5 ug mRNA pro Punkt wurden Northern-

Blot-Analysen durchgefiihrt und die

<% hef-] Filter mit radioaktiv markierten cDNA-
Fragmenten fir p27 hybridisiert. Zur

Quantifizierung wurden die Filter mit

4 24 48 - 4 Dex (h) einer c¢DNA-Probe des humanen
L I Elongationsfaktors 1o (hef-1)
CHX (-30 min) hybridisiert. Pfeile weisen auf die

entsprechenden spezifischen Signale hin.

Nachdem Glukokortikoide aufler der Stabilitdt des p27%*'-Proteins auch die Menge von p27%¥i-
Transkript deutlich erhthen, stellt sich die Frage nach dem Mechanismus der mRNA-
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Akkumulation. Denkbar ist ein EinfluB auf die Promotoraktivitit von p27%#! (transkriptioneller
Mechanismus) oder auf die Stabilitét der p27%"-mRNA (posttranskriptioneller Mechanismus).

Fir den schliissigen Nachweis eines transkriptionellen Mechanismus der p27%*'-Induktion
wurde im folgenden die Induzierbarkeit des p27%F-Promotors durch Glukokortikoide

untersucht.

Dexamethason aktiviert den p27%*'-Promotor

Die zuvor geschilderten Experimente zeigten, dal Dexamethason-(Dex)-Behandlung die Menge
von p27%*'-mRNA induziert. Diese Induktion konnte durch Aktivierung des p27%*-Promotors
erfolgen. Eine etwa 2 kbp grofie Promotorregion des Maus-p27-Gens wurde kiirzlich isoliert
und Reportergenkonstrukte hergestellt (Kwon et al.,1997). Die Promotorregion enthélt keine
TATA-Box, aber potentielle Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren, wie C/EBP, Spl,
CREB/ATE-1, Myb und NF«xB (Kwon et al., 1996). Zudem befindet sich an der Position -463
bis -446 eine potentielle Bindestelle fiir den aktivierten Glukokortikoidrezeptor (Abb. 11B,
Carson-Jurica et al., 1990). Um den Einfluf von Hormon auf die Aktivitit des p27%r-
Promotors zu bestimmen, wurden S49.1-Zellen transient mit Luziferasereportergenen
transfiziert, die von verschiedenen Deletionen des Maus-p27**'-Promotors kontrolliert werden
(Abb. 11A, links) und deren Induzierbarkeit durch Dex getestet. Abbildung 11A, rechts fafit
die erhaltenen Ergebnisse zusammen.

Dex-Behandlung von transfizierten S49.1-Zellen fiihrte zu einer deutlichen Aktivierung aller
Reportergenkonstrukte, mit Ausnahme von p27GL-42. Die Konstrukte p27GL-1609, p27GL-
1382, p27GL-988 und p27GL-615 sind alle etwa vierfach induzierbar. Die deutliche Abnahme
der Induzierbarkeit des Konstruktes p27GL-42 um mehr als 50 % deutet auf eine mogliche
Funktion der halbseitigen Rezeptorbindestelle an Position -463 hin. Die basale Aktivitit von
p27GL-42 ist im Vergleich zu den anderen Konstrukten deutlich erniedrigt. Dies bedeutet, dafl
von dem Promotorbereich, wo Dex wirkt, auch ein Grofiteil der Basalexpression von p27%#!
abhéngt.

Wenn die Sequenz ein auf Glukokortikoide reagierendes Element (GRE) ist, dann sollte ein
kleinerer Bereich des p27%*-Promotors, der das potentielle GRE enthélt, als Enhancerelement

Glukokortikoid-Aktivierung eines heterologen Promotors vermitteln konnen.

29




Ergebnisse
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Abb. 11: Induzierbarkeit von p27Kip1-Promotorkonstrukten durch Dexamethason. A. S49.1-Zellen wurden
mit den angegebenen p27-Promotorkonstrukten nach der DEAE-Dextran-Methode transfiziert, 24 h mit 0,1 uM
Dexamethason behandelt und die Luziferase-Aktivitdt der Hilfte des Extraktes (max. 100 pl) bestimmt.
Ausgewertet wurden unabhéngige (mind. 3 pro Punkt) Experimente und als gemessene Luziferase-Einheiten pro
pg Proteinextrakt und den Standardabweichungen angegeben. B. GRE (auf Glukokortikoide reagierendes
Element) von MMTV (MMTV-GRE) im Vergleich zum vermutlichen GRE im p27-Promotor als Wildtyp-
(GRE?)- und mutierte (mutGRE) Sequenz.
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Der Bereich von -600 bis -395 im p27%*'-Promotor vermittelt
Hormoninduzierbarkeit

Um den Beitrag der potentiellen Glukokortikoidrezeptor-Bindestelle von -463 bis -446 zur
Hormoninduktion des p27%*! zu iiberpriifen, wurde der Bereich von -600 bis -395 durch Xmal-
Restriktionsverdau isoliert und in die Xmal-Klonierungsstelle des pT81-Vektors ligiert. Der
pT81-Vektor exprimiert das Luziferasereportergen unter der Kontrolle eines minimalen
Thymidinkinase-(tk)-Promotors. Durch Restriktionsverdaus wurde die korrekte Insertion des
Fragments tiberpriift.

Tatsdchlich war das klonierte Reportergenkonstrukt GRU-("Glucocorticoid responsive unit)-tk-
LUC nach Transfektion in S49.1-Zellen durch Dexamethason (Dex) aktivierbar. Dex-
Behandlung fiihrte, im Vergleich zu nicht behandelten Zellen, zu einer etwa 2,5- bis 3,5-fachen
Induktion der Reportergenaktivitdt (Abb. 12). Die Transfektion von pT81 zeigte, daf3 der tk-
Promotor alleine nicht signifikant durch Hormon aktiviert wird (Abb. 12; tk-LUC).

Der etwa 200 bp umspannende Bereich des p27%*!-Promotors, der die potentielle Bindestelle
fir den aktivierten GR enthilt, kann demnach in einem heterologen Promotorkontext
Aktivierbarkeit durch Glukokortikoide vermitteln und ist daher sehr wahrscheinlich eine
Zielsequenz der Glukokortikoidwirkung.

Um die Funktionalitit des potentiellen GREs im p27%"'-Promotors zu iiberpriifen, wurde mm
weiteren die Sequenz im Kontext des p27GL-615-Reporters durch Punktmutationen zerstort
und die Aktivierbarkeit durch Hormon iiberpriift.

Relative Luziferase-Aktivitét
(-fache Induktion)
-600->-395 (Xmal)

0 1 2 3 4 5

/

N
GRU-tk-LUC T

tk-LUC (pT81)

Abb. 12: Identifikation eines GRUs im p27“"-Promotor. $49.1-Zellen wurden mit den angegebenen tk-
Promotorkonstrukten transfiziert, 24 h mit 0,1 uM Dexamethason behandelt und die Luziferaseaktivitat
bestimmt. Ausgewertet wurden unabhingige Experimente (mind. 3 pro Punkt) und als Verhiltnis der aus
behandelten und unbehandelten Zellen gemessenen Luziferaseeinheiten mit Angabe der Standardabweichungen
dargestellt.
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Zerstorung des hormonreagierenden Elements im p27%*-Promotor

verringert die Induzierbarkeit durch Dexamethason

Der Beitrag des vermutlichen, auf Glukokortikoide reagierenden Elements (GRE), zur
Aktivierung des p27%*'-Promotors durch Hormon, 148t sich zeigen, indem man es zerstort und
den mutierten Promotor auf Induzierbarkeit durch Dexamethason (Dex) testet. Dazu wurde eine
PCR-Mutagenese mit dem p27GL-615-Konstrukt durchgefiihrt und das Halbseitenmotiv durch
Austausch von zwei fiir die Bindung des aktivierten Glukokortikoidrezeptors essentiellen
Nukleotide zerstort (Abb. 11B). Die so mutierte Sequenz kann in Gelretardationsanalysen, im
Gegensatz zur Wildtyp-Sequenz, nicht mehr mit einer Konsensussequenz (palindromisches
GRE) um die Bindung des Glukokortikoidrezeptors (GR) konkurrieren (Jean Schneikert,
IGEN, personliche Mitteilung). Das mutierte p27GL-615-Konstrukt erwies sich als deutlich
weniger (40 %) induzierbar als das Wildtyp-Konstrukt (Abb. 13, rechts). Die Basalaktivitét

des Promotors ist von der Mutation unbeeintrichtigt.

Relative Luziferase-Aktivitat
(-fache Induktion)

TGTCCT 0] 1 2 3 4 5
p27GL-615 -615

TATCAT
p27mutGL-615 -615 L _l

Abb. 13: P27-Promotorsequenz von Position -463 bis -446 trigt zur Hormonaktivierung bei. S49.1-Zellen
wurden mit einem Wildtyp- oder mutierten p27GL-615 durch die DEAE-Methode transient transfiziert, 4 h
spiter mit 0,1 uM Dex behandelt und nach 14h fir Luziferase-Assays geerntet. Angegeben ist die
Halbseitensequenz vom Wildtyp- und mutierten p27-Reporterkonstrukt. Graphisch dargestellt sind die
Ergebnisse von unabhiingigen Experimenten (mind. 3 pro Punkt) und als Verhiltnis der aus behandelten und
unbehandelten Zellen gemessenen Luziferaseeinheiten mit Angabe der Standardabweichungen.

Die verbleibende Induzierbarkeit (etwa 2,3-fach) ist nahe der des kleinsten Promotor-
Konstrukts p27GL-42 (etwa 1,8-fach, Abb. 12) und kann im Moment nicht abschlieBend
erklirt werden. Denkbar sind schwache positive Effekte auf die verbliebenen Sequenzelemente
im mutierten p27GL-615-Konstrukt (potentielle C/EBP- und Spl-Bindestellen) oder noch
unbekannte auf Dex reagierende Elemente im p27GL-42-Konstrukt.

Diese Ergebnisse sind dennoch starke Belege fiir die Beteiligung des GREs bei der Aktivierung
des p27%r-Promotors durch Glukokortikoide. Unterstiitzt durch die Gelretardations-Analysen
(Jean Schneikert, IGEN) kann man annehmen, dal das GRE an Position -463 -> -446 eine
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funktionelle Bindesequenz fiir den aktivierten Glukokortikoidrezeptor ist und zur Aktivierung
des p27"*'-Promotors durch Glukokortikoide beitrigt.

Zusammenfassend scheint die positive Regulation der p27%#-Expression durch zwei
Mechanismen zu erfolgen: Einmal durch Aktivierung des p27%*'-Promotors und zusétzlich
durch einen posttranslationalen Mechanismus, der die p27<P'-Proteinmenge weiter
akkumulieren 148t.

Die Ahnlichkeit des p27<*'-GREs mit der Konsensussequenz fiir GREs laBt eine Induktion des
Promotors durch Bindung des aktivierten Glukokortikoidrezeptor an dieses Element vermuten.
Wenn dies der Fall ist, dann sollten Glukokortikoidrezeptoren ohne Transaktivierungsfunktion
die p27‘“P1—Proteinmenge nicht mehr induzieren konnen. Es wurde daher versucht, durch
Verwendung von Glukokortikoidrezeptor-Mutanten herauszufinden, ob die genaktivierenden
oder genreprimierenden Funktionen des GR fiir die p27%#'-Induktion und den Zellzyklusblock

verantwortlich sind.

Welche Funktionen des Glukokortikoidrezeptors sind fiir den

Zellzyklusblock verantwortlich?

Um die Beteiligung von Transaktivierung und Transrepression durch den
Glukokortikoidrezeptor (GR) beim Zellzyklusblock zu bestimmen, sind GR-Mutanten geeignet,
die keine genaktivierenden, aber immer noch genreprimierende Funktionen haben.

Dies wurde durch stabile Expression der DNA-Binde-Mutante LS7 in GR-negativen Zellen
versucht. Die LS7-Mutante bindet nicht mehr an ein GRE und hat kaum noch genaktivierende
Eigenschaften (Helmberg et al., 1994). Die Zellinie, die fiir die stabile Transfektion von
Rezeptormutanten ausgesucht wurde, ist die Maus-Thymomlinie S49.1G3.R1 (Gehring et al.,
1982). Sie wurde durch Mutagenese und anschliefender Selektion auf Wachstum in
Anwesenheit von Dexamethason (Dex) etabliert. Die Analyse der Zellinie ergab eine sehr
geringe Expression eines mutierten Glukokortikoidrezeptors und einen resistenten Phinotyp
gegeniiber Glukokortikoid-Behandlung (Gehring et al., 1982).

Die stabile Expression von Wildtyp- und mutiertem Glukokortikoidrezeptor erfolgte durch
Infektion von S49.1G3.R1-Zellen mit fiir die Rezeptoren kodierenden Sequenzen enthaltenden
retroviralen Partikeln. Dazu mufiten zundchst Viruspartikel-produzierende Zellinien
(Produzentenlinie, engl. producer line) mit Hilfe des QE-Systems (Morgenstern & Land,
1990) etabliert werden. Die QE-Zellinie exprimiert retrovirale Proteine, die fiir Aufbau und
Verpackung viraler Partikel, Infektion von Zellen und reverse Transkription viraler RNAs
notwendig sind. Die QE-Zellen produzieren erst dann virale RNA-haltige Partikel, wenn sie mit
DNAs transfiziert sind, dic RNAs mit einer retroviralen Verpackungssequenz transkribieren.
Dies geschieht im QE-System durch stabile Transfektion mit dem retroviralen Vektor pBABE
(Morgenstern & Land, 1990). pBABE transkribiert unter der Kontrolle von zwei Promotoren
eine Fusions-RNA, die fiir einen Selektionsmarker (z.B. bei pBABE-Puro fiir Puromycin)
codiert und eine Verpackungssequenz enthélt. Zusitzlich erméglicht eine Klonierungsstelle im
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Vektor die Insertion, Transkription und Translation von cDNAs. Durch Insertion von
Rattenwildtyp- und L.S7-Mutantenrezeptor-cDNA in pBABE-Puro wurden die Vektoren pPBGR
und pBLS7 hergestellt und in QE-Zellen durch die Kalzium-Phosphatmethode transfiziert. Nach
etwa drei Wochen Selektion in puromycinhaltigem Medium wurden Einzelklone isoliert,
vermehrt und durch Immunoblot-Analyse auf Expression von Glukokortikoid-Rezeptor
getestet. Je eine Wildtyp- bzw. LS7-Rezeptor exprimierende Produzenten-Zellinie wurde zur
Infektion von S49.1G3.R1-Zellen verwendet. Die Infektion der S49.1G3.R1-Zellen erfolgte
durch Kokultur mit der Produzentenzellinie fiir eine Woche. Die stabilen puromycinresistenten
Pools wurden anschlieBend zu klonalen Linien vereinzelt, vermehrt und durch
Immunoblotanalyse die Expression von Wildtyp- und LS7-Glukokortikoidrezeptor bestimmt.
Es wurde ein Klon als positiv fiir Wildtyp und drei fiir LS7-Mutante identifiziert (Abb. 14). Die
stabilen Zellinien exprimieren den Glukokortikoidrezeptor deutlich stdrker als die nicht
infizierten S49.1G3.R1-Zellen und vergleichbar zu Wildtyp-S49.1-Zellen (Abb. 14, Spuren 3
bis 6 im Vergleich zu Spuren 1 und 2). Die Rezeptormenge der LS7-exprimierenden Zellinie
SIT1LS7 scheint von allen Klonen die geringste zu sein (Abb. 14, Spur 5).

Um die Funktionalitdt der stabil exprimierten Rezeptoren zu testen, wurde als néchstes ihr

Transaktivierungspotential in Reportergenanalysen bestimmt.
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Abb, 14: Stabile Expression von Wildtyp und LS7-Mutante des Glukokortikoidrezeptors in
S49.1G3.R1-Zellen. Je 200 pg Proteinextrakt von S49.1-Zellen, S49.1G3.R1-Zellen und stabilen Puromycin-
resistenten Klonen wurden durch 10% SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch
Immunoblotanalyse mit gegen Maus- und Ratten-GR gerichteten Antikdrper auf GR-Expression getestet. Gezeigt
ist eine Zusammenfassung der Wildtyp und LS7-Mutante exprimierenden Klone. Der Pfeil kennzeichnet das fiir
den GR spezifische Signal.
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Transaktivierung und Transrepression durch die
Glukokortikoidrezeptor-Mutante LS7 in S49.1G3.R1

Zunéchst wurde die Transaktivierung des GR in den stabilen Zellinien getestet. Dazu wurden
die Wildtyp- und LS7-GR exprimierenden Klone mit einem glukokortikoidaktivierbaren
Reportergen transfiziert. Dieses Reporterkonstrukt besteht aus dem Luziferasegen unter der
Kontrolle des Maus-Mamma-Tumorvirus (MMTV)-Promotors (pHCwt-LUC; Cato et al.,
1988). Nach Transfektion und 24 Stunden Dexamethason-(Dex)-Behandlung wurden die
Zellen geerntet und die Luziferaseaktivitdt der einzelnen Ansétze bestimmt. '
Die gemessene Luziferaseaktivitdt des Dex-behandelten Wildtyp-GR exprimierenden Klons
SII3GR war im Vergleich zu unbehandelten Zellen um etwa 90-fach gesteigert, wihrend Dex-
Behandiung den pHCwt-LUC-Reporter in den LS7-exprimierenden Klonen kaum aktivierte
(Abb. 15A). Das Aktivierungspotential der LS7-exprimierenden Klone ist etwa 10 bis 20 %
des Wildtyp-GR-Klons SII3GR (Abb. 15C). Hormonbehandlung der GR-negativen Zellinie
S49.1G3.R1 fiihrte zu keiner Aktivierung des Reporters.

Diese Ergebnisse zeigen, dal die LS7-exprimierenden Klone einen deutlichen
Transaktivierungsdefekt haben. Um zu iiberpriifen, ob diese Klone tiberhaupt funktionelle
Rezeptoren exprimieren, wurde eine andere Eigenschaft getestet, die Transrepression durch den
GR.

Abb. 15 (néchste Seite): Transaktivierung und Transrepression in Wildtyp- und LS7-Mutante-
rekonstituierten Zellinien. A. S49.1G3.R1-Zellen und stabile Klone wurden mittels der DEAE-Dextran-
Methode mit dem glukokortikoidaktivierbaren pHCwt-LUC-Reporter transfiziert und 6 h spéter mit 0,1 uM Dex
induziert. Nach etwa 24 h wurden die Zellen geerntet und Luziferase-Assays durchgefithrt. Die erhaltenen
Luziferase-Einheiten in Dex-behandelten Zellen wurden als Vielfaches der nicht behandelten angegeben. B.
$49.1G3.R1-Zellen und stabile Klone wurden mittels der DEAE-Dextran-Methode mit dem AP-1-induzierbaren
Reporter SXTRE-tk-CAT transfiziert und 16 h spéter mit 60 ng/ml TPA, in An- oder Abwesenheit von 0,1 pM
Dex, behandelt und nach weiteren 24 h fiir CAT-Assays geerntet. Die Graphik gibt die relative AP-1-Aktivitit
als Verhiltnis von Dex-behandelter zu nicht behandelter TPA-induzierter AP-1-Aktivitdt an. C. Vergleich der
Transaktivierungs- und Transrepressionseigenschaften von S49.1G3.R1-Zellen und stabilen Zellinien; angegeben
sind die Aktivititen der Zellinien im Verhdltnis zum mit Wildtyp-GR stabil transfizierten Klon SII3GR in
Prozent.
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Die am besten untersuchten Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitdt durch den aktivierten
Glukokortikoidrezeptor (GR) reprimiert wird, sind AP-1 und NF-«xB. Beides sind homo- oder
heterodimere Komplexe, die sich aus Mitgliedern der AP-1- bzw. NF-«B/Rel-Familie
zusammensetzen (Angel, 1994; Wulczyn et al., 1996). '

Die Wildtyp- und LS7-GR exprimierenden Klone und nicht transfizierte S49.1G3.R1-Zellen
wurden zundchst mit dem AP-1-abhédngigen Reportergen SxTRE-tk-CAT, welches das
Chloramphenicolacetyltransferase-(CAT)-Gen unter der Kontrolle der fiinffach hintereinander
angeordneten AP-1-Bindestelle TRE (TPA reagierendes Element) exprimiert, transfiziert und
Reporteraktivitdt durch TPA-Behandlung in An- und Abwesenheit von Dexamethason (Dex)
induziert. 24 Stunden nach Behandlung wurde die CAT-Aktivitdt der geernteten Extrakte
bestimmt. Die TPA-induzierte AP-1-Aktivitit wird im Gegensatz zu nicht transfizierten
S49.1G3.R1-Zellen in allen Klonen effektiv durch Dex gehemmt (Abb. 15B). Die Repression
in SII3GR ist etwa zweimal so stark wie in den LS7-GR exprimierenden Zellinien (Abb. 15B).
Dies verdeutlicht, daf} im Unterschied zur Transaktivierung, in allen LS7-transfizierten Klonen
AP-1-Aktivitdt effektiv durch Dex gehemmt wird (Abb. 15B).

Die Repression NFxB-abhédngiger Reporteraktivitit durch Dex konnte in den Wildtyp- und
LS7-GR exprimierenden Klonen nicht iiberpriift werden, da keine NF-xB-Aktivitdt induzierbar
war (nicht gezeigte eigene Daten). Dies scheint eine Besonderheit von S49.1G3.R1-Zellen und
den von ihnen abgeleiteten Zellinien zu sein, da in S49.1-Zellen der NF-xB-abhingige Reporter
durch TPA aktivierbar ist und diese Aktivierung in Gegenwart von Dex reprimiert wird. Die
Ursache dafiir konnte durch einen Defekt im induzierbaren Abbau des Inhibitorproteins von
NF-«B, IxB, erklidrt werden, denn der TPA-induzierte Abbau von IxB in S49.1-Zellen findet in
S49.1G3.R1-Zellen und den Wildtyp- und LS7-GR exprimierenden Klonen nicht statt. Um
dennoch einen Hinweis auf die Repression von NF-xB-Aktivitdt zu bekommen, wurde in den
Klonen die Hemmung der Expression des durch NF-kB regulierten Gens c-myc (Wuet al.,
1996 I und II) iiberpriift.

Dazu wurden Northern-Blot-Analysen mit den verschiedenen S49.1-Zellinien durchgefiihrt und
die c-myc-Expression in An- und Abwesenheit von Dex bestimmt.

Es zeigte sich, daB die Expression von c-myc in allen getesteten Zellinien, aufler in den GR-
negativen S49.1G3.R1-Zellen und dem LS7-exprimierenden Klon SII1LS7 (Abb. 16, Spur 3
und 4, sowie Spur 9 und 10), nach 8 Stunden Hormonbehandlung deutlich vermindert ist
(Abb. 16, vergleiche Spuren 1 und 2, 5 und 6, 7 und 8, sowie 11 und 12). Die Eigenschaft des
Klons SIT1LS7 die Expression von c-myc nicht zu beeinflussen, obwohl AP-1-Aktivitat
effizient gehemmt wurde (Abb. 15B/C), konnte durch die, im Vergleich zu den anderen
Klonen, etwas geringere LS7-Expression erklidrt werden (Abb. 14).
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Abb. 16: Hemmung der c-myc-Expression durch Dexamethason. A. Northern-Blot-Analyse mit 5 pg
poly(A)'-mRNA aus nicht oder 8 h mit 0,1 UM Dex behandelten Kulturen verschiedener Zellinien wurde
durchgefiihrt, die Filter mit **P-markiertem Clal/EcoRI-cDNA-Fragment von c-myc hybridisiert und gegen einen
Film exponiert. Zur Quantifizierung und Ladekontrolle wurde ein Pstl-Fragment der GAPDH-cDNA verwendet,
Die Pfeile deuten auf die fiir c-myc und GAPDH spezifischen Signale. B. Statistische Zusammenfassung der
c-myc-Repression durch Dex von je mind. drei unabhingigen Experimenten, als Verhidltnis der mittels
Phosphoimager bestimmten Signalstidrken in Gegenwart von Dex zu Signalstdrken unbehandelter Ansitze.
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Da in den Reportergenanalysen mit den stabil exprimierenden S49.1G3.R1-Zellen bestitigt
wurde, daBl die LS7-Mutante Transaktivierung und Transrepression dissoziiert und die
Expressionsstirken der verschiedenen Rezeptoren in den einzelnen Klonen vergleichbar sind,
kann der Beitrag von Transaktivierung und Transrepression beziiglich weiterer Funktionen des
Glukokortikoidrezeptors durch Vergleich der Wildtyp-GR und LS7-Mutante exprimierenden
Klone untersucht werden.

Um zu kldren, ob Transaktivierung oder Transrepression durch den aktivierten GR fiir den
durch Glukokortikoide induzierten Zellzyklusblock verantwortlich sind, wurden im weiteren

Zellzyklusanalysen mit den stabil exprimierenden Klonen durchgefiihrt.

Keine Rekonstitution des Zellzyklusblocks in Wildtyp-GR und LS7-
Mutante exprimierenden S49.1G3.R1

Um den Beitrag von Transaktivierung und Transrepression beim Zellzyklusblock zu
bestimmen, wurden die Klone SII3GR und SII2LS7 verschieden lange mit Dexamethason
(Dex) behandelt und die Zellzyklusverteilung bestimmt. Die Behandlung von S49.1-Zellen
erfolgte als positive, die von S49.1G3.R1-Zellen als negative Kontrolle fiir die
Zellzyklusanalyse.

Die DNA-Menge pro Zelle wurde durch Férbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst3383
durchfluzytometrisch bestimmt.

Es zeigte sich, dal im Gegensatz zu S49.1-Zellen, der LS7-exprimierende Klon SII2LS7,
keinen Zellzyklusblock nach Dex-Behandlung zeigte (Abb. 17). Sie verhalten sich damit wie
nicht transfizierte S49.1G3.R1 (Abb. 17). Genauso verhielt sich der Wildtyp-GR-
exprimierende Klon. Obwohl beide Klone transkriptionell aktive Rezeptoren exprimieren, wird
durch Dex-Behandlung kein Zellzyklusblock induziert. Dies kann man aber nicht auf die
Expression der nur genreprimierenden LS7-Mutante zuriickfiihren, da auch die
Hormonbehandlung des Wildtyp-GR exprimierenden Klons SII3GR zu keinem Zellzyklusblock
fiihrt.

In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dall die Menge der regulatorischen G1-Phaseproteine
Zyklin D3 (cyc D3) und p27%P' beim Zellzyklusblock von S49.1-Zellen durch Dex-
Behandlung erniedrigt bzw. erhoht wird (Abb. 5 und 6). Um die molekularen Ursachen zu
erfahren, warum in den stabil exprimierenden Klonen kein Zellzyklusblock durch
Glukokortikoide erfolgt, wurde im Folgenden der EinfluB von Hormonbehandlung auf die

Menge von cyc D3 und p27%" in den stabil exprimierenden Klonen untersucht.
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Abb. 17: Kein Zellzyklus-Block in rekonstituierten Zellinien. Die DNA-Menge pro Zelle der angegebenen
Zellinien wurde nach der Hoechst-Methode mit anschlieBender Durchfluzytometrie bestimmt. Dazu wurden
unterschiedlich lange mit 0,1 pM Dex behandelte Zellen in 4 % Formaldehyd fixiert, mit 0,05 % Tween 20
permeabilisiert und die DNA mit [pg/ml Hoechst33258 gefirbt. Im linken Teil der Abbildung ist jeweils der
prozentuale Anteil der Zellen in der G1-, im rechten Teil der prozentuale Anteil der Zellen in der S~ und G2-

Phase des Zellzyklus angegeben.
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Kein Einfluf von Glukokortikoiden auf die Expression von

Zellzyklusfaktoren in den rekonstituierten S49.1G3.R1-Zellen

Zu Beginn dieser Arbeit wurde in S49.1-Zellen die Repression von Zyklin D3 und die
Induktion von p27%" durch Dex gezeigt. Wenn Dex-Behandlung von Wildtyp- und
Mutantenrezeptor-exprimierenden Klone zu keinem G1-Block fiihrt, sollte dies auf eine
fehlende Regulation von Zellzyklus-Faktoren zurlickzufithren sein, falls diese Faktoren relevant
fiir den G1/S-Phaseniibergang von T-Zellen sind.

Um eine Idee zu bekommen, warum der Zellzyklus in den rekonstituierten Klonen nicht durch
Glukokortikoide geblockt wird, wurde daher der Einfluf von Hormonbehandlung auf die
Expression der Zellzyklusfaktoren cyc D3 und p27%* iberpriift.

In keiner der getesteten Zellinien findet eine Induktion der p27%*'-Proteinmenge, wie in S49.1-
Zellen durch Dex statt. (Abb. 18, unterer Teil, Spuren 4 bis 12 im Vergleich zu Spuren 1 bis
3). Das in S49.1-Zellen negativ regulierte cyc D3 (Abb. 18, oberer Teil, Spuren 1 bis 3) zeigt
in den von S49.1G3.R1-Zellen abgeleiteten Klonen SII3GR und SII2L.S7 ebenfalls keine
Verdnderung der Proteinmenge nach Hormonbehandlung (Abb. 18, oberer Teil, Spuren 4 bis
12). S49.1G3.R1-Zellen, SII3GR und SII2L.S7 haben im Vergleich zu unbehandelten S49.1-
Zellen eine leicht erhohte Expression von p27%"'. Die Ursache dafiir konnte nicht geklirt
werden, aber zumindest die Expression des GR in SII3GR und SII2L.S7 kann als Grund
ausgeschlossen werden, da auch in nicht transfizierten S49.1G3.R1-Zellen die Expression von
p27%"! erhoht ist.

Fazit aus diesen Experimenten ist, daB3 in den Klonen das Ausbleiben eines "G1-Blocks" nach
Dex-Behandlung mit fehlender Regulation der Zellzyklusfaktoren p27%"' und cyc D3
korreliert. Da beide Zellzyklusproteine nicht reguliert werden, kann keine Aussage dariiber
gemacht werden, welcher der beiden der entscheidende Faktor beim Glukokortikoid-induzierten
Zellzyklusblock ist.

Das Ausbleiben eines Zellzyklusblocks nach Glukokortikoid-Behandlung in den Wildtyp-GR
und LS7-Mutante exprimierenden Klonen, konnte darauf zurlickzufiihren sein, daf der
Ausgangszellinie fiir die stabile Transfektion, mehr als nur ein funktioneller
Glukokortikoidrezeptor fehlt und diese womdoglich bei ihrer Generierung zusétzliche Mutationen
erworben hat, welche die Zellinie resistent gegeniiber Glukokortikoide machten.

Eine andere Moglichkeit ist, da3 die stabil transfizierten Rezeptoren, aus unbekannten Griinden,
generell keine physiologische Aktivitdit haben. Daher wurde als néchstes die andere
physiologische Funktion des GR in T-Zellen, die Induktion von Apoptose, in den Klonen
tiberpriift. Eine interessante Frage ist, ob beide Funktionen des Rezeptors durch den gleichen
Mechanismus vermittelt werden, ob die zeitliche Abfolge beider Prozesse in lymphoiden Zellen
einer sequentiellen Abfolge voneinander abhéngiger Prozesse entspricht, in deren Verlauf

zundchst ein Zellzyklusblock und als Folge dessen Apoptose ausgelost wird.
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Wenn dies der TFall ist, sollten die stabil exprimierenden Klone durch
Glukokortikoidbehandlung nicht mehr in die Apoptose gehen, da ein Zellzyklusblock nach
Hormonbehandlung ausbleibt.

Es wurden daher im weiteren Apoptoseuntersuchungen in den Wildtyp-GR und LS7-Mutante
exprimierenden S49.1G3.R1 durchgefiihrt. Zuvor wurden aber verschiedene Messmethoden
fiir Apoptose etabliert und die morphologischen und biochemischen Merkmale der
Glukokortikoid-induzierten Apoptose in S49.1-Zellen bestimmt.
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Abb. 18: Keine Regulation von p27°®' und cyclin D3 in Wildtyp-GR und LS7-Mutante-exprimierenden
Klonen durch Dexamethason. Immunoblot-Analyse von je 100 pg Proteinextrakt aus nicht bzw.
unterschiedlich lange mit 0,1 pM Dex behandelten S49.1-Zellen, S49.1G3.R1-Zellen und den Klonen SII3GR
und SII2LS7; spezifische Signale sind durch Pfeile markiert.

Charakterisierung der Glukokortikoid-induzierten Apoptose in den
Thymom-Zellinien S49.1 und S49.1G3.R1

Die fiir die Apoptose typischen morphologischen und biochemischen Verdnderungen sind meist
die Folge der Aktivitit von Caspasen. Dies konnte durch die Verwendung von
Caspaseinhibitoren gezeigt werden, die mit den zelluldren Substraten der Caspasen um deren
aktives Zentrum konkurrieren und so die “Caspase-Kaskade” des apoptotischen Programs
blockieren (Nicholson und Thornberry, 1997). Durch solche Experimente wurde klar, dal ein
Grofiteil der apoptotischen Stimuli in die “Caspase-Kaskade” einmiindet und die
Caspaseaktivitdien Voraussetzung fiir fast alle apoptotischen Verdnderungen von Zellen sind.
So hemmen Caspaseinhibitoren die UV- und Dex-induzierte DNA-Fragmentierung und
Spaltung von PARP (Polyadenosylribosyl-Polymerase) in Thymocyten.

Diese typischen Merkmale der Apoptose treten auch in S49.1-Zellen auf. Mit bis zu 70 Stunden
Dex-behandelten S49.1-Zellen wurde durch Immunoblot-Analyse der Status von PARP
bestimmt. Es zeigte sich, da nach etwa 48 Stunden Dex-Behandlung das groBere Spaltprodukt
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von PARP mit einer MolekiilgroBe von 89 kDa detektiert wird (Abb. 19A, Spur 3) Die
Spaltung setzt sich bis 70 Stunden Hormonbehandlung fort (Abb. 19A, Spur 4), was sich
auch durch Abnahme des Signals fiir das nicht gespaltene PARP (116 kDa) zeigt. Da die PARP-
Spaltung durch Caspasen erfolgt, ist eine Beteiligung der “Caspase-Kaskade” an der durch
Glukokortikoide ausgeldsten Apoptose in S49.1-Zellen sehr wahrscheinlich.

Dex-Behandlung von S49.1-Zellen fiithrte auch zur Exposition des Membranlipids
Phosphatidylserin zur Auflenseite der Plasmamembran (Abb. 19B). Fiir die Messung und
Quantifizierung dieses Vorgangs, von dem man annimmt, daB er fiir die Erkennung und
anschlieBende Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen wichtig ist, macht man
sich die hochaffine Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin zunutze. Inkubiert man
Zellen mit Fluorochrom-gekoppeltem Annexin V, z.B. mit Fluoro-Isothiocyanat (FITC)-
Annexin V, dann erfolgt eine verstirkte Bindung des Zellmembran-impermeablen Annexin V-
FITC an apoptotische Zellen, die man durch Fluoreszenzmikroskopie oder Durchfluzytometrie
(engl. Fluoreszence Cell Activated Sorting (FACS)) quantifizieren kann.

In einem weiteren Experiment fiihrte Dex-Behandlung von S49.1-Zellen zur Aktivierung von
Endonukleasen, wie die Messung der DNA-Menge pro Zellkern und der DNA-Fragmentierung
zeigt. Dazu wurden S49.1-Zellen 48 bzw. 70 Stunden mit Dex behandelt und anschlieend
Apoptose durch zwei Methoden bestimmt: mit einem Teil der Zellen wurden Zellzyklusanalysen
durchgefiihrt, wobei die DNA-Menge fluorometrisch durch Farbung mit Propidiumjodid und
anschliefender Durchfluflzytometrie bestimmt wurde und mit einem anderen Teil der Zellen
durch Isolierung fragmentierter DNA und anschliefender gelelektrophoretischer Auftrennung.
In hormonbehandelten S49.1-Zellen isoliert man Zellkerne mit weniger DNA als der fiir G1-
Zellen iiblichen (< 2N, “subG1”, Abb. 19C, obere Reihe im Vergleich zur unteren). Im
gezeigten Experiment nahm das Signal bei S49.1-Zellen fiir “subG1-Kerne” von 3,9 % in
unbehandelten auf 11,2 % bzw. 23,4 % nach 48 bzw. 70 Stunden Hormon zu. Der Anstieg
des "subG1"-Signals geht parallel mit einer verstirkten Isolierung fragmentierter DNA.
Spitestens 48 Stunden nach Dex-Behandlung werden DNA-Fragmente einer Linge, die dem
Vielfachen der in einem Nukleosom verpackten genomischen DNA (etwa 150 bp) entsprechen,
isoliert. (Abb. 19D, linker Teil). Bei der DNA, die in unbehandelten S49.1-Zellen isoliert
wurde (Abb. 19D, linker Teil), handelt es sich um hochmolekulare DNA, die abhdngig vom

Grad der Beschddigung der Kerne, wihrend der Arbeitsprozedur manchmal isoliert wird.
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Abb.19 (vorherige Seite): Apoptose in S49.1-Zellen A. Polyadenosylribosyl-Polymerase-(PARP)-Spaltung
nach Dex. 100 wg Proteinextrakt aus nicht oder verschieden lange mit 0,1 pM Dex behandelten S49.1-Zellen
wurden durch 8 % SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und PARP durch Immunoblot-Analyse mit
spezifischem Antikorper detektiert. Die Signale fiir die ungespaltete Form (116 kDa) und das groflere
Spaltprodukt (89 kDa) von PARP sind durch Pfeile gekennzeichnet. B. Vermehrte Bindung von Annexin V an
Dex-behandelten S49.1-Zellen. Unbehandelte (Ko) bzw. 48 h Dex ohne bzw., mit Caspase-Inhibitor ZVAD
behandelte $49.1-Zellen wurden mit Fluoroisothiocyanat (FITC)-gekoppeltem Annexin V (Annexin V-FITC)
inkubiert und dessen Bindung durch Durchfluzytometrie quantifiziert. Durch Anwesenheit von Propidiumjodid
(PD) wihrend der Analyse, konnten PI-permeable nekrotische Zellen von Pl-impermeablen apoptotischen Zellen
unterschieden und von der Quantifizierung ausgeschlossen werden. Die apoptotische FITC-markierte
Zellpopulation ist gekennzeichnet und ihr Anteil an der Gesamtpopulation in Prozent angegeben. C.
Propidiumjodidférbung mit anschlieBender DurchfluBzytometrie von S49.1-Zellen, die nicht oder unterschiedlich
lange mit 0,1 pM Dex behandelt waren. D. Aus einem Teil der Zellen von C wurden DNA-Fragmente isoliert,
auf einem 2 % Agarosegel aufgetrennt, durch Ethidiumbromid angeférbt und unter UV photographiert.

Die Experimente zeigten, dal Glukokortikoide in S49.1-Zellen einen Zelltod mit
charakteristischen Merkmalen der Apoptose auslosen. Verdnderungen in der Lipidverteilung der
Plasmamembran, proteolytischer Verdau von zelluldren Substraten und Aktivierung von
Endonukleasen mit resultierender DNA-Fragmentierung sind eindeutige Hinweise auf
apoptotische Prozesse.

Nach der Charakterisierung der verschiedenen Apoptosismerkmale in S49.1-Zellen, wurde als
nichstes Apoptoseinduktion durch Glukokortikoide in den stabil Wildtyp-GR und LS7-
Mutante-exprimierenden Klonen untersucht. Zur Bestimmung der Apoptose wurde die
Propidiumjodid-Fiarbung von Kernen und die Isolierung von DNA-Fragmenten verwendet, da

diese Methoden am sensitivsten waren.

Die gemnreprimierenden Eigenschaften des Glukokortikoidrezeptors
sind ausreichend fiir die Apoptose in S49.1G3.R1

Um zu untersuchen, ob die stabile Transfektion von Wildtyp-Glukokortikoidrezeptor (GR) oder
LS7-Mutante, das hormonabhéngige apoptotische Programm in den Glukokortikoid-resistenten
S49.1G3.R 1-Zellen rekonstituiert hat, wurden diese verschieden lange mit Dexamethason (Dex)
behandelt und Apoptose durch Propidiumjodidfirbung der DNA, anschlieBender
durchflufzytometrischer Bestimmung des DNA-Gehaltes pro Zellkern und durch Isolierung
fragmentierter DNA bestimmt.

Es erwies sich, daB3 sowohl im Wildtyp-exprimierenden Klon SII3GR, als auch in den LS7-
exprimierenden Klonen SI4LS7 und SII2L.S7, Apoptose durch Dex-Behandlung induziert wird
(Abb. 20). Da in diesen Klonen nach Dex auBfer dem “sub G1”-Signal auch DNA-
Fragmentierung detektiert wurde (Abb. 20, Teilabbildungen rechts), ist das hormoninduzierte

apoptotische
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Abb. 20 (vorherige Seite): Rekonstitution der Apoptose in stabil exprimierenden S49.1G3.R1: B.
S49.1G3.R1, Wildtyp-und LS7-Mutanten exprimierende Klone wurden nicht bzw. verschieden lange mit
0,1 uM Dex behandelt und die "sub G1"-Population durch Propidiumjodid-Férbung mit anschliefender
Durchflufzytometrie und DNA-Fragmentierung durch Isolierung fragmentierter DNA mit anschlieSender Agarose-
Gelelektrophorese bestimmt.

Programm wiederhergestellt. Nur im LS7-exprimierenden Klon SII1LS7 waren keine
apoptotischen Prozesse detektierbar (Abb. 20), weder durch eine Steigerung des “sub G1”-
Signals noch durch eine DNA-Fragmentierung (Abb. 20, rechte Teilabbildung).

Das Fazit dieser Apoptoseuntersuchungen ist, daf3 die hormonabhéngige Apoptose, unabhingig
von einem Zellzyklusblock, durch stabile Expression von Wiltyp- und LS7 -GR in
S49.1G3.R1-Zellen rekonstituiert wird. Dies bedeutet, daff Zellzyklusblock und Apoptose
durch verschiedene hormonabhingige Mechanismen ausgelost werden. Daf3, mit der Ausnahme
des Klons SII1LS7, alle genaktivierungs-defekten L.S7-Klone in die Apoptose gingen, spricht
fir die Beteiligung der genreprimierenden Eigenschaften des GR bei der Glukokortikoid-
induzierten Apoptose.

Die zu einem frilheren Zeitpunkt dieser Arbeit durchgefiihrte Charakterisierung der
genreprimierenden Eigenschaften der LS7- Klone konnte erkldren, warum der Klon SII1LS7
durch Glukokortikoid-Behandlung nicht in die Apoptose geht. Dort wurde gezeigt, dafl der
Klon SIT1LS7, im Gegensatz zu allen anderen LS7-Klonen, die Expression von c-myc nicht
reprimieren kann (Abb. 16A/B). Diese Korrelation von c-myc-Repression mit der Apoptose
wird durch die bekannte Repression der c-myc-Expression durch Glukokortikoide wihrend der
Apoptose anderer T-Zellen (Auphan et al., 1995 ) und die Inhibition der Glukokortikoid-
induzierten Apoptose durch c-myc-Uberexpression (Thulasi et al., 1993), bestiitigt.
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Teil 2: RAP46 als negativer Regulator von Glukokortikoidrezeptor-
Funktionen

Die Anzahl von Faktoren, die Apoptose positiv oder negativ regulieren, nimmt bis zum heutigen
Zeitpunkt stindig zu. Viele dieser pro- und antiapoptotischen Faktoren werden durch Mitglieder
der bcl-2-Genfamilie kodiert. Exemplarische Vertreter sind das antiapoptotische Bcl-2 und das
proapoptotische Bax. Die Moglichkeit der bcl-2-Faktoren untereinander Homo- und
Heterodimere zu bilden, ist die molekulare Grundlage des iiberwiegend anerkannten Modells,
welches besagt, daB die relative Menge von pro- und antiapoptotischen Faktoren iiber die
Einleiting von Apoptose entscheidet (Chao & Korsmeyer, 1998). Uberwiegen
antiapoptotische Faktoren, dann werden nach diesem Modell proapoptotische Faktoren durch
Heterodimerisierung inaktiviert und Apoptose verhindert, sind proapoptotische Faktoren im
UberschuB, dann kénnen diese durch Homodimerisierung, z.B. von Bax, Apoptose einleiten.
Die Klonierung von Faktoren, die mit Bcl-2 interagieren, filhrte nicht nur zur Identifizierung
von Bcl-2-Homologen, sondern auch von Faktoren, die keine strukturellen Ahnlichkeiten zu
Mitgliedern der Bcl-2-Familie haben. Ein solches Protein ist BAG-1 aus der Maus. BAG-1
interagiert mit einer Reihe von Proteinen, u.a. Bcl-2 und inhibiert, die durch verschiedene
Stimuli ausgeloste Apoptose (Takyama et al., 1995; Bardelli et al., 1996; Wang et al., 1996 II).
Zum etwa gleichen Zeitpunkt wurde das menschliche Homolog zu BAG-1, RAP46 entdeckt.
Das menschliche RAP46 wurde aufgrund seiner Interaktion mit einer Reihe von
Steroidrezeptoren, u.a. dem Glukokortikoidrezeptor (GR), identifiziert (Zeiner & Gehring,
1995).

Um herauszufinden, ob RAP46 eine dhnliche Funktion hat wie BAG-1 und die Interaktion mit
dem GR physiologisch von Bedeutung ist, wurde der Effekt von RAP46-Expression auf die

GR-Funktionen untersucht.

RAP46-Expression in S49.1-Zellen

Die durch Glukokortikoide ausgeloste Apoptose ist eine Funktion des aktivierten
Glukokortikoid-Rezeptors (siehe Teil 1 dieser Arbeit). Wenn die Interaktion von RAP46 mit
dem Glukokortikoidrezeptor (GR) physiologisch von Bedeutung ist, sollte Uberexpression von
RAP46 mit der hormoninduzierten Apoptose negativ interferieren. Es wurde daher versucht,
RAP46 stabil in der Maus-Thymom-Zellinie S49.1 zu exprimieren, um den Einflu auf
verschiedene GR-Funktionen zu untersuchen. Dazu wurden S49.1-Zellen mit dem retroviralen
Vektor pPBABE-Puro, der RAP46-cDNA exprimiert (pBRAP46) und zur Kontrolle mit dem
Vektor ohne cDNA (pBABE) transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden 24 Stunden spéter in
Selektionsmedium umgesetzt und nach etwa drei Wochen der puromycinresistente Pool
vereinzelt. Die vermehrten Einzelklone wurden anschlieend auf Resistenz gegen Dexamethason

(Dex) getestet und genauer charakterisiert.
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Abb. 21: Expression von Glukokortikoidrezeptor und RAP46 in S49.1-Zellen. A. RT-PCR-Analyse (siche
Methodenteil) von mit "Leervektor"- und RAP46-cDNA stabil transfizierten S49.1-Zellen mit RAP46- und
GAPDH-spezifischen Primern und anschliefender 2 % Agarose-Gelelektrophorese. Amplifikation von Jurkat-
cDNA diente als positive Kontrolle fir RAP46-Expression. B. Immunoblot-Analyse von je 100 pg
Proteinextrakt der angezeigten Zellinien mit gegen Glukokortikoidrezeptor (GR) gerichteten Antikorper. Der Pfeil
zeigt auf das fiir den GR spezifisches Signal.

Eine Detektion von RAP46 war durch Western- und Northern-Blot-Analyse aufgrund der
schwachen Expression nicht méglich. Erst eine Analyse der mRNA-Expression durch RT-PCR
(Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion) eines stabilen puromycinresistenten Klons
mit Oligonukleotid-Primern, die komplemetér zu einem 3°-Bereich von RAP46 und BAG-1 und
spezifisch fiir einen 5°-Bereich von RAP46 waren, konnte den Nachweis einer Expression der
stabil integrierten cDNA erbringen (Abb. 21A, Spur 3). Das PCR-Produkt entspricht der
erwarteten Grofe der transfizierten cDNA und dem kleinsten von mindestens zwei Produkten
bei Verwendung von Jurkat-mRNA. Die menschliche T-Lymphomlinie Jurkat, die als positive
Kontrolle fiir die Expression von RAP46-mRNA diente, scheint grofe Mengen verschiedener
Transkripte von RAP46 zu transkribieren (Abb. 21A, Spur4). Mit dem "Leervektor" (ohne
cDNA) transfizierten Klon (Vektor) erhélt man kein spezifisches Signal, ein leichter "Schmier”
in der Spur erklart sich durch den verwendeten 3’-Primer, der mit der Nukleotid-Sequenz von
BAG-1 iibereinstimmt und woméglich zur Synthese von unspezifischen PCR-Produkten fiihrte.
Die Qualitat der fiir die RT-PCR verwendeten mRNA wurde durch die Amplifikation von
GAPDH (Glyzeraldehydphosphat-Dehydrogenase) mit dafiir spezifischen Primern tiberpriift
(Abb. 21A, Spuren 5 bis 7).

Eine schwache Expression von RAP46 in S49.1-Zellen ist demnach mdglich und korreliert in
ersten Experimenten mit einer Resistenz gegen Dexamethason. Vor einer genaueren Analyse des
Einflusses der RAP46-Expression auf den Glukokortikoid-induzierten Zellzyklusblock und
Apoptose, wurde untersucht, wie sich die Expression von RAP46 auf die Transaktivierung und
Transrepression durch den Glukokortikoidrezeptor auswirkt.
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RAP46-Expression hemmt Transaktivierung und Transrepression

durch den aktivierten Glukokortikoidrezeptor

Es gibt bereits Hinweise darauf, daB die Interaktion von RAP46 mit dem
Glukokortikoidrezeptor dessen transkriptionelle Funktionen beeintréchtigen kann. In transienten
Transfektionsanalysen war durch RAP46-Expression die Aktivierung eines hormonabhingigen
Reportergens durch Dexamethason (Dex) deutlich gehemmt (Kullmann et al., 1998). Um diese
Experimente zu bestdtigen und zusétzlich den EinfluB von RAP46-Expression auf die
Transrepression des GR zu untersuchen, wurden Leervektor und drei verschiedene RAP46-
exprimierende Klone mit Reportergenkonstrukten fiir GR-, AP-1- und NF-xB-Aktivitit
transfiziert und Transaktivierung und Transrepression durch den GR bestimmt.
Hormonbehandlung des mit dem Leervektor transfizierten Klons fithrt zu einer deutlichen
Aktivierung des vom MMTV-(Maus-Mamma-Tumorvirus)-Promotor kontrollierten pHCwt-
LUC-Reporters (Abb. 22A, Vektor), Repression der TPA-induzierten NF-xB-Reporter-
Aktivitdt von 3xEnh-NF-xB-LUC (Abb. 22B, Vektor) und der Hemmung der AP-1-Aktivitit
von SxTRE-tk-CAT (Abb. 22C, Vektor). Der mit dem Leervektor transfizierte Klon
unterscheidet sich somit nicht von origindren S49.1-Zellen (eigene nicht gezeigte Daten).
Expression von RAP46 verhindert dagegen Transaktivierung von pHCwt-LUC (Abb. 22A,
Klone 1, 2 und 3) und Transrepression der TPA-stimulierten NF-xB- und AP-1-Aktivitit
durch Dex (Abb.22B, Klone 1,2 und 3; Abb.22C, Klone 1,2 und 3). Die
beeintréchtigten transkriptionellen Eigenschaften des GR sind nicht auf einen Verlust der GR-
Expression zuriickzufilhren, denn in S49.1-Zellen, Leervektor-transfizierten und im
exemplarischen Klon 1 werden durch Immunoblot-Analyse vergleichbare Mengen von GR
detektiert (Abb. 22B).

Das Fazit der Transfektionsanalysen ist, dal RAP46-Expression die positive und negative
Wirkung des aktivierten GR auf die Genexpression verhindert. Es stellt sich nun die Frage, ob
ein transkriptionell inaktiver GR noch in der Lage ist, seine physiologischen Funktionen,
Zellzyklusblock und Apoptose, in den RAP46-exprimierenden Klonen nach Dex-Behandlung
noch auszufiihren. Es wurden deshalb im weiteren Zellzyklus- und Apoptosebestimmungen mit
den RAP46-exprimierenden Klonen durchgefiihrt.
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Abb. 22: RAP46-Expression in S49.1-Zellen hebt Transaktivierung und Transrepression durch den
Glukokortikoidrezeptor auf. Vektortransfizierte und RAP46-exprimierende S49.1-Zellen wurden mit den
angegebenen Reportergenkonstrukten transfiziert und 6 h spéter mit 0,1 uM Dex (A) oder (60 ng/ml) TPA in
An- oder Abwesenheit von 0,1 uM Dex (B und C) behandelt und nach weiteren 24 h fiir Luziferase- bzw. CAT-
Assays geerntet. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen fiir die Analysen eingesetzt. Die Luziferaseassays sind
in den vom Luminometer bestimmten Lichteinheiten (RLU) und die CAT-Assays als prozentualer Anteil von
umgesetzten (mono- und diacetyliertem) zu nicht umgesetzten ' C-Chloramphenicol angegeben.
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RAP46-Expression in S49.1-Zellen verhindert Apoptose und
Zellzyklusblock durch Glukokortikoide

Im ersten Teil der Arbeit wurde durch Glukokortikoidrezeptor-(GR)-Mutanten gezeigt, dafl die
genreprimierenden Eigenschaften wichtig flir die Wachstumshemmung durch Glukokortikoide
sind. Da RAP46 die genaktivierenden und genreprimierenden Funktionen des GR vollstindig
blockiert, ist anzunehman, dafl auch der Zellzyklusblock und die Apoptose in den RAP46-
exprimierenden Klonen nicht mehr funktioniert.

Um dies zu iiberpriifen, wurden RAP46-exprimierende und Leervektor-transfizierte S49.1-
Zellen unterschiedlich lange mit Dex behandelt und Apoptose durch verstiarkte Bindung von
Annexin V und DNA-Féarbung mit Propidiumjodid mit anschlieBender Durchfluzytometrie
bestimmt. Letztere Methode erlaubt auch die Bestimmung der Zellzyklusverteilung der
behandeliten Kulturen.

Die Experimente zeigten, dafy RAP46-Expression den Dex-induzierten Zellzyklus-Block und die
Apoptose verhindert. Bis zu 70 Stunden nach Dex-Behandlung war keine Apoptose als
verstirkte Annexin V-Bindung in den RAP46-exprimierenden Klonen mefBbar (Abb. 21A,
Klon 1). Im Gegensatz dazu wurde aber eine deutliche Zunahme der Annexin V-Bindung in
Leervektor-transfizierten S49.1-Zellen durch Dex induziert (Abb. 23A). Auch das "subG1"-
Signal nimmt nur in Leervektor-transfizierten S49.1-Zellen zu (Abb. 23B, Vektor), nicht aber
in den RAP46-exprimierenden Klonen (Abb. 23B). Die DNA-Féarbung mit Propidiumjodid
zeigt zudem, dafl Dex-Behandlung der RAP46-exprimierenden Klone, nicht wie beim
Leervektor-transfizierten Kion, zu einer deutlichen Akkumulation von Zellen in der G1-Phase
des Zellzyklus fiihrt, noch bevor Apoptose einzusetzen beginnt (Abb. 23B).

Die Expression von RAP46 in S49.1-Zellen, die Transaktivierung und Transrepression von
Genen durch den aktivierten GR verhindert, hat demnach zur Folge, dal das Wachstum von
S49.1-Zellen nicht mehr durch Glukokortikoide gehemmt wird. RAP46 ist daher ein negativer
Regulator aller GR-Funktionen. Auf welcher Ebene die Regulation erfolgt, ob z.B. der
Kerntransport oder die Stabilitdt des Rezeptors durch RAP46 beinflufit werden ist noch nicht
klar, aber zumindest der Verlust der DNA-Bindung des aktivierten GR an ein GRE
(Glukokortikoid-reagierendes Element), konnte eindeutig gezeigt werden (Kullmann et al.,
1998).

Wenn RAP46 ein negativer Regulator der GR-Funktion ist, dann sollte Verringerung der
endogenen BAG-1-Menge den gegenteiligen Effekt haben und GR-Funktion verstdrken. Es
wurden daher Versuche unternommen, die BAG-1-Menge in S49.1-Zellen zu erniedrigen und

die Auswirkungen auf Transaktivierung und Apoptose durch den aktivierten Rezeptor bestimmt.
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Ergebnisse

Abb. 23 (vorherige Seite): RAP46-Expression in S49.1-Zellen schiitzt vor Apoptose und verhindert
Zellzyklusblock durch Dexamethason. A. DurchfluBzytometrische Apoptosebestimmung durch die Annexin V-
Methode von nicht oder unterschiedlich lange mit 0,1 uM Dex behandelten Leervektor- (Vektor) oder RAP46-
exprimierenden S49.1-Zellen. Klon 1 ist exemplarisch fiir drei getestete RAP46-Klone. Der prozentuale Anteil
von Annexin V-bindenden apoptotischen Zellen ist angegeben. Nekrotische Zellen wurden durch
Propidiumjodid-Firbung von der Analyse ausgeschlossen. B. Die DNA-Menge pro Zelle der angegebenen
Zellinien wurde nach der Propidiumjodid-(PI)-Methode mit anschlielender DurchfluBzytometrie bestimmt. Dazu
wurden unterschiedlich lange mit 0,1 uM Dex behandelte Zellen in 70 % Ethanol fixiert, mit NP40-NaCitrat-
Puffer lysiert und die DNA mit 50 pug/mlPI gefiarbt. Unterhalb der Abbildungen sind die PI-
Fluoreszenzintensititen, die den DNA-Mengen der jeweiligen Zellzyklusphasen (G1, S+G2) oder apoptotischen
("sub G1") Zellkemen entsprechen, markiert.

Rapamycin verringert die Expression von BAG-1 und RAP46

Um eine weitere Bestitigung der inversen Korrelation von RAP46-Expression und
Glukokortikoidrezeptor-(GR) Funktion zu erhalten, wurde versucht, die endogene Menge an
BAG-1 zu erniedrigen.

Kiirzlich wurde veroffentlicht, dafl die BAG-Expression einer hdmapoietischen Zellinie, nach
Entfernen ihres essentiellen Wachstunsfaktors, durch IL-2 (Interleukin 2) stimuliert werden
kann und die Induktion in Anwesenheit von Rapamycin veringert wird (Adachi et al., 1996).
Deshalb wurden S49.1-Zellen unterschiedlich lange mit Rapamycin behandelt und die mRNA-
Menge von RAP46 und BAG-1 durch Northern-Blot-Analyse bestimmt.

<% BAG-1

<@ hef-1

- 24 48 Rap(h)

S49.1

Abb. 24: Rapamyrcin verringert die Menge von BAG-1 und RAP46. Northern-Blot-Analyse mit je 5 ug
poly(A)-mRNA von nicht oder unterschiedlich lange mit 1M Rapamycin behandelten $49.1-Zellen.
Standardisierung der mRNA-Mengen erfolgte durch Rehybridisierung mit einer cDNA-Probe des menschlichen
Elongationsfaktors 1 (hef-1)
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In Anwesenheit von Rapamycin war 24 und 48 Stunden nach Behandlungsbeginn die
Expression von BAG-1 in S49.1-Zellen um 40 % verringert (Abb. 24, oberer Teil), wéhrend
die Expression des zur Normierung verwendeten menschlichen Elongationsfaktor 1 (hef-1)
unveréndert blieb (Abb. 24, unterer Teil). Damit konnte Rapamycin als negativer Regulator der
BAG-Expression in S49.1-Zellen bestitigt werden.

Da eine negative Regulation von Rapamycin auf die Expression von BAG-1 in S49.1-Zellen
vorliegt, wurde im weiteren der EinfluB von Rapamycin auf die Funktion des GR untersucht.

Rapamycin verstirkt Transaktivierung und Apoptose durch
Glukokortikoide

Der Effekt von Rapamycin auf Transaktivierung durch den Glukokortikoidrezeptors (GR)
wurde in Reporiergenanalysen und der Einflul auf Glukokortikoid-induzierte Apoptose als
Annexin V-Bindung durch Durchflulzytometrie bestimmt. Fiir ersteres wurden S49.1-Zellen
mit dem Reporter pHCwt-CAT (Cato et al., 1988), der das
Chloramphenicolacetyltransferasegen unter der Kontrolle des MMTV-(Maus-Mamma-
Tumorvirus)-Promotors exprimiert, transfiziert und die Aktivierung des Reporters durch
Dexamethason (Dex) in Ab- und Anwesenheit von Rapamycin bestimmt.

Es stellte sich heraus, da in Gegenwart von Rapamycin, Dex-Behandlung bereits spétestens
nach 24 Stunden Apoptose als verstirkte Annexin V-Bindung induziert, zu einem Zeitpunkt,
an dem Dex alleine noch keine Apoptose in S49.1-Zellen ausloste (Abb. 25B). Obwohl
Rapamycin-Behandlung alleine, selbst nach 48 Stunden, keine Apoptose in S49.1-Zellen
induzierte, verstidrkte es die nach 48 Stunden Dex-behandlung ausgeloste Apoptose um das
etwa 1,8-fache. Dies korrelierte mit einer Verstiarkung des Dex-Effekts bei der Aktivierung von
pHCwt-CAT um das 1,5 fache (Abb.25A). Der Effekt auf die Transaktivierung des GR
korreliert demnach gut mit der Verstirkung der Dex-induzierten Apoptose (Abb. 25B). Die
Verstiarkung der Transaktivierung durch den GR in Gegenwart von Rapamycin ist ein bekanntes

Phinomen, und erst kiirzlich wurde auch die Verstarkung von

Abb. 25 (nichste Seite): Rapamycin verstirkt Transaktivierung und Apoptose durch den
Glukokortikoidrezeptor. A. Transiente Transfektion von S49.1-Zellen mit pHCwt-CAT nach der DEAE-
Dextran-Methode. 6 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 0,1 uM Dex und/oder 1 pM Rapamycin
behandelt und 24 h spéter fir CAT-Assays geerntet. Graphisch ist die relative CAT-Aktivitdt als Verhéltnis von
umgesetzten (mono- und diacetyliertem '* C-Chloramphenicol) zu nicht umgesetztem in Prozent angegeben.
Statistische Auswertung aus drei unabhdngigen Experimenten mit Angabe der Standardabweichungen.
B. Apoptosebestimmung von S49.1-Zellen, die nicht oder mit 0,1 pM Dex und/oder 1 uM Rapamycin fiir die
angegebenen Zeiten behandelt wurden, nach der Annexin V-Methode. Prozentualer Anteil von apoptotischen
Zellen ist angegeben.
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Glukokortikoid-induzierter Apoptose berichtet (Ning und Sanchez, 1993; Shi et al., 1995;
Ishizuka et al., 1997).

Die negative Regulation von RAP46/BAG-1 bei gleichzeitiger Steigerung der GR-Funktion
durch Rapamycin und die negative Regulation der GR-Funktion durch Expression von RAP46
in S49.1-Zellen sind gute Indizien dafiir, dal RAP46 ein negativer Regulator der GR-Funktion
ist. Dies wiirde bedeuten, daf bei konstitutiver Expression von RAP46, Rapamycin keinen
Einfluf auf Dex-induzierte Apoptose hitte. Es wurde daher als néchstes untersucht, ob RAP46-
Expression in S49.1-Zellen, die negative Regulation von BAG-1 durch Rapamycin ausgleichen

kann.

RAP46-exprimierende Klone sind auch bei gleichzeitiger

Rapamycinbehandlung resistent gegen Glukokortikoide

Die BAG-1-Expression in S49.1-Zellen wird durch Rapamycin negativ reguliert und korreliert
invers mit der Glukokortikoidrezeptor-(GR)-Aktivitdt. Um zu bestétigen, dafl die Reduktion der
BAG-1-Menge direkt fiir die Steigerung der glukokortikoidinduzierten Apoptose verantwortlich
ist, wurden Apoptosebestimmungen in RAP46-exprimierenden Klonen durchgefiihrt, mit der
Erwartung, daf} die konstitutive Expression von RAP46, Apoptose durch Dexamethason (Dex)
auch in Gegenwart von Rapamycin verhindert. Dazu wurden RAP46-exprimierende S49.1-
Zellen verschieden lange mit Dex in An- und Abwesenheit von Rapamycin kultiviert und
Apoptose durch Annexin V-Bindung durchfluzytometrisch bestimmt. Es zeigte sich, dafl Dex-
Behandlung, auch in Gegenwart von Rapamycin, zu keiner verstirkten Annexin V-Bindung
der Klone (exemplarisch Klon 1) fiihrt (Abb. 26). Dieses Experiment bestétigt demnach die
negative Regulation der GR-Funktion durch RAP46, das durch Expression in S49.1-Zellen
vollstandig die Verringerung der BAG-1-Expression funktionell kompensiert.

Die Analysen des zweiten Teils dieser Arbeit etablierten demnach RAP46 als einen negativen

Regulator der GR-Funktionen.
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Abb. 26: Apoptose von RAP46-exprimierenden S49.1-Zellen wird auch in Anwesenheit von Rapamycin
nicht durch Dexamethason induziert. RAP46-exprimierende S49.1-Zellen (exemplarisch Klon 1) wurden
unterschiedlich lange mit 0,1 pM Dex und/oder 1 pM Rapamycin behandelt und anschlieBend Apoptose-
Messungen nach der Annexin V-Methode durchgefiihrt. Der relative Anteil apoptotischer Zellen ist in Prozent

angegeben.
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Diskussion

Glukokortikoide sind wegen ihrer biologischen Wirksamkeit weit verbreitete therapeutische
Substanzen bei der Behandlung verschiedenster Krankheiten. Besonders der Einflu} auf Zellen
des  Immunsystems hat die  Glukokortikoidhormone  als  Bestandteil  von
entzlindungshemmenden und immunsupprimierenden Medikamenten etabliert.

Fir seine genaktivierenden wund genreprimierenden  Funktionen bendtigt  der
Glukokortikoidrezeptor (GR) offensichtlich noch die Wechselwirkung mit zusétzlichen
Faktoren. Die funktionelle Analyse solcher Koaktivatoren bzw. kdnnte neue Moglichkeiten zur
Entwicklung von therapeutischen Substanzen, die Glukokortikoid-Wirkungen in gewiinschter
Weise modulieren, erdffnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Mechanismen, die zur Wachstumshemmung einer
Thymomezellinie durch Glukokortikoide fiihren, genauer untersucht. Zunidchst wurde der
Einfluf von Hormonbehandlung auf die Expression von Zellzyklusproteinen analysiert. Durch
die Verwendung von dissoziierenden Glukokortikoidrezeptoren wurde der Beitrag der
genaktivierenden und genreprimierenden Eigenschaften des GR zum Zellzyklusblock und der
Apoptose bestimmt. Im letzten Teil der Arbeit wurde eine funktionelle Analyse des mit dem
Glukokortikoidrezeptor interagierenden Proteins RAP46 durchgefiihrt, mit der Fragestellung,
ob die Interaktion eine physiologische Konsequenz hat, d.h. ob RAP46 mit den
transkriptionellen Eigenschaften des GR und dem Glukokortikoid-induzierten Zellzyklusblock

oder der Apoptose interferiert.

Teil 1: Beitrag von Transaktivierung und Transrepression bei dem
Glukokortikoid-induzierten Zellzyklusblock und der Apoptose von
T-Zellen

Zellen des Immunsystems, insbesondere T-Zellen, reagieren auf Glukokortikoide mit einer
Wachstumshemmung, die durch Verzdgerung der Proliferation und/oder Induktion von
Apoptose verursacht wird. Die molekulare Basis der Glukokortikoid-Wirkungen ist die
Modulation der Genexpression, wobei die Expression von Genen durch Glukokortikoide
positiv oder negativ beeinflult werden kann. Eine wichtige Frage in diesem Zusammenhang ist,
welcher Einflufl auf die Genexpression fiir die niitzlichen und welcher fiir die unerwiinschten
Effekte bei Glukokortikoid-Therapien verantwortlich ist. Da inzwischen allgemein angenommen
wird, daB der Induktion und Repression von Genen durch Glukokortikoide verschiedene
molekulare Mechanismen zu Grunde liegen, besteht die Hoffnung, Substanzen zu entwickeln,
die selektiv aktivieren oder reprimieren konnen. Mit solchen "dissoziierenden Liganden" des
Glukokortikoidrezeptors kann versucht werden, selektiv die verschiedenen physiologischen
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Funktionen des Glukokortikoidrezeptors zu induzieren und damit nachteilige Nebenwirkungen

zu minimieren oder zu vermeiden.

Die Rolle von p27°"" bei der Proliferationshemmung durch
Glukokortikoide

Der Ubergang von der Gl- in die S-Phase des Zellzyklus setzt die sequentielle
Phophosphorylierung von Substraten wie das Retinoblastomgenprodukt Rb oder Histon durch
zyklinabhingige Kinasen (cdks) voraus. Die Zellzyklusprogression wird durch Substanzen
verhindert, die die Aktivitdt von cdks negativ beeinflussen (Zellzyklusblock). Dies kann z.B.
durch negative Regulation der Menge von Zyklinen (cycs), den katalytischen Untereinheiten der
cdks und der cdks selbst geschehen. Eine weitere Moglichkeit, die Aktivitit von cdks zu
hemmen, wird durch inhibitorische Proteine, den cdk-Inhibitoren (cdklIs) ermdglicht. Die
Induktion solcher cdk-Inhibitoren fiihrt zur Zerstorung oder Inaktivierung von cyc/cdk-
Komplexen und somit zu einem effektiven Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus.

Der cdk-Inhibitor p27%¢" akkumuliert nach verschiedenen antimitogenen Stimuli wie cAMP
(zyklisches Adenosinmonophosphat) oder TGFB und hemmt die Aktivitdt der cdk4 und cdk2
(Kato et al., 1994; Polyak et al., 1994). Besonders in T-Zellen besteht eine inverse Korrelation
von Aktivierung/Wachstum und der Menge von p27%*! (Kwon et al., 1996; Kwon et al., 1997)
In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob die Glukokortikoid-induzierte
Wachstumshemmung der Thymomzellinie S49.1 durch eine Induktion von p27%%' erfolgen

konnte.

Regulation von Zellzyklusproteinen durch Glukokortikoide in
S49.1-Zellen

Die Behandlung von S49.1-Zellen mit Dexamethason (Dex) fiihrte zu einer deutlichen
Wachstumshemmung durch Akkumulation von Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus. Dieser
G1-Block korrelierte mit einer Zunahme der aktiven hypophosphorylierten Form des
Retinoblastomproteins (Rb). Die Verinderung im Phosphorylierungsstatus von Rb liefl einen
negativen EinfluB von Glukokortikoiden auf die Aktivitdt von cdks vermuten. Urséchlich fiir die
Aktivierung von Rb und den Zellzyklusblock in S49.1-Zellen koénnte die Hemmung der
Expression von Zyklinen (cycs) und zyklinabhéngigen Kinasen (cdks) sein. Dex-Behandlung
fiihrte zu einer starken Verringerung der Mengen von cyc D3 und cdk4 und zu einer weniger
deutlichen Erniedrigung der Menge von cdk2, wihrend die cyc E-Menge auch nach léngerer
Hormonbehandlung anndhernd konstant blieb.

Die negative Regulation von cyc D3 ist eine bekannte Glukokortikoid-Wirkung auf T-Zellen
(Reisman und Thompson, 1995). Die negative Regulation von cyc D3 kann aber nicht allein
fiir den Glukokortikoid-induzierten Zellzyklusblock verantwortlich sein. Dies weil man aus

Experimenten, bei denen cyc D3 in einer T-Zellinie iiberexprimiert wurde. Dabei fand man
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heraus, daB die Uberexpression zwar die negative Regulation von cyc D3 und der cdk4-
Aktivitdt kompensiert, aber dennoch Glukokortikoide das Wachstum effizient hemmten (Rhee et
al., 1995). Es mufite demnach noch andere Mechanismen geben, durch die Glukokortikoide den
Zellzyklus von T-Zellen blockieren.

Zusitzlich zur negativen Regulation von Zyklinen und cdks, fiihrt die positive Regulation von
cdk-Inhibitoren zu einem Block im Zellzyklus. P27%%! ist ein wichtiger cdk-Inhibitor, der durch
diverse antimitogene Stimuli in T-Zellen positiv reguliert wird. Es wurde daher der Einflul von
Hormonbehandlung auf die Expression von p27%*' untersucht.

Es stellte sich heraus, daB Dex-Behandlung von S49.1-Zellen, zu einer deutlichen
Akkumulation von p27%f.Protein fithrt und die cdk2-Aktivitdt nach spitestens 24 Stunden
Behandlung vollstdndig gehemmt ist. Die cdk2-Hemmung ist mit groer Wahrscheinlichkeit auf
die Induktion von p27%*'-Protein zuriickzufiihren, da sich nach Dex-Behandlung verstirkt
p27%*" im cyc E/cdk2-Komplex befand. Damit konnte in T-Zellen zum ersten Mal die
Proliferationshemmung durch Glukokortikoide mit der Induktion von p27%#' und der Hemmung
der cdk2-Aktivitdt in Verbindung gebracht werden. Bis vor kurzem war weder die Induktion
von p27%* noch die Hemmung der cdk2-Aktivitdt durch Glukokortikoide bekannt. Erst in
letzter Zeit wurde, auch in S49.1-Zellen, eine Induktion von p27%*' berichtet, aber kein Effekt
auf cdk-Aktivititen oder Zellzyklusverteilung gezeigt (Rogatsky et al., 1997). Die Autoren
behaupteten, dafl Glukokortikode nur in Abwesenheit von Rb-Expression die Expression von
p21 bzw. p27¥*! induzieren. Dies wurde in Glukokortikoidrezeptor (GR) iiberexprimierenden
Osteosarkomzellinien gezeigt, die entweder endogenes Rb exprimierten oder Rb-defizient waren
(Rogatsky et al., 1997). Die Abwesenheit von Rb-Expression ist aber keine generelle
Voraussetzung fiir die positive Regulation der p27%*'-Expression, da die in dieser Arbeit
verwendeten S49.1-Zellen Rb exprimieren. Eine Zelltypspezifitat beziiglich dem Einfluf3 von
Glukokortikoiden auf Zellzyklus-regulierende Proteine kann demnach nicht von der Rb-
Expression abhingig sein.

Dennoch deuten neuere Verdffentlichungen immer mehr auf zelltypspezifische Wirkungen von
Glukokortikoiden hin. So wurde gezeigt, dal Glukokortikoid-Behandlung einer Hepatom- und
einer Fibroblastenzellinie zu einem Zellzyklusblock in G1 fithrit (Ramos et al.,, 1996;
Ramalingam et al., 1997). Dies korrelierte mit der Induktion des cdk-Inhibitors p21 und der
Hemmung der cdk4- bzw. cdk2-Aktivitit (Cha et al., 1998; Ramalingam et al., 1997). Keinen
Effekt hatte Hormonbehandlung auf die Zyklin- und cdk-Mengen und auf den cdk-Inhibitor
p27%r,

In dieser Arbeit wurde -eindeutig nachgewiesen, daf der Glukokortikoid-induzierte
Zelizyklusblock der Thymomlinie S49.1, mit der Induktion der p27¥®!-Proteinmenge korreliert.
Auch wenn der Einflu auf die Expression anderer cdk-Inhibitoren, wie z.B. p21, nicht
eindeutig geklart ist, kann man davon ausgehen, daB die p27¥'-Akkumulation am
Glukokortikoid-induzierten Zellzyklusblock beteiligt ist.
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Weitere Analysen miissen die zelltypspezifische Induktion von p27%#-Protein bestitigen. Ein
geeignetes Zellsystem ist das von peripheren T-Zellen in vitro. Diese befinden sich im nicht
aktivierten Zustand in der GO-Phase des Zellzyklus. Durch Antigen- bzw. CD3-Stimulation
treten die T-Lymphozyten in die G1-Phase ein und durch Kultur in IL-2-(Interleukin 2)-
haltigem Medium wird die Proliferation fiir eine begrenzte Zeitdauer aufrecht erhalten. Das
Fortschreiten im Zellzyklus korreliert in diesem System mit einer schnellen Verringerung der
Menge von p27“¢-Protein und -mRNA (Kwon et al., 1996). Parallel dazu werden die
zyklinabhéngigen Kinasen cdk4 und cdk?2 aktiviert (Kwon et al., 1997). In diesem Zellsystem
wire es interessant zu untersuchen, ob die Glukokortikoid-Behandlung von GO-Lymphozyten
die negative Regulation von p27%*' verhindert oder in proliferierenden T-Lymphozyten p27%?'-
Protein induziert. In einem &hnlichen Zellsystem war durch Dexamethason-Behandlung
moglich, die Proliferation von bestimmten T-Zellklonen zu hemmen (Tuosto et al., 1994).
Solche Zellsysteme sollten sich auch dazu eignen, die Notwendigkeit der p27%*'-Induktion fiir
den Zellzyklusblock durch Glukokortikoide zu beweisen, da inzwischen Mauslinien existieren,
die kein funktionelles Allel fiir p27**' mehr besitzen (p27**! "knock out"). Wenn die Induktion
von p27%¢-Protein kausal fiir die Proliferationshemmung durch Glukokortikoide ist, dann
sollten p27%** -/- T-Zellen durch Hormonbehandlung nicht oder deutlich weniger stark gehemmt
werden. Solche Experimente werden in naher Zukunft an unserem Institut durchgefiihrt.

Zwei Mechanismen der Induktion von p27%®': Stabilisierung von

p27¥*..Protein und Aktivierung der Transkription

Da die positive Regulation von p27%"* noch nicht bekannt war, wurde der mogliche
Mechanismus untersucht, wie Glukokortikoide die Expression von p27**' induzieren.

Diverse antimitogene Stimuli sind als Induktoren der p27%*'-Proteinmenge beschrieben. So sind
zB. cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) und TGFB (Transformierender
Wachstumsfaktor B) wirksame Inhibitoren der T-Zellproliferation und Induktoren der p27%¥'-
Proteinmenge. Dabei waren posttranslationelle Mechanismen an der p27%*-Induktion beteiligt
(Kato et al., 1994; Polyak et al., 1994).

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit stellte sich heraus, daf tatsdchlich posttranslationelle, aber

zusitzlich noch transkriptionelle Mechanismen zur Akkumulation von p27%*'-Protein beitragen.
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Stabilisierung von p27*"-Protein durch Glukokortikoide

Die Vorbehandlung von S49.1-Zellen mit Dexamethason verldngerte die Halbwertszeit von
p27%"'-Protein auf mehr als drei Stunden. Im Gegensatz dazu lag die Halbwertszeit von p27%¥-
Protein in unbehandelten Zellen bei einer bis zwei Stunden. Dies deutet auf einen
posttranslationellen Mechanismus hin, der die Degradation von p27%*'-Protein verzdgert oder
verhindert. Tatséchlich ist fiir p27*** eine Regulation der Proteinmenge durch das proteolytische
Ubiquitinsystem bekannt (Pagano et al., 1995). So konnte ein, in serumgehungerten Zellen
verzogerter, spezifischer Abbau von p27%*'-Protein durch Komponenten des Ubiquitinsystems
gezeigt werden. Aus diesen Experimenten wurde postuliert, da die Verlingerung der
Halbwertszeit von p27%#!-Protein durch Inhibition des Ubiquitin-Degradationssystems geschieht
(Pagano et al., 1995).

Die Degradation durch das Ubiquitinsystem wird oft durch die Phosphorylierung des
abzubauenden Proteins eingeleitet. Ein sehr gut untersuchtes Beispiel hierfiir ist der stimulierte
Abbau des Inhibitorproteins von NF-xB, IxkB. Dabei fiihrt eine durch mitogene Signale
induzierte Signalkaskade zu einer Phosphorylierung von Serinen im IxB-Molekiil. Diese
Phosphorylierung macht IxB fiir das Ubiquitinsystem zugénglich, welches zum Abbau von
IxB, der Freisetzung und anschlieBenden transkriptionellen Aktivitdit von NF-xB fiihrt
(Wulczyn et al., 1996). Die Markierung von p27**'-Protein fiir das Ubiquitinsystem konnte
ebenfalls durch Phosphorylierung geschehen. So ist verschiedenen, neueren Publikationen zu
entnehmen, da} p27*# an einer Threoninposition durch cdk2 phosphoryliert und dadurch
destabilisiert werden kann, im Gegensatz zu einer Mutante mit einem Aminosiurenaustausch an
dieser Position (Vlach et al., 1997; Sheaff et al., 1997).

Von einigen Substanzen weil man, daB sie die Menge von p27%*! ohne einen Einfluf} auf die
Transkription induzieren. So steigert die Behandlung von T-Zellen mit cAMP, Wortmannin
oder Rapamycin die Menge an p27**'-Protein, nicht aber die von p27¥*'-mRNA (Kato et al.,
1994; Brennan et al., 1997; Nourse et al., 1994). Allen drei Substanzen ist die Hemmung des
PI3-Kinase-Signalwegs gemeinsam, wobei die molekularen Wirkmechanismen der Hemmung
nur fiir Wortmannin und Rapamycin bekannt sind.

Auch Dexamethason-Behandlung von S49.1-Zellen interferierte mit dem PI3-Kinase-
Signalweg. Es konnte eine deutliche Repression der Phosphorylierung der p70/p85 S6Kinase,
einer Komponente des PI3-Kinase-Signalwegs unterhalb der PI3-Kinase, beobachtet werden.
Die Hemmung des PI3-Kinase-Signalwegs durch Glukokortikoide ist nicht auf S49.1
beschrdnkt, sondern konnte auch in einer anderen T-Zelllinie gezeigt werden
(Monfar & Blenis, 1996). Die genauere Analyse des Mechanismus ergab, daf3
Glukokortikoide unterhalb der PI3-Kinase, aber nicht direkt die p70 s6Kinase mit dem PI3-
Kinase-Signalweg interferieren. Der negative Einflul von Glukokortikoiden wird dabei sehr
wahrscheinlich von einem durch Hormon induzierten Faktor vermittelt, da die Hemmung der
p70 S6Kinase nur in Anwesenheit von Transkription erfolgt (Monfar & Blenis, 1996). Auf
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welcher Stufe des PI3-Kinase-Signalwegs wirkt dieser hypothetische, hormoninduzierte Faktor
? Eine Antwort darauf konnte die Bestimmung des Einflusses von Dexamethason auf andere
Komponenten des PI3-Kinase-Signalwegs geben. Zwei solcher Molekiile, die als wichtige
Komponenten der Wachstumskontrolle von T-Zellen angesehen werden, sind die durch Lipide
aktivierbaren Kinasen PKB (Proteinkinase B) und mTOR ("mamalian target of rapamycin";
Brennan et al., 1997, Thomas und Hall, 1997). Wenn die Inhibition des PI3-Kinase-
Signalwegs durch Glukokortikoide durch Interferenz mit der Aktivitit einer dieser beiden
Molekiile vermittelt wird, dann sollte durch Uberexpression von konstititiv aktiver PKB oder
mTOR der stabilisierende Effekt von Glukokortikoiden auf p27%*'-Protein aufgehoben werden.
Da zudem die Aktivierung von PKB durch eine Phosphorylierung der Kinase erfolgt, konnte
man durch Verwendung von in der Zwischenzeit verfiigbaren phosphospezifischen
Antikorpern, den Einflu von Hormon auf die Aktivitit der PKB bestimmen. Tatséchlich
konnte in ersten Experimenten die Phosphorylierung von PKB in S49.1-Zellen durch
Dexamethason-Behandlung verringert werden. Diese vorldufigen Beobachtungen bediirfen aber
noch weiterer Bestidtigung. Auch wenn eine Beteiligang der PKB an der
Stabilisierung/Destabilisierung von Zellzyklusfaktoren bisher nicht direkt gezeigt werden
konnte, ist ihr Beitrag zur Proliferation von T-Zellen unbestritten (Brennan et al., 1997).

Aktivierung der p27“*'-Transkription durch Glukokortikoide

Uberraschenderweise konnte in dieser Arbeit, zusitzlich zur Stabilisierung von p27%*'-Protein,
noch die Aktivierung der Transkription von p27%* gezeigt werden.

Die Behandlung von S49.1-Zellen mit Dexamethason fiihrte bereits nach vier Stunden zu einer
signifikanten Induktion der p27%»-mRNA-Menge, die nach spétestens 24 Stunden maximal war
und bis mindestens 48 Stunden nach Behandlung anhielt. Eine Erh6hung von p27%"'-mRNA
wurde bisher noch nicht beschrieben, lediglich eine negative Regulation durch CD3-Aktivierung
von T-Zellen konnte eindeutig nachgewiesen werden (Kwon et al., 1996). Nur das Dioxin
TCDD (2, 3, 7, 8-Tetrachloro-di-benzo-P-Dioxin) verstidrkt ebenso die Transkription von
p27%°', (Kumar Kolluri, IGEN, perstnliche Mitteilung).

Die genauere Analyse des Mechanismus der p27%"-mRNA-Induktion zeigte, daB Dex-
Behandlung zu einer Aktivierung des p27%*'-Promotors filhrt und daher von einem
transkriptionellen Mechanismus auszugehen ist. Durch Verwendung von verschieden langen
Promotor-Reportergenkonstrukten konnte ein minimaler Bereich von etwa 600 bp vor dem
Transkriptionsstart bestimmt werden, der ausreicht, um durch Hormon aktiviert zu werden.
Innerhalb dieses Promotorbereichs wurde eine potentielle Bindesielle fiir den
Glukokortikeidreieptor von der Position -462 bis -448 identifiziert. Die 3 gelegenen 6 Basen
mit der Sequenz TGTCCT entsprechen der stark konservierten rechten Hilfte der
Konsensussequenz eines Glukokortikoid-reagierenden Elements (GRE). Aufierdem war ein
200 bp-Fragment, welches das potentielle GRE enthielt, in der Lage, Aktivierbarkeit eines
heterologen Promotors durch Hormon zu vermitteln. Um einen Hinweis zu bekommen, ob die
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potentielle GR-Bindestelle funktionell ist, wurden zwei Basen so verédndert, daB3 keine Bindung
des Rezeptor mehr moglich sein sollte. Es stellte sich heraus, da3 die beiden Mutationen, im
Kontext des -615-p27-Reporterkonstrukts, die Induzierbarkeit um etwa 40 % verringerten.
Interessanterweise konnte diese Oligosequenz, im Gegensatz zur Wildtypsequenz, nicht mehr
mit einem Konsensus-GRE in Gelretardationsanalysen um die Bindung des
Glukokortikoidrezeptors kompetitieren (Jean Schneikert, IGEN). Beide Experimente machen
eine direkte Bindung des aktivierten Glukokortikoidrezeptors an das potentielle GRE
wahrscheinlich. Dennoch konnte in vorldufigen Experimenten keine Bindung des Rezeptors an
das p27-GRE gezeigt werden. Dies konnte bedeuten, daB die Bindung nicht sehr stark ist
und/oder vielleicht zusitzliche Faktoren fiir die DNA-Bindung des Glukokortikoidrezeptors
notwendig sind. Dafiir spricht auch die in dieser Arbeit gefundene Cykloheximid-Sensitivitét
der p27%*'-mRNA-Induktion. Die Bindung eines solchen zelltypspezifischen Faktors sollte
innerhalb der 200 bp-Sequenz erfolgen, die Glukokortikoid-Induzierbarkeit vermittelte.
Innerhalb dieser 200 bp-Sequenz befindet sich neben der potentiellen Bindestelle fiir den GR
noch eine vermutliche "CCAAT-Box". Es ist daher gut moglich, daf die
Transkriptionsfaktoren, die an diese "CCAAT-Box" binden, fiir die Basalaktivitit des GRE-tk-
LUC verantwortlich sind. Auf welche Weise der GR auf diese Sequenz Einflu nimmt, kann im
Moment nur Spekulation sein. Entweder der GR bindet an das potentielle GRE, dann miifte er
die zuvor gebundenen Faktoren zumindest teilweise verdringen oder der GR aktiviert die
Expression von Transkriptionfaktoren, die dann verstirkt an die CCAAT-Box binden und die
Transkription von p27%*! induzieren.

Drei der am ehesten dafiir in Frage kommenden Trankriptionsfaktoren sind Mitglieder der
C/EBP, NF-Y- und CTF/NF-1-Familien. Dabei handelt es sich um strukturell voneinander sehr
unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, denen lediglich die Bindung an CCAAT-Boxen von

Promotoren gemeinsam ist.
Die C/EBP-Familienmitglieder (u.a. C/EBPa, B und 8) sind dadurch gekennzeichnet, daB sie

untereinander Homo- und Heterodimere ausbilden konnen und dafl die unterschiedlichen
Formen fiir die gewebespezifische Expression bestimmter Gene verantwortlich sind. So wurde
interessanterweise in Hepatomzellen, die durch Glukokortikoide im Wachstum gehemmt
werden, eine Induktion von p21, nicht aber von p27%*' beobachtet, wobei die Aktivierung der
p21-Transkription zum Grofteil durch Induktion von C/EBPa vermittelt wurde (Ramos et al.,
1996; Cha et al., 1998; Cram et al., 1998).

Ob, und welche C/EBP-Mitglieder in S49.1-Zellen eine Rolle bei der positiven Regulation der

p27Kip1l-Expression spielen, miissen zukiinftige Untersuchungen erweisen.
Im Moment kann aber noch nichts iiber die Identitéit des an die CCAAT-Box bindenden Faktors

gesagt werden.
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Rolle von  Transaktivierung und  Transrepression beim
Glukokortikoid-induzierten Zellzyklusblock

Es besteht ein grofles Interesse an pharmakologisch wirksameren Glukokortikoiden. Um dies
zu erreichen, miissen die Mechanismen der Glukokortikoidrezeptor-(GR)-Wirkungen genauer
verstanden werden. In dieser Arbeit wurde der Beitrag der Transaktivierungs- und
Transrepressions-Funktionen des GR zum Zellzyklusblock und zur Apoptose untersucht.

Dazu wurden GR-negative S49.1G3.R1 durch virusproduzierende QE-Zellen mit den fiir
Wildtyp-GR und LS7-Mutante codierenden RNAs stabil infiziert und auf Expression der
integrierten cDNAs getestet. Es wurde ein Wildtyp-GR und drei LS7-Mutante exprimierende
Klone erhalten. Durch Reportergenanalysen wurde gezeigt, da die stabile Expression die
erwarteten transkriptionellen Eigenschaften der Rezeptoren in den S49.1G3.R1 rekonstituiert.
Der Wildtyp-GR-exprimierende Klon aktivierte nach Hormonbehandlung effizient ein durch den
MMTV-Promotor reguliertes Reportergen und hemmte deutlich die induzierte Aktivitit eines
AP-1-abhéngigen Reporters. Im Gegensatz dazu aktivierten die LS7-Mutante exprimierenden
Klone den MMTV-Promotor kaum, hemmten aber immer noch effektiv die induzierte AP-1-
Reporteraktivitit. Da sie sich demnach wie "dissoziierende Rezeptoren" verhielten, waren die
LS7-Klone fiir weitere funktionelle Analysen geeignet. Das Interesse bestand darin,
herauszufinden, ob die genreprimierenden Eigenschaften des GR ausreichen, um den Zellzyklus
zu blockieren.

Zur Uberraschung fiihrte weder die Dex-Behandlung des Wildtyp-GR- noch die eines
L.S7-Klons zu einem signifikanten Zellzyklusblock. Dies bedeutet, dafl die Rekonstitution von
genaktivierenden und genreprimierenden GR-Funktionen nicht geniigt, den Glukokortikoid-
induzierten Zellzyklusblock in S49.1G3.R1 wiederherzustellen.

Die Analyse, der in S49.1-Zellen durch Dex regulierten Zellzyklusfaktoren ergab, daf in den
stabilen Zellinien weder eine negative Regulation von Zyklin D3 (cyc D3), noch eine positive
Regulation von p27*** durch Dex erfolgt. Dieses ist somit sehr wahrscheinlich die Ursache fiir
die Resistenz gegen Glukokortikoid-Behandlung der Klone. Warum cyc D3 und p27%*' nicht
durch Glukokortikoide reguliert werden, dariiber kann im Moment nur spekuliert werden. Die
Tatsache, daf beide Zellzyklusfaktoren betroffen sind, deutet auf die Beeintrdchtigung der GR-
Signalleitung eines gemeinsamen Mechanismus hin. Die Transaktivierungs- und
Transrepressioneigenschaften des Wildtyp-GR und der LS7-Mutanten schliefen einen Defekt
der hormoninduzierten Transformation des GR aus. Denkbar ist aber, daf ein durch
Glukokortikoide induzierter Faktor fiir die negative bzw. positive Regulation von cyc D3 bzw.
p27%"" notwendig ist, der in den stabilen Klonen nicht durch Dex induziert werden kann. Dafiir
sprechen Experimente zum Mechanismus der negativen Regulation der cyc D3-mRNA, deren
Stabilitit anscheinend durch einen Glukokortikoid-induzierten Faktor verringert wird
(Reisman & Thompson, 1995). Der Defekt in den stabil exprimierenden Klonen wird wohl
erst dann klar, wenn der Mechanismus der
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p27%*'-Promotoraktivierung aufgeklart ist (siehe oben).

Durch diesen experimentellen Ansatz konnte zwar nicht gekldrt werden, welcher der beiden
transkriptionellen Eigenschaften des GR den Zellzyklusblock von T-Zellen vermittelt, doch die
Voraussetzung von Transkription bei der negativen Regulation von cyc D3 und die
Cykloheximidsensitivitdt der positiven Regulation von p27*¥', sind gute Argumente, um zum
gegenwirtigen Zeitpunkt von Genaktivierung durch den GR auszugehen.

L]

Unabhéangigkeit von Glukokortikoid-induziertem Zellzyklusblock
und Apoptose

Die Glukokortikoid-induzierte Apoptose in S49.1-Zellen hatte alle morphologischen und
biochemischen Charakteristika des programmierten Zelltods: Fragmentierung des Zellkerns,
Induktion einer DNA-Leiter durch Endonukleaseaktivitdt, Verdnderung der Lipidexposition in
der Plasmamembran, die proteolytische Spaltung von PARP (Polyadenosinribosyl-Polymerase)
und die Verhinderung der Apoptose in Gegenwart von Caspaseinhibitoren.

Die stabile Expression des Glukokortikoidrezeptors (GR) in Zellen, die zuvor die Expression
des GR verloren hatten, rekonstituierte die hormoninduzierte Apoptose. Dies bestitigt noch
einmal, dal die Glukokortikoid-induzierte Apoptose ein GR-abhingiger Prozess ist.

Die Rekonstitution des apoptotischen Programs hatte etwas iiberrascht, da der Zellzyklusblock
durch die stabile Expression des GR in S49.1G3.R1 nicht wiederhergestellt wurde. Dies
bedeutet, dal der Zellzyklusblock an sich, keine notwendige Voraussetzung fiir die
Gukokortikoid-induzierte Apoptose ist; die Apoptose scheint vielmehr unabhéngig von der
Regulation von Zellzyklusfaktoren durch Hormon induzierbar zu sein. Dies haben Experimente
in den stabil exprimierenden S49.1G3.R1 bestitigt, wo trotz Expression des transkriptionell
aktiven GR, kein Einfluf auf die Expression der Zellzyklusfaktoren Zyklin D3 (cyc D3) und
p27%# durch Dexamethason erfolgte. Da aulerdem Rapamycin-Behandlung von S49.1-Zellen
zur Induktion der p27%*'-Menge und eines G1-Zellzyklusblocks fiihrte, aber auch nach ldngerer
Behandlung keine Apoptose in S49.1-Zellen ausloste, ist es unwahrscheinlich, dafl die
Glukokortikoid-induzierte Apoptose in S49.1-Zellen durch die negative Regulation von cyc D3
oder p27%*' erfolgt. Dennoch wird auch eine Induktion von Apoptose in Zellen durch
Uberexpression von p27%* berichtet. Die Autoren beschreiben die Adenovirus-vermittelte
Uberexpression von p27%*' in einer Reihe von Tumorzellinien, die zur Apoptose der infizierten
Zellen fiihrt (Katayose et al., 1997, Wang et al., 1997). Doch scheint die

ektopische Uberexpression nicht die physiologische Funktion von p27<"' widerzuspiegeln, da
neuere Publikationen, im Gegenteil, die Inaktivierung von p21 und p27%" und resultierende
Aktivierung der cdk2 mit der Einleitung von Apoptose in Verbindung bringen (Levkau et al.,
1998). Dies deutet auf antiapoptotische Funktionen der beiden cdk2-Inhibitoren hin. Denkbar
wire, dafl die antiapoptotische Funktion von p21 und p27%*' durch Inaktivierung der cdk2 in
einer Phase des Zellzyklus erfolgt (wahrscheinlich G1-Phase), wo cdk2-Aktivitit Apoptose
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induzieren wiirde. In diesem Zusammenhang wire es interessant zu erfahren, ob die cdk2 mit
Beginn der Apoptose in S49.1-Zellen wieder aktiviert wird.

Zumindest fiir die Glukokortikoid-induzierte Apoptose von Thymozyten ist p27%¢' nicht
notwendig. Dies haben Experimente gezeigt, wo Thymozyten aus Maiusen, die kein
funktionelles Allel fiir p27%"' exprimierten ("p27**-knock out"), durch Glukokortikoid-
Behandlung immer noch in die Apoptose gingen (Kiyokawa et al., 1996).

Da die hormoninduzierte Apoptose von Thymozyten aber nur in Gegenwart von
Proteinbiosynthese erfolgt (Wyllie, 1980),mufl es Gene geben, die durch Glukokortikoide
positiv reguliert werden und die Induktion der Apoptose vermitteln.

Rolle von Transaktivierung und Transrepression bei der

Glukokortikoid-induzierten Apoptose von T-Lymphomen

Die Glukokortikoid-induzierte Apoptose ist eine Funktion des Glukokortikoidrezeptors (GR)
und die Folge verinderter Genexpression Thymozyten, die kein funktionelles Allel fiir den GR
exprimieren ("GR-knock-out") sind resistent gegeniiber Hormonbehandlung (Cole et al.,
1995).

Aus therapeutischen Griinden besteht ein grofies Interesse daran zu wissen, welcher Einflufl auf
die Genexpression fiir die lympholytische Wirkung von Glukokortikoiden verantwortlich ist.
Dabei geht es darum, ob Glukokortikoide durch Induktion der Expression von proapoptotischen
Genen ("Lysisgene") oder durch Repression von antiapoptotischen Genen ("Uberlebensgene")
Apoptose verursachen.

Die stabile Infektion von Wildtyp-GR und LS7-Mutante in S49.1G3.R1-Zellen fiihrte zur
Expression von transkriptionell aktiven Rezeptoren. Die Analyse der stabil exprimierenden
Klone ergab, dal die L.S7-Mutante exprimierenden Klone nur sehr schwach ein MMTV-
kontrolliertes Reportergen aktivierten, aber induzierte AP-1-Reportergenaktivitdt effizient
hemmten. Dies bestitigte frithere Experimente mit der gleichen GR-Mutante in anderen
Zellsystemen (Helmberg et al, 1995; Heck et al., 1997). Die Dex-Behandlung der LS7-Klone
filhrte in zwei von drei LS7-exprimierenden Klonen zu Apoptosis, was gegen einen
genaktivierenden Mechanismus bei der Glukokortikoid-induzierten Apoptose spricht. Die
Hemmung von AP-1-Aktivitdt scheint aber nicht ausreichend zu sein, da nicht alle LS7-
exprimierenden Klone durch Dex in die Apoptose gehen. Der Einflul von Hormonbehandlung
auf NF-xB-Reporteraktivitit war in den stabil transfizierten Zellinien nicht moglich. Daher
wurde die Glukokortikoid-Wirkung auf die Expression von c-myc untersucht und eine
Korrelation von negativer Regulation und Induktion von Apoptose in den LS7-exprimierenden
Klonen gefunden. Da die Transkription von c-myc zumindest zum Teil unter der Kontrolle von
NF-«B-Aktivitét steht, konnte die bekannte negative Interferenz des aktivierten GR mit der NF-
xB-Aktivitédt, gut mit der Auslosung von Apoptose in T-Zellen korrelieren.

Dies entspricht einer géngigen Vorstellung, nach der NF-xB als positiver Transkriptionsfaktor
fiir antiapoptotische Gene wirkt (Wu et al., 1996A). Dabei konnte c-myc eines von vielen durch
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NF-xB-Faktoren reguliertes antiapoptotisches "Uberlebensgenen" sein (Wu et al., 1996) und
folglich Hemmung dieser NF-«B-Uberlebensaktivitdt die Apoptose einleiten und
proapoptotische Signale wirksam werden lassen (Beg & Baltimore; Wu et al., 1996; Wang et
al., 1996; Van Antwerp et al., 1996; Liu et al., 1996). Dafiir spricht auch, daf} die
Uberexpression von c-myc in einer T-Lymphomzellinie teilweise vor hormoninduzierter
Apoptose schiitzt (Thulasi et al., 1993).

Die Untersuchungen zum Mechanismus der Glukokortikoid-induzierten Apoptose von
T-Lymphomen fiihrten teilweise zu kontroversen Ergebnissen beziiglich der Wichtigkeit von
genaktivierenden Eigenschaften des GR. Diese Experimente wurden mit aminoterminalen
Deletionsmutanten des GR durchgefiihrt, die keine positive Genregulation mehr vermitteln
konnten (Dieken und Miesfeld, 1992; Chapman et al, 1996). Leider wurden die
Transrepressions-Funktionen dieser Mutanten nicht untersucht, sodafl die Frage offen blieb,
wie wichtig diese Funktion fiir die Apoptose ist.

In anderen Untersuchungen, mit der DNA-Bindungsdefekten Mutante LS7 in Jurkat-
(Helmberg et al., 1995) und S49.1-Zellen (diese Arbeit) wurde aber eindeutig gezeigt, daf die
negative Regulation der Genexpression durch den GR ausreicht, fiir die Induktion von

Apoptose.
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Glukokortikoid-induzierte Apoptose von Thymozyten

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus Thymomen (diese Arbeit) und T-Lymphomen (Helmberg
et al., 1995), welche die Wichtigkeit der genreprimierenden Eigenschaften des
Glukokdrtikoidrezeptors (GR) bei der Apotose belegten, stehen zwei Publikationen, die sich mit
den Mechanismen der hormoninduzierten Apoptose von Thymozyten befafiten. Beide
Publikationen argumentieren fiir einen genaktivierenden Mechanismus bei der Glukokortikoid-
induzierten Apoptose. Bereits vor lingerer Zeit konnte gezeigt werden, dafl die Apoptose von
Thymozyten durch Glukokortikoide nur in Gegenwart von Proteinbiosynthese geschieht,
woraus man folgerte, daf ein hormoninduziertes Protein die Apoptose auslost (Wyllie, 1980).
Eine neuere Verdffentlichung berichtet iiber den Austausch des Wildtyp-GR mit einer
Dimerisierungs- und DNA-Bindungsdefekten Mutante durch homologe
Rekombinationstechniken in Méusen ("knock in, Dim-Maus") und dessen Auswirkungen auf
verschiedene physiologische Funktionen des GR. Dabei wurde unter anderem gezeigt, daf
diese Méduse Thymi haben, deren Thymozyten resistent gegen Glukokortikoide sind (Reichardt
et al., 1998). Da eine genauere Analyse bestitigte, daB diese GR-Mutante in verschiedenen, aus
der Maus isolierten Zelltypen (z.B. priméire Fibroblasten), kaum noch Transaktivierungs-, aber
volle Transrepressionsfunktion besa$}, unterstiitzte dies die Hypothese, daf3 die Aktivierung der
Genexpression durch den GR Apoptose einleitet.

Es scheinen daher unterschiedliche Mechanismen in Thymozyten und T-Lymphomen
vorzuliegen, durch die Glukokortikoide Apoptose induzieren. Zudem besteht der Thymus aus
Thymozyten von unterschiedlichen Reifungsstadien, die sich durch die Expression bestimmter
Oberflichen-Rezeptoren voneinander unterscheiden. Um einen Vergleich mit den in vitro-
Systemen etablierter Zellinien machen zu konnen, sollten Thymozyten-Subpopulation getrennt
untersucht werden, um sie mit den etablierten Zellinien vergleichen zu kénnen.

Es wire daher sehr wichtig zu erfahren, wie andere lymphoide Zellen, z.B. periphere T-Zellen
oder induzierte Lymphome, der "Dim-Maus" auf Glukokortikoide reagieren. Denkbar wire, dafl
Glukokortikoide in proliferierenden oder transformierten T-Zellen andere Mechanismen der

Lyse beniitzen, als in priméren, nicht proliferierenden Thymozyten.
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Teil2: BAG-1/RAP46 als negative  Regulatoren  der
Glukokortikoidrezeptor-Funktion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal RAP46 ein negativer Regulator der
Glukokortikoidrezeptor-(GR)-Funktionen ist. So verhinderte die stabile Expression von RAP46
in S49.1-Zellen vollstindig Transaktivierung und Transrepression durch den GR. Dies
bedeutet, daBl der GR unter dem Einflul der RAP46-Expression nicht mehr transkriptionell
aktiv ist.

In den RAP46-exprimierenden Klonen waren auch die physiologischen Funktionen des GR
inaktiviert. Dies bestdtigte die Erwartung, dafl der GR ohne seine transkriptionellen Funktionen
keinen Zellzyklusblock und keine Apoptose mehr auslosen kann.

Die inverse Korrelation von RAP46-Expression und GR-Funktion wurde durch Experimente
bestdtigt, in denen die endogene BAG-1-Expression in S49.1-Zellen durch Rapamycin-
Behandlung verringert wurde. Dies verstérkte die Apoptose durch den GR. Dieser Einflufl von
Rapamycin wurde durch RAP46-Expression in S49.1-Zellen volistdndig kompensiert.

Die urspriingliche Hoffnung, dafl die Experimente zur Aufklarung des Mechanismus der
Glukokortikoid-induzierten Apoptose beitragen, wurde nicht erfiillt. Da die RAP46-Expression
alle transkriptionellen Funktionen des GR inhibierte, konnten keine neuen Erkenntnisse zur
Rolle von Transaktivierung und Transrepression bei der hormoninduzierten Apoptose
gewonnen werden.

Die Experimente zeigten aber, dal RAP46-Expression zu einer vollstindigen Insensitivitdt von
Zellen fiihrt, die normalerweise durch Glukokortikoide in die Apoptose gehen.

Die Tatsache, da3 die Expression eines Proteins die niitzlichen, therapeutischen Wirkungen von
Glukokortikoiden vollstindig eliminiert, konnte die Ursache von sog. Resistenzphanomenen bei

Glukokortikoid-Therapien sein.

Mogliche physiologische Rolle von BAG-1/RAP46

Zukiinftige Experimente mussen zeigen, welche physiologischen Funktionen BAG-1/RAP46
haben. Dabei muf3 geklirt werden, ob die negative Regulation auf den Glukokortikoidrezeptor
(GR) beschrénkt ist und welche physiologischen Konsequenzen diese Funktion von RAP46
hat.

Verminderte GR-Funktionen sind hdufig die Ursache von ineffizienten Glukokortikoid-
Therapien (Lamberts, 1996). Die Analyse der molekularen Ursachen lie zwei unterschiedliche
Formen solcher Glukokortikoid-Resistenzen erkennen: Einmal "erbliche"” Formen, die durch
Mutationen im Glukokortikoidrezeptorgen erklért werden kdnnen (Lamberts, 1996; DeRijk und
Sternberg, 1997; Leung et al., 1998) und wesentlich hdufiger "erworbene" Resistenzen, die
sich scheinbar erst bei ldngerfristigen Therapien ausbilden (Lamberts, 1996; DeRijk und
Sternberg, 1997; Leung et al., 1998). Es besteht daher ein erhebliches Interesse daran, die
molekularen Ursachen von Glukokortikoid-Insensitivititen zu verstehen, um, wenn eine solche

Resistenz erkannt wird, andere Therapieansétze zu verfolgen. Falls GR-interagierende Proteine
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wie RAP46 zu solchen Insensitivitdten beitragen, wire die negative Regulation der Expression
solcher Molekiile, eine Moglichkeit bessere therapeutische Wirkungen zu erreichen.
Angenommen RAP46 wire an der Entwicklung einer Glukokortikoid-Resistenz beteiligt, dann
konnte das Immunsuppresiva Rapamycin, in Kombination mit Glukokortikoiden, durch die
negative Regulation von RAP46 die Resistenz liberwinden helfen. Zumindest fiihrte die
gleichzeitige Behandlung mit Rapamycin und Dexamethason zu einer Steigerung der Apoptose
von S49.1-Zellen.

Die Bestimmung der RAP46-Expression in Immunzellen von Patienten mit einer
Glukokortikoid-Insensitivitdt sollte einen moglichen Zusammenhang von RAP46 und der
Ausbildung von Glukokortikoid-Resistenzen zu erkennen geben.
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Material und Methoden

Material

Bezugsquellen der Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acetyl-Coenzym A
Acridinorange

Acrylamid/N,N”-Methylenbisacrylamid (30:0,8)

Agarose (SeaKem LE)
Ammoniumazetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Aprotinin

B-Mercaptoethanol

Bacto Agar

Bacto Hefeextrakt

Bacto Trypton
Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie Brilliant Blau R250
DEAE-Dextran

DEPC, Diethyl Pyrocarbonat
2°-Deoxynukleosid-5-Triphosphate
Di-Natriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

DMEM (synthetisches Kulturmedium)
DMSO

EDTA

Eichproteine, vorgeférbt
Essigsiure

Ethidiumbromid

Ethylazetat
Folin-Ciocalteus-Reagenz
Formamid

Fotales Kélberserum

Glyzerin

Glyzylglyzin
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Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Biozym, Hessisch Oldendorf

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
BioRad, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Serva, Heidelberg

Difco, Detroit

Difco, Detroit

Difco, Detroit

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Pharmacia, Freiburg
Fluka, Buchs Schweiz
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Gibco, Karlsruhe
Fluka, Buchs Schweiz
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Bio Whittaker, Verviers
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Harnstoff

HEPES

Isoamylalkohol
Isopropanol
Kaliumacetat
Kalziumchlorid
Kupfersulfat

Leupeptin

Lysozym
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol
Miobill-Plastikwolle
MOPS
N,N,N",N"-tertramethylenethylendiamin
N,N’-Dimethylformamid

N-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethan-Sulfonséure

Natriumazetat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumfluorit
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumpyrophosphat Na,P,0;,
Natriumhydroxid

Nonidet P40
Nukleosid-5"-Triphosphate
PMSF, Phenylmethylsulfonyl-Fluorid
Phenol

Rinderserumalbumin, Fraktion V (BSA)
RNase A

SDS, Natriumdodecylsulfat
Spermidin

Tris

Triton X-100

tRNA (aus Hefe)

Trypsin

Tween20

Xylencyanol
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Saliter, Oberglinzburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Migros, Basel

Roth, Karlsruhe
BioRad, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
USB, Cleveland USA
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
BioRad, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Difco, Detroit

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
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Zinkchlorid Sigma, Deisenhofen
Alle tibrigen, nicht aufgeftihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Induktoren und Inhibitoren

Puromycin (Pm), 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA), Dexamethason und A23187
wurden von Sigma, Deisenhofen erhalten. ZK091588 (ZK A), ZK57740 (ZK B), ZK077945
(ZK C), ZK079642 (ZK D) und RU486 wurden von Schering, Berlin zur Verfligung gestellt.

Gerite und Verbrauchsmaterial

Bakterien-Petrischalen Greiner, Frickenhausen
Fuji Bio-Imaging Analyzer BAS1.000 raytest, Straubenhardt
Brutschrank Labotect, Gottingen
Crocodile II Thermocycler Appligene
DC-Platten (Kieselgel-beschichtet) Macherey-Nagel, Diiren
DEAE-Membran NA 45 Schleicher & Schuell
ECL-System Amersham-Buchler, Braunschweig
Einfrierrohrchen Wheaton Scientific, Millville, USA
Elektrophorese-Apparaturen BioRad, Miinchen
FACStarPLUS Beckton Dickinson, Heidelberg
Entwicklungsmaschine fiir Rontgenfilme Kodak New Haven
Geltrockner BioRad, Miinchen
Hyperfilm XR® Amersham-Buchler, Braunschweig
Hybond N* Amersham-Buchler, Braunschweig
Kontron-Hermle Centrikon H-401 Zentrifuge Hermle, Gosheim
Kiihlzentrifuge J2-HS mit Rotoren JS-13.1 Beckmann, Stuttgart
Luminometer, Lumat LB 9501 Berthold
Mikrotitterplatten Greiner, Frickenhausen
Plastikzentrifugenrshrchen Greiner, Frickenhausen
Polyvinyliden-Difluorid- (PVDF-) Membran (Immobilon) Millipore, Bedford
Oligo (dT)-Cellulose Type 7 Pharmacia, Freiburg
Quiagen-tip 500-Sédulen Diagen GmbH, Hilden
Sephadex G-25 und G-50 Pharmacia, Freiburg
Spektralphotometer (Spekol UV/VIS) Zeiss, Jena
SziniillationsmeBgerdt (BET Amatic) Kontron, Gosheim
Tischzentrifuge Typ 5410 Eppendorf, Hamburg
Tisch-Kiihlzentrifuge Heraeus, Stuttgart
Titertek Multiscan PLUS MKII Elisa-Reader Labsystems, Finnland
Transferapparat fiir Western Blot BioRad, Miinchen
UV-Stratalinker 2400 Stratagene, Heidelberg
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Vakuum-Konzentrator ("speed vac") Savant, Farmingdale
3MM Whatman Papier Bender und Hobein, Karlsruhe
Zellkulturartikel Greiner, Frickenhausen
Enzyme

Restriktionsenzyme und modifizierende Enzyme wurden von den Firmen Amersham-Buchler
(Braunschweig), Biolabs (Frankfurt), Boehringer (Mannheim), Promega (Madison), Pharmacia
(Freiburg) oder United States Biochemicals (Cleveland) bezogen.

Radiochemikalien

[[0->*P]-dCTP: 370 Mbg/ml, 10 mCi/ml

D-Threo-[dichlorazetat-1 —14C]~Ch10ramphenicol 7,4 MBg/ml, 200 uCi/ml

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Buchler (Braunschweig) bezogen.

Antikorper

anti Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase Boehringer, Mannheim
anti p70s6Kinase (C-18) Santa Cruz, Heidelberg
anti Rb (C-15) Santa Cruz Heidelberg
anti cyclin D3 (18B6-10) Santa Cruz, Heidelberg
anti p27Kip1 (Clone DCS-72.F6) Dunn, Asbach
anti p27 Kirl (M-197) Santa Cruz,
Heidelberg

anti Bag-1 (C-16) Santa Cruz, Heidelberg
anti Bag-1 (N-20) Santa Cruz, Heidelberg

anti GR, monoklonaler Maus-Antikorper spezifisch gegen Maus- und Ratten-Glukokortikoid-
Rezeptor gerichtet, zur Verfiigung gestellt von U. Gehring, Heidelberg.

anti Kanninchen HRP DAKO, Glostrup, Danemark
polyklonal, IgGs aus Ziege, Peroxidase-gekoppelt, gerichtet gegen alle Kanninchen IgG
Subklassen

anti Maus HRP DAKO, Glostrup, Dinemark
polyklonal, IgGs aus Kanninchen, Peroxidase-gekoppelt, gerichtet gegen alleMaus IgG
Subklassen
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Nihrmedien fiir die Bakterienkultur

LB-Medium: 1 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl

SOB-Medium:2 % Bacto-Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM
MgCl,; 10 mM MgSOy

SOC-Medium: SOB + 20 mM Glukose

Bakterienplatten wurden durch Zugabe von 15 g Bacto-Agar/Liter Medium hergestellt und mit
den entsprechenden Antibiotika (100 pg/ml Ampicillin) versehen.

Losungen und Puffer

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI; 0,7 mM CaCl,; 0,6 mM MgCl,;
6,5 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO, pH 7,6
20 x SSC: 3 M Na(l; 0,25 M Na-Zitrat pH 6,5

TBE: 90 mM Tris; 90 mM Borsdure; 2,5 mM EDTA
TE: 10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA
Bakterienstimme

E. coli DH5a;Genotyp: F-,E80AlacZDM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (1,
mg "), supE44, relAl, deoR,

Zellinien

Jurkat: Menschliche lymphoide CD2",CD3" T-Zelle (Wesselborg et al., 1993). Die Kabelitz
Zellen wurden von Dr. B. Schraven (Universitit Heidelberg) erhalten.

S49.1: Maus Thymom-Zellinie (Gehring et al., 1982)
S49.1G3.R1: Abgeleitet von S49.1, kein funktioneller Glukokortikoid-Rezeptor (Gehring

et al., 1982)

QE: Maus-Fibroblasten-Zellinie zur retroviralen Infektion von murinen Zellen.
QE-GR: stabil mit pBrGR transfizierte QE-Zellen.
QE-LS-7: Stabil mit pBrGRLS-7 transfizierte QE-Zellen.

S--GR: durch QE-GR infizierte, Ratten-Glukokortikoid-Rezeptor  exprimierende
S49.1.G3.R1-Zellen.

S--LS7: durch QE-LS-7 infizierte, Ratten-Glukokortikoid-Rezeptor-LS-7-Mutante
exprimierende S49.1.G3.R1-Zellen.

S*-RAP: stabil mit pBRAP46 transfizierte S49.1-Zellen.

S+-PURO: stabil mit pBABE Puro transfizierte S49.1-Zellen.
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Oligonukleotide

gapdh-primer: 5"-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3", 5"-TCCACCACCC
TGTTGCTGTA-3

rap46 641-primer: 5"-CCGGATCCCAGGGCGAAGAGATGA-3"
rap46 273-primer: 5"-AAGAATTCGGCCAGGGCAAAGTTT-3"

Oligonukleotid zur Mutagenisierung

mutiertes p27-Oligo: 5'-CGCGACCAGCCAATATCATGGCGGCGCTACGGGG-3

Plasmid-DNAs

c¢DNA-Vektoren fiir die Herstellung von Northern-Proben

pGAPDH-13 enthilt ein 1,3 kp Fragment der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(Fort et al., 1985) der Ratte. Fiir die Markierung wurde das Fragment nach Pstl-Verdau
isoliert.

c-myc enthédlt Exon 3 des menschlichen c-myc-Gens, 1,8 kb-Fragment isolierbar durch
Clal/EcoRI-Restriktionsverdau (Oncor Probes/Dianova, Hamburg).

CMV5-0p27 enthilt die ersten 500 bp von Ratten-p27-cDNA in Antisense-Orientierung,

Isolierung durch EcoRI/Xbal-Verdau. Von Kumar Kolluri , IGEN zur Verfligung gestellt.
PBRAP46 enthilt rap46-cDNA, 1,3 kb-cDNA-Fragment durch EcoRI-Verdau isolierbar.

pXcD3 enthélt menschliche cDNA fiir cyclin D3, 530 bp-Pstl-Fragment wurde verwendet.

Reportergen-Konstrukte

S5xTRE-tk-CAT besteht aus der S5-fachen, alternativ orientierten "TRE"—Sequenz des
menschlichen Kollagenase-Gens vor dem Thymidinkinase-Promotor fusioniert mit dem
bakteriellen CAT- Gen (Jonat et al., 1990).

-517+63-Coll-Luc besteht aus dem Bereich -517 bis +63 des menschlichen Kollagenase I-
Promotors kloniert in die Luziferase-Kassette de Plasmids pXP» (Schneikert et al., 1996).
pHcwt-CAT besteht aus dem Haelll- Fragment des MMTV-LTR von -631 bis +125
fusioniert vor das bakterielle CAT-Gen (Cato et al., 1988).

pHcewt-Luc besteht aus dem HindIII/Bglll- Fragment des MMTV-LTR kloniert in die
Luziferase-Kassette vom Plasmid pXP, (Heck et al., 1997).

6xNfxB-tk-Luc (= 3xEnh-tk-Luc) enthilt 6 Bindestellen fiir NfkB des HIV-Promotors

(Israel et al., 1992).

p27PG-1609, p27GL-1382, p27GL-988, p27GL-615 und p27GL-42 bestehen aus
verschieden groBe Maus-p275®'-Promotorsequenzen im pGLBASIC-Vektor (Kwon et al.,
1996), freundlicher Weise von Dr. Albert Nordin zur Verfiigung gestellt.
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pT81 (Nordeen, 1988) Luzifersereporter-Plasmid mit minimalem tk-Promotor; von C.
Weil} zur Verfiigung gestellt.

Expressionsvektoren:

pBABE-Puro: Retroviraler Vektor des OmegaE-Infektionssystems (Morgenstein und Land,
1990).

pBrGR: Ratten-Glukokortikoid-Rezeptor cDNA im pBABE-PURO-Vektor erhalten durch
Ligation des geblunteten Xbal-Fragments aus pRc/CMV-GR (Helmberg et al., 1994) in EcoRI-
geschnittenen, geblunteten pBABE-PURO-Vektor.

pBrGR-LS-7 Ratten-Glukokortikoid-Rezeptormutante LS-7 cDNA im pBABE-PURO-
Vektor erhalten durch Ligation des geblunteten Xbal-Fragments aus pRc/CMV-LS-7
(Helmberg et al., 1994) in EcoRI-geschnittenen, geblunteten pPBABE-PURO-Vektor.
pBRAP46 rap46-cDNA in pBABE-PURO-Vektor, zur Verfiigung gestellt von Jean
Schneikert, IGEN.
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Methoden

Die aufgefiihrten Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, aus Maniatis et al. (1982)
und Current Protocols in Molecular Biology (1989) abgeleitet.

Arbeiten mit Nukleinsiuren

Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsiduren

Proteinhaltige Nukleinsdurelosungen wurden mit dem gleichen Volumen einer Phenol (mit
1 x TNE gesittigte Losung; 1 x TNE: 100 mM NaCl; 10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA
pH 8,0)/Chloroformlésung (Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)) versetzt und kréftig gemischt.
Nach einer anschlieenden Phasentrennung durch S-miniitige Zentrifugation bei 13000 g wurde
die obere wiBrige Phase gesammelt wund mit einem  weiteren  Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) durch erneutes kréftiges Mischen von Phenol und

Proteinresten gereinigt.

Nukleinsdure-Fillung

DNA in wilriger Losung wurde mit 3 M Natriumazetat-Losung (pH 4,6) auf eine
Endmolaritét von 0,3 eingestellt und mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol versetzt. Die Féllung

der DNA erfolgte fiir mindestens 30 min bei -200C oder fiir kiirzere Dauer bei -809C. Das
Prazipitat wurde durch 20-miniitige Zentrifugation bei 13000 g gesammelt und mitausgefallenes
Salz durch Behandlung mit 70 % Ethanol aus dem DNA-Prézipitat entfernt. Die nach erneuter
Zentrifugation pelletierte DNA wurde an der Luft oder im Vakuum ("speed vac") getrocknet und

im gewiinschten Volumen Wasser oder Puffer gelost.
Bestimmung der Nukleinsiure-Konzentration

DNA- oder RNA-Konzentrationen wifiriger Losungen wurden spektralphotometrisch bestimmt.
Dafiir wurde die Extinktion einer verdiinnten Nukleinsdurelosung bei 260 nm im
Spektralphotometer gemessen. Eine Extinktion von 1 entspricht einer Konzentration von
50 pg/ul fiir doppelstrangige DNA, 40 pg/ml fiir RNA und 20 pg/ml fiir einzelstrdngige
Oligonukleotide. Das Verhéltnis der Extinktionen bei 260 nm zu 280 nm ist ein Maf fiir die
Reinheit einer Nukleinsdurelosung und sollte fiir DNA bei etwa 1,8 und fiir RNA bei etwa 2,0

liegen.
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Priaparation groferer  Plasmid-DNA-Mengen durch  Ionenaustauscher-

Sdulenchromatographie (''Maxi-Prip')

Selektionsmedium (LB, mit 100 pg/ml Ampicillin) wurde mit dem gewiinschten Bakterienklon
beimpft und bei 370C iiber Nacht in einem Schiittelinkubator kultiviert. Die Bakterien wurden

durch 10 min Zentrifugation bei 3600 g gesammelt, das Bakterienpellet in 10 ml Puffer P1
(50 mM Tris pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0; 100 pg/ml RNase A) aufgenommen und die
Bakterien durch Zugabe von 10 ml Puffer P2 (0,2 M NaOH; 1 % SDS) lysiert. Nach etwa
5 min Inkubation bei RT wurde das Bakterienlysat mit 10 m! Puffer P3 (3 M Kaliumazetat
pH 5,5) versetzt, fiir etwa 20 min auf Eis gestellt und bei 40C mit 7000 g 20 min lang
zentrifugiert. Die Gewinnung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe von Quiagen-tip 500-Séulen
nach den Anweisungen des Herstellers. Nach Bindung der Plasmid-DNA an das mit 10 ml
750 mM NaCl; 50 mM MOPS pH 7,0; 15 % Ethanol equilibrierte Siulenmaterial wurden
Verunreinigungen mit 40ml 1M NaCl; 50mM MOPS pH7,0; 15% Ethanol
ausgewaschen. Die Plasmid-DNA wurde mit 15 ml 1,25 M NaCl; 50 mM MOPS pH 8,5;
15 % Ethanol von der Séule eluiert, mit dem 0,8-fachen Volumen Isopropanol bei
Raumtemperatur gefillt, abzentrifugiert (30 min mit 14000 g bei 49C), mit 80%-igem Ethanol
gewaschen, an der Luft oder im Vakuum ("speed vac") getrocknet und schlieflich im
gewlinschten Volumen Wasser oder Puffer gelost.

Priparation kleinerer Plasmid-DNA-Mengen (''Mini-Prip')

Die gewlinschte Bakterienkolonie wurde in 2 ml Nghrmedium mit dem Antibiotikum Ampicillin
(100 pg/ml) tiber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1,5 ml der Kultur wurden in ein Eppendorf-
Reaktionsréhrchen tiberfiihrt und 10 s bei 13000 g zentrifugiert. Das Bakterien-Pellet wurde in
100 pl Lysozymlosung (2 mg/ml Lysozym; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA pH 7.8; 25 mM
Tris pH 8,0) resuspendiert, kurz gemischt und flir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach

Zugabe von 200 pl alkalischer Losung (0,2 M NaOH; 1 % SDS) wurde kurz geschiittelt,
5 min bei Raumtemperatur inkubiert, 150 pl 3 M Natriumazetatlosung pH 4,6 zugegeben und

Smin auf Eis inkubiert. Zelltriimmer wurden abzentrifugiert, 400 pl des Uberstands

Phenol/Chloroform-behandelt, die DNA durch Zugabe von 1 ml kaltem Ethanol prézipitiert und
durch 15 min Zentrifugation bei 13000 g und 4°C sedimentiert. Nach dem Waschen mit 80 %

Ethanol wurde die Plasmid-DNA an der Luft oder im Vakuum getrocknet und in 50 pl Wasser

geldst. 5 pl der Plasmid-DNA wurden fiir den Restriktionsverdau eingesetzt.
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Restriktionsverdau von DNA

Optimale Bedingungen fiir den DNA-Verdau wurden mittels 10xPuffern eingestellt, die von den
Vertreibern der Restriktionsenzyme empfohlen wurden. Pro 1 pg DNA wurden 3-5u

Restriktionsenzym eingesetzt, Es wurde darauf geachtet, da3 das Reaktionsvolumen mindestens
das 10-fache der in Glyczerin gelosten Enzyme war. Die Dauer des Restriktionverdaus betrug

mindestens 2 h bei 370C. Die Verdau-Reaktion wurde mit 1/5 Volumen 5 x Glyzerin-
Probenpuffer (50 mM EDTA pH 8,0; 50 % Glyzerin; 1 % SDS; 0,2 % Bromphenolblau)
abgestoppt.

Auffiillen von 5’-Uberhingen

5’-Uberhéinge von DNA-Fragmenten wurden in einer Reaktion aufgefiillt, die 1 pg DNA, 1 mM
DTT, 0,5 mM dNTP-Mix (je 0,5 mM dATP; dCTP; dGTP und dTTP in 10 mM Tris pH 7,6),
1 x Polymerase-Puffer (7 mM Tris pH 7,5; 7mM MgCl,; 50 mM NaCl ) und 5 u E. coli
DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment, 5 u/pl) in einem Endvolumen von 20 pl, enthielt.

Nach etwa 20 min wurde die Reaktion durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion abgestoppt.

Ligation von DNA-Fragmenten
Zur Verkniipfung von kohdsiven DNA-Enden wurden insgesamt 500 ng DNA (gleiche
Molaritit freier Enden) mit 2 u T4-DNA-Ligase in einem Endvolumen von 20 pl (30 mM Tris-

HCl1 pH 7,8; 10 mM MgClp; 10 mM DTT; 1 mM Spermidin; 1 mM rATP) bei 150C tiber Nacht
(oder mind. 6 h) inkubiert. 5 il der Ligationsreaktion wurden zur Transformation von Bakterien

eingesetzt.
Punktgerichtete Mutagenisierung

Zur Einfilhrung von  Punktmutationen wurde der QuickChangeTM Site-Directed
Mutagenisierungs-Kit der Firma Stratagene laut Herstellerangaben verwendet. Diese Methode
erlaubt eine ortsspezifische Mutation in nahezu allen doppelstrangigen Plasmiden und macht
damit eine zeitraubende Umklonierung in M13 Bakteriophagen-Vektoren und einzelstringige
DNA iiberfliissig. Fiir die Replikation der DNA wird die Pfu DNA-Polymerase verwendet, die
beide DNA-Stringe mit hoher Genauigkeit (12-mal genauer als 7aq DNA-Polymerase)
amplifiziert. Die Mutation enthaltende Oligonukleotid-Primer, die zu den entgegengesetzten
Stringen der DNA komplementér sind, werden wihrend den Replikations-Zyklen durch die
Pfu DNA-Polymerase verldngert, so daB ein zirkuldres, mutiertes Plasmid mit versetzt
angeordneten Einschnitten gebildet wird. Plasmid-DNA wird von nahezu allen E. coli Stammen
dam methyliert und ist somit von der in vitro synthetisierten DNA unterscheidbar. Die
urspriingliche Plasmid-DNA wird anschlieBend mit der Endonuklease Dpn I verdaut. Die
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Dpn I Endonuklease schneidet spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA. Die Reaktion
erfolgte unter folgenden Bedingungen in einem Thermo-Cycler (Crocodile II, Appligene):
10 ng Matrizen-DNA, 1/10 Volumen 10 x Reaktions-Puffer, je 125 ng Oligonukleotidprimer
(5-3” und 37-5") und 1l dANTP-Mix (2,5 mM je NTP) wurden mit Wasser auf das
Endvolumen von 50 ul aufgefiillt, 1 pl Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/ul) zugegeben und mit
30 ul Mineraldl tiberschichtet. Die Denaturierung der DNA erfolgte bei 95°C fiir 30 s, die
Primerhybridisierung bei 55°C fiir 1 min und die DNA-Synthese bei 68°C (als Faustregel gilt, 2
Minuten pro kb Plasmid-Lénge). Nach Abschlufl der DNA-Synthese wurde auf 37°C abgekiihlt,
1 ul Dpnl Restriktionsenzym (10 U/pl) zugegeben und 60 min bei 37°C verdaut. Die
Amplifikationsprodukte wurden durch gelelektrophoretische Auftrennung und Anfarben mit
Ethidiumbromid kontrolliert und die Plasmid-DNA wurde anschlieBend in superkompetente
Bakterien (Epicurian Coli XL1-Blue) transformiert. Der Erfolg der Mutagenisierung wurde in
jedem Fall durch Sequenzierung der klonierten Plasmide tiberpriift.

Herstellung kompetenter Bakterien von E. coli

Um transformierbare Bakterien zu gewinnen, wurden 2,5 ml einer stationdren Kultur von E.
coli DH5c; mit 250 ml LB-Medium verdiinnt und in einem Schiittelinkubator bis zu einer
ODs50 = 0,5 kultiviert. Die Bakterien wurden dann bei 40C und 7000 g schonend zentrifugiert
und das Bakterienpellet in 10 ml eiskalter 0,1 M MgCl,-Losung resuspendiert, auf 250 ml mit

der gleichen Losung verdiinnt und erneut bei 40C und 7000 g zentrifugiert. AnschlieBend
wurden die Bakterien in 10 ml 0,1M CaCly-Losung aufgenommen, wieder auf 250 ml mit

dieser Losung verdiinnt, emneut bei 49C und 7000 g zentrifugiert und schlieBlich in 12 ml
0,1 M CaCly-Losung resuspendiert und mit 2*ml 87% Glyzerin vorsichtig gemischt. Zur

dauerhaften Aufbewahrung der kompetenten Bakterien wurde die Suspension zu je 1 ml

aliquotiert und in fliissigem Stickstoff oder bei -80°C aufgehoben.

Transformation kompetenter Bakterien
Kompetente Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut. Pro Transformationsansatz wurden

100 ul kompetente Bakterien auf Eis mit einer frischen 1,4 M B—Mercaptoethanol-Losung

vermischt und fiir 10 min inkubiert. Dann wurden entweder 10 ng Plasmid-DNA oder 5 pl
einer Ligationsreaktion zu den Bakterien gegeben und weitere 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde das Bakterien/DNA-Gemisch fiir 45 s bei 420C inkubiert (Hitzeschock)

und danach sofort wieder 2 min auf Eis gestellt. Dann wurde mit 900 pl LB-Medium verdiinnt

und die Bakterien fiir 60 min bei 370C unter Schiitteln inkubiert. Zuletzt wurden dann mind.

1/5 der Bakteriensuspension auf eine Agarplatte mit Ampicillin (100 pg/ml) ausplattiert und bei

370C bis zum sichtbaren Erscheinen von Bakterienkolonien inkubiert.
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Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GroBe der interessierenden DNA-Fragmente wurden 1-2 % Agarose-Gele verwendet.
Typischerweise wurde eine entsprechende Menge Agarose Typ II mit 50 ml 1 x TBE (90 mM
Tris pH 8,3; 90 mM krist. Borsédure; 2,5 mM EDTA pH 8,0) versetzt und in der Mikrowelle

aufgekocht bis eine klare Agarose-Losung entstand. Nach Zugabe von 5 pl Ethidiumbromid-

Losung (10 mg/ml) wurde die fliissige Agarose in eine Laufkammer gegeben und ein Kamm
zur Aussparung von Geltaschen eingesetzt. Nach Erstarren der Agarose wurde das Gel mit
Laufpuffer (1 x TBE) iiberschichtet und die mit Glyzerin-Probenpuffer (10 mM EDTA; 10 %
Glyzerin; 0,1 % SDS; 0,02 % Bromphenolblau) versetzten Proben aufgetragen. Die
Auftrennung der unterschiedlichen DNA-Fragmente erfolgte meistens zwischen 80 und 120 V.
Die DNAs wurden im UV-Durchlicht (320 nm) sichtbar gemacht.

Isolierung von DNA-Fragmenten

Je nach Grofle der zu isolierenden DNA-Fragmente wurden zwei verschiedene Methoden
angewendet.

Zur Isolierung von Fragmenten grofier als 1000 bp wurde die interessierende Bande im UV-
Durchlicht aus dem Gel herausprépariert und das Gelstlick in ein am Boden durchbohrtes
0,5 ml-Reaktionsgefd3, das zur Hélfte mit Plastikwolle bestiickt war, gegeben. Dieses
Reaktionsgefdl wurde in ein 2 ml-Reaktionsgefdl eingesetzt und die DNA-haltige Agarose
durch Zentrifugation (13000 g, 10 min) aus der Agarose heraus in das 2 ml-Reaktionsgefdf3
tiberfiihrt. Die Agarose wurde dabei durch die Plastikwolle im oberen Gefd zurlickgehalten.
Die gesammelte DNA-TBE-Losung konnte direkt weiter verwendet werden (z.B. Ligation) oder
wurde einer Reinigung durch Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen.

Kleinere DNA-Fragmente (< 1000 bp) wurden meistens mittels einer DEAE-Membran isoliert.
Dazu wurde im UV-Durchlicht mit einem Skalpell unterhalb der interessierenden Bande ein

Schlitz eingeschnitten. In diesen Schlitz wurde dann eine DEAE-Membran (NA 45; 0.45 pum;

Schieicher & Schuell) geeigneter Grofe eingefiihrt und die Elektrophorese solange fortgefiihrt,
bis die DNA-Bande vollstindig an die Membran gebunden war. Anschliefend wurde die DNA

mit 500 pl Elutionspuffer (1,5 M NaCl; 1 mM EDTA pH 7,8; 10 mM Tris-HCI pH 7,6) fiir

1h bei 659C von der Membran eluiert, mit 1 ml Ethanol gefillt und die prazipitierte,
getrocknete DNA in Wasser oder geeignetem Puffer aufgenommen und verwendet.

84




Material und Methoden

Poly (A)*mRNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen (Aviv und Leder, 1972;
Rahmsdorf et al., 1986)

Die Zellen wurden bei 300 g abzentrifugiert, einmal mit 10 ml kaltemn PBS (137 mM NaCl,
2,7mM KCI; 0,7 mM CaCly; 0,6 mM MgCly; 6,5 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO,, pH

7,6) gewaschen, erneut abzentrifugiert, das Zellpellet in 500 pl PBS aufgenommen, direkt in
ein 50 ml Greiner- Gefdl pipettiert, in dem 10 ml STE-Puffer (100 mM NaCl; 10 mM
EDTA; 0,5 % SDS; 20 mM Tris-HCI, pH 7,4) mit 300 pg/ml Proteinase K vorlagen und
kurz aber kriftig gemischt. Das Lysat wurde anschliefend mit einem Ultraturrax-

Messerhomogenisator gescheert und fiir einen Proteinase K-Verdau 30 min bei 370C inkubiert.
Das Lysat wurde dann auf 0,5 M NaCl eingestellt und 50-100 mg Oligo (dT)-Zellulose in
HSB-Puffer (300 mM NaCl; 5mM EDTA; 0,1 % SDS; 10mM TrissHCl pH 7.4)
zugegeben. Bindung der mRINA an die Oligo (dT)-Zellulose erfolgte durch Rotieren iiber Nacht
bei Raumtemperatur. Durch Zentrifugation bei 300 g fiir zwei Minuten wurde die Oligo (dT)-
Zellulose gesammelt und dreimal mit je 10 ml HSB-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde die

Oligo (dT)-Zellulose mehrmals in Wasser resuspendiert, einmal mit 500 pl und 4 mal mit
950 ul, wobei nach jeweiliger Pelletierung der Zellulose, die Uberstinde, bis auf die ersten

500 pl, in einem auf Eis gekiihlten Glasgefdl gesammelt wurden. Die insgesamt 3,8 ml RNA-
Eluat wurden noch einmal bei 1600 g fiir 5 min zentrifugiert, um so Reste von Oligo (dT)-
Zellulose zu entfernen. Von diesem Uberstand wurden 400 ul zur RNA-

Konzentrationsbestimmung verwendet und die restlichen 3,4 ml in ein 15 ml Falcon-Gefa3
iiberfiihrt, mit 3 M Natriumazetat-Losung auf eine Endkonzentration von 0,2 M eingestellt und

mit dem 2,5-fachen Volumen eiskalten Ethanol fiir 16 h bei -200C oder fiir 4 h bei -800C die

RNA prizipitiert. Danach wurde die RNA 20 min bei 14500 g und 40C pelletiert, mit 80 %
kaltem Ethanol gewaschen, erneut fiir 10 min zentrifugiert und anschlieBend unter Vakoum im

Exsikkator getrocknet. Die RNA wurde mit Wasser auf eine Konzentration von 0,5-1 pg/ul

eingestellt.

Auftrennung von RNA im Agarosegel

RNA wurde durch ein 1 % Agarosegel aufgetrennt. Dazu wurde ein 1 % Agarosegel
zwischen zwei 14 x 15cm grofie Glasplatten mit 5 mm dicken Kunstoffabstandhalter
gegossen. Der ganze Aufbau wurde zuvor seitlich und unten mit Kunstoffklebeband abgedichtet
und am Boden, zur Stabilisierung des Agarosegels, ein Acrylamidkissen gegossen (4 ml
deionisiertes Acrylamid: Bisacrylamid (30:0,8) mit 20ul TEMED und 50 pl

Ammoniumperoxodisulfat-Losung versetzt). Fiir das Agarosegel wurden 1 g Agarose Typ 11
in 100 ml 1 x RNA-Laufpuffer (1 x PB: 10 mM NaH,PO,; 10 mM Na,HPO, pH 6,85) in
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der Mikrowelle bis zu einer klaren Losung gekocht. Die auf etwa 700C abgekiihle Agarose
wurde zwischen die Glasplatten gegossen und ein Kamm fiir die Aussparung von Geltaschen
eingesetzt. Nach Erkalten der Agarose wurde der Kamm und die seitlichen und unteren
Abdichtungen vorsichtig entfernt, das Gel in eine Vertikal-Gelkammer eingebaut und die
Reservoirs mit 1 x RNA-Laufpuffer aufgefiillt. Die Elektrophorese erfolgte fiir 2-3 h bei

100-140 V bei 49C im Kiihlraum. Die zu ladende RNA-Menge wurde im Vakuum ("speed
vac") getrocknet und in 20 pl Denaturierunspuffer (1 x PB; 50 % DMSO; 5,85 %

deionisiertes Glyoxal) sorgfiltig gelost. Nach 10 min Denaturierung bei 550C und sofortigem
Abschrecken auf Eis wurden 5 pl 5 x RNA-Ladepuffer (1 x PB; 50 % Glyzerin; 0,1 %
Bromphenolblau) zugegeben und die RNAs in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese

wurde beendet, wenn die Bromphenolblaufront 6-8 cm vom Start weggewandert war. Die
Gelplatten wurden vom Gel entfernt und dieses etwa 15 min in 300 ml 1 x PB-Losung mit

20 pg/ul Acridin-Orange geférbt, anschlieBend 3 x 15 min mit je 500 ml 1 x PB entférbt und
unter UV-Durchlicht (302 nm) photographiert.

Northern blot . Transfer von RNA auf Nylonmembran

Die nach Grofie aufgetrennte RNA wurde aus dem Gel mittels Kapillarkriften auf eine

Hybona’TM-N+ -Nylonmembran transferriert. Dafiir wurde das Gel auf 3 Lagen mit 20 x SSC-
Puffer (3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat pH 6,5) geséttigten Whatman 3MM-Papier plaziert,
wobei beide Enden der Papierlage in 20 x SSC-Puffer eintauchten. Auf das Gel kam ein seiner
Fliche entsprechend groffie Nylonmembran, 3 Lagen mit 20 x SSC-Puffer gesittigte 3 MM
Filterpapiere und ein Stapel Zellstoffhandtiicher. Der ganze Aufbau wurde mit einer Glasplatte
und einem Gewicht beschwert. Nach etwa 16 h war die RNA auf die Nylonmembran
libertragen. Die Membran wurde dann im stratalinker 2400 (254 nm," auto crosslink") mit der

RNA-Seite zur UV-Quelle hin bestrahlt und fiir 2 h bei 800C inkubiert.

Nachweis spezifischer RNA mit *?P-markierten ¢cDNA-Proben (Denhardt, 1966;
Alwine et al., 1977)

Zunéchst wurde eine Vorhybridisierung der Nylonmembran durchgefiihrt, um unspezifische
Bindungen abzusittigen. Dazu wurde die Membran fiir 1 h bei 650C in 100 ml 4 x SSC,
1 x Denhardt’s (0,02 % BSA; 0,02 % Ficoll; 0,02 % PVP), 3,3 % PiPPi (0,2 M Na,POy;
0,3 M Na,HPO,; 1,5 % Na4P,07), 0,1 % SDS in einer Glasrohre im Hybridisierungsofen
rotiert. AnschlieBend wurde fiir eine weitere Stunde insgesamt 20 |Lg/ml Heringssperma-DNA
dazugegeben. Die Hybridisierungslosung bestand aus der radioaktiven Probe, die zuvor 5 min
gekocht und auf Eis abgeschreckt wurde, 0,1 % SDS, 10mM EDTA und 20 pg/ml

Heringssperma-DNA in 10 ml mit  Wasser  aufgefiilltem  Volumen. Die
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Vorhybridisierungslosung  wurde aus der Rohre  vollstindig  dekantiert, die
Hybridisierungslosung hineingegeben und fiir mindestens 16 h im Hybridisierungsofen bei

650C rotiert. Nach der Hybridisierung wurde die Membran mit zunehmender Stringenz
gewaschen. Zunichst mit Losung A (2 x SSC; 0,1 % SDS; 0,2 M Na,POy; 0,3 M Na,HPO,;
1,5 % NayP,07), dann Losung B (1 x SSC; 0,1 % SDS; 0,2 M Na,POy; 0,3 M Na,HPOy;
1,5 % NasP,07)) und schliefllich Lésung C (0,5 x SSC; 0,1 % SDS; 0,2 M Na,PO4; 0,3 M
Na,HPOy; 1,5 % Na,P,0;). Das Waschen erfolgte in den gleichen Glasréhren, die fiir die

Hybridisierung verwendet wurden, ebenfalls unter Rotieren bei 659C im Hybridisierungsofen
fiir jeweils 30 min. Die Membran wurde nach dem Waschen in Plastikfolie eingeschweifit und
gegen einen Rontgenfilm exponiert. Fiir eine mehrmalige Hybridisierung eines Filters wurde
dieser 15 min in 0,1 % SSC und 0,5 % SDS gekocht und erneut mit der Vorhybridisierung

begonnen.

Herstellung von [0.-*P]-dCTP-markierten cDNA-Fragmenten fiir Northern-
Blot-Analysen

cDNA-Fragmente von Interesse wurden prépariert. Die radioaktive Markierung erfolgte mit dem
"rediprime“-DNA Markierungs-Kit der Firma Amersham nach Angaben des Herstellers. Etwa

20-50 ng DNA in 45 pl Wasser wurden fiir 5 min gekocht und bei Raumtemperatur

abgekiihlt. Die DNA-Losung wurde dann in ein vom Hersteller gelieferten Reaktionsgefdf3
iberfiihrt, in dem sich alles fiir die Markierungsreaktion nétige als Lyophyllisat befand. Nach

vollstdndigem Losen des Lyophyllisats wurden 5 pl [a->*P]-dCTP (10 mCi/ml) zugegeben,
sorgfiltig gemischt und fiir mindestens 15 min bei 370C inkubiert. Nach der Reaktion wurde
das Volumen auf 100 pl mit Wasser augefiillt und nicht polymerisierte Nukleotide durch
Gelfiltration (Sephadex G-50 Matrix) entfernt. Zur Bestimmung des radioaktiven Einbaus in die
Polynukleotidkette wurden 1 pl der nach der Gelfiltration erhaltenen Losung im

SzintillationsmefBgerat gemessen.
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Erststrang-cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Fiir die Erststrangsynthese wurden 100 ng poly (A)*-mRNA mit 200 ng Oligo (dT);2 Primer
in einem Volumen von 12 pl bei 70°C fiir 10 min inkubiert und danach auf Eis abgeschreckt.
Nach Zugabe von 4 pl 5 x Erststrang-Puffer (GibcoBRL), 2 ul 0.1 M DTT, 1 ul 10 mM
dNTP-Mix (10 mM von dATP, dGTP, dCTP und d TTP) und 1 pl (200 u)
SUPERSCRIPTTM]] (GibcoBRL) wurde bei 42°C fiir 50 min inkubiert. Die Reaktion wurde
durch 15 mintitiges Erhitzen auf 70°C inaktiviert.

Amplifikation der Erststrang-cDNA mittels PCR

Es wurden 1 pl Erststrang cDNA mit 1 pul 10 x Tag-Polymerase-Puffer (Pharmacia), je
12.5 pmol 37-und 5°-Amplifikations-Primer, 1ul dNTP Mix (2mM) und 0.5 u
Tag-DNA-Polymerase mit Wasser auf 10 pul aufgefiillt. Die Amplifikation der Erststrang-cDNA

erfolgte durch 35 Zyklen folgender Reaktionsbedingungen: 30 sec 94°C, 1 min, 50°C und

1 min, 72°C
Das PCR-Produkt wurde dann auf einem Agarosegel aufgetrennt und nach Ethidiumbromod-
Farbung photographiert.

Arbeiten mit Proteinen

Priparation von Gesamtzell-Proteinextrakten

Zwischen 2 und 5 x 106 Zellen wurden bei 300 g gesammelt, einmal mit kaltem PBS
(137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,7 mM CaCl,; 0,6 mM MgCl,; 6,5 mM Na,HPOy4; 1,5 mM
KH,PO, pH 7,6) gewaschen und emeut abzentrifugiert. Der Waschpuffer wurde sorgfiltig
entfernt und das Zellpellet in 100-400 ul Lysispuffer (250 mM Tris-HC1 pH 7,5; 60 mM

KCI; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 1 mM PMSF) aufgenommen. Die Zellen wurden durch
dreimaliges Einfrieren und Auftaven im fliissigen Stickstoff und Eiswasser aufgebrochen. Die

Zelltrimmer wurden durch 20 min Zentrifugation bei 13000 g und 49C pelletiert und die klare

Proteinlésung in neue ReaktionsgefaBe tiberfiihrt. Alle Schritte erfolgten bei 40C. DTT und
PMSF wurden dem Lysispuffer immer frisch zugesetzt. Die Proteinkonzentration der Extrakte
wurde nach der Lowry-Methode bestimmit.

Priparation von Zytoplasmaextrakten (modifiziert nach Koong et al., 1994)

Zwischen 2 und 5 x 106 Zellen wurden bei 300 g gesammelt, einmal mit kaltem PBS
(137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,7 mM CaCly; 0,6 mM MgCly; 6,5 mM Na,HPO,; 1,5 mM
KH,PO, pH 7,6) gewaschen und emeut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig

abgesaugt und das Zellpellet in 100-200 ul Lysispuffer (20 mM Tris pH 8,0; 137 mM NaCl,

2 mM EDTA; 1 % Triton X-100; 10 % Glyzerin; 10 mM NaPPi; 10 uM Na,MoOy; 50 uM
88




Material und Methoden

ZnCly; 20 mM B-Glycerophosphat; 1 mM PMSF; 10 pg/ml Leupeptin; 10 pg/ml Aprotenin)
aufgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf iiberfiihrt, kurz aber kriftig gemischt und dann fiir
15 min auf Eis lysiert. Durch 20 min Zentrifugation bei 13000 g und 49C wurden die
Zellkerne pelletiert und die klaren Uberstdnde in neue Reaktionsgefife iiberfiihrt. Die

Proteinkonzentration wurde nach der Lowry-Methode bestimmt.
Proteinkonzentrations-Bestimmung nach Lowry et al. (1951)

5 ul der zu bestimmenden Proteinldsung wurden mit 145 pl Lowry I-Losung (2 % Na,COs;
0,1 N NaOH) vermischt und 250 pl Lowry IV-Losung (0,02 % NaK-Tartrat; 0,01 % CuSO,

in Lowry-I) dazugegeben. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 30 pl Folin-
Ciocalteus-Reagenz (1/1 Verdiinnung mit Wasser) zupipettiert, gut gemischt und fiir 10 min bei
370C im Dunkeln inkubiert. Je 200 1l eines Ansatzes wurden in eine Mikrotitterplatte pipettiert

und die Extinktion der Losung bei 600 nm im ELISA-Reader (Multiskan PLUS MK II)
bestimmt. Als Referenz zur Berechnung der Proteinkonzentrationen dienten definierte

Eichlosungen (0-60 pg), die mit Serumalbumin (BSA) angesetzt und parallel angelegt wurden.

Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurde eine diskontinuierliche Gelelektrophorese (Laemmli et al., 1970) durchgefiihrt. Im
Prinzip wurden dabei Proteine zunichst in einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und
in einem hoherprozentigen Trenngel nach Molekulargewicht aufgetrennt. Die Trenngel-Losung
(8-12 % Acrylamid; 0,2-0,32 % N,N’-Methylenbisacrylamid; 375 mM Tris-HCl pH 8,8;
0,1 % SDS; 0,1 % APS; 0,05 % TEMED ) wurde zwischen zwei Glasplatten, die durch
1 mm dicke Abstandhalter voneinander getrennt waren, gegossen und sogleich mit 2-Propanol
tiberschichtet. Nach Polymerisation wurde das 2-Propanol vollstindig dekantiert, die
Sammelgel-Losung (4 % Acrylamid; 0,1 % N,N’-Methylenbisacrylamid; 125 mM Tris-HCl
pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,1 % APS; 0,1 % TEMED) iiber das Trenngel gegossen und ein
Kamm zum Aussparen der Geltaschen eingesetzt. Nach Polymerisation wurde das Gel in eine
Vertikal-Elektrophoresekammer eingebaut und die Reservoirs mit Elektrophorese-Puffer
(25 mM Tris pH 8,3; 192 mM Glyzin; 0,1 % SDS) gefiillt. Vor dem Auftragen wurden die
zu ladenden Proteinlosungen mit 2 x Probenpuffer (0,1 M Tris-HCI pH 6,8; 2 % SDS; 20 %

Glyzerin; 0,02 % Bromphenolblau; 5 % B-Mercaptoethanol) versetzt und 5 min gekocht. Die

Elektrophorese erfolgte bei Spannungen zwischen 80 und 140 V. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurde das Gel von den Glasplatten entfernt und ein Teil davon entweder mit
Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt oder die Proteine auf eine PVDEF-Membran transferiert.
(Western Blot)
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Western Blot: Transfer von Proteinen auf PVDF-Membran und Hybridisierung
mit spezifischen Antikorpern (Immunoblot-Analyse)

Eine der Gelfliche entsprechend groBe PVDF Immobilon™-P Transfermembran (Millipore)
wurde fiir einige Sekunden in Methanol getrankt und fiir weitere 5 min in Wasser inkubiert. Die
Membran wurde dann auf drei Lagen mit Transferpuffer (25 mM Tris pH 8,3; 192 mM
Glyzin; 20 % Methanol) gesittigten Whatman 3MM-Papier gelegt. Auf die PVDF-Membran
wurde das Gel und drei weitere Lagen Whatman 3MM-Papier plaziert. Dieser Aufbau wurde in
einen Blotkammereinsatz ("sandwich") verpackt und in die Blotkammer (Trans-Blot, BioRad)
eingesetzt. Die Elektroden waren dabei so angeordnet, da die PVDF-Membran zum Pluspol

hin gerichtet war. Der Transfer erfolgte fiir mindestens 4 h bei 300-400 mA und 40C im
Kiithlraum. Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran zundchst mit 5 % Magermilch
in PBS-Tween (PBST: PBS mit 0,16 % Tween-20) fiir mindestens 30 min bei
Raumtemperatur geschwenkt, um damit unspezifische Bindungsstellen fiir den Antikorper
abzusittigen. Die Bindung des fiir das interessierende Protein spezifischen Antikorpers erfolgte
durch Inkubation des Filters mit einer 1/1000-Verdiinnung des Antikorpers in 5 % Magermilch-
PBS-T, eingeschweif}t in Plastikfolie fiir mindestens eine Stunde unter stindiger Bewegung bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurde der Filter dreimal fiir je 5 min in einem groferen
Volumen PBS-T gewaschen und mit einem gegen den ersten Antikérper gerichteten,
Peroxidase-gekoppelten Antik6rper (Verdiinnung 1/2000 in 5 % Magermilch-PBS-T) fiir
mindestens 30 min inkubiert. Die Detektion der Proteine erfolgte durch das ECL-System
(Amersham) nach Hersteller-Angaben. Der Filter wurde dabei fiir eine Minute mit der ECL-
Losung bedeckt und anschlieSend unterschiedlich lang gegen einen Rontgenfilm exponiert.

Coomassie-Brilliant-Blau-Firbung von Proteingelen

Das Gel wurde fiir mindestens eine Stunde in Coomassie-Farbe-Losung (0,2 % Coomassie-
Brilliant-Blau R250; 50 % Methanol; 7,5 % Essigsdure) inkubiert und anschlieBend in zwei
Schritten entfarbt. Im ersten Schritt wurde das geféarbte Gel fiir mindestens 30 min in Entfdrbe-
Losung I (50 % Methanol; 10 % Essigsdure) geschwenkt und danach solange in Entfirbe-
Losung I gelegt, bis die Proteinbanden klar sichtbar wurden. Zur Dokumentation konnte das
Gel auf ein Whatman 3MM-Papier gelegt und im Wasserstrahlvakuum getrocknet werden.
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Reportergen-Analysen

Untersuchung der Genexpression durch Chloramphenicol-Acetyltransferase-
Aktivitats-Messung (""CAT-Assay“, Gorman et al., 1982)

Zellen, die zuvor mit CAT-Reportergen-Konstrukten transfiziert worden waren, wurden bei
300 g 4 min abzentrifugiert, einmal mit PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,7 mM CaCly;
0,6 mM MgCl,; 6,5mM NaHPO, 1,5mM KH,PO, pH7,6) gewaschen, emeut
zentrifugiert und das Zellpellet, nach sorgfiltigem Entfernen des Uberstandes, in 250 mM Tris-
HCl pH 7,8 resuspendiert und in 1,5 ml Reaktionsgeféfie iiberfithrt. Durch dreimaliges

Einfrieren und Auftaven im fliissigen Stickstoff und 370C-Wasserbad wurden die Zellen
aufgebrochen. Die Extrakte wurden durch 20 min Zentrifugation bei 13000 g von
Zelltrimmern geklart und der Proteingehalt des Uberstandes nach der Lowry-Methode
bestimmt. Fiir die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitit der Chloramphenicol-

Acetyltransferase eines Proteinextrakts wurden 100-200 pg Protein in einem Reaktionvolumen

von mindestens 100 pl mit 1,5 pl D-Threo-[dichlorazetat—1—14C]-Chloramphenicol (=
5550 pmol, als Substrat) und 1 mM Acetyl-Coenzym A in 250 mM Tris pH 7,8 fiir 2-24 h
bei 37°C inkubiert. Nach Beendigung der Reaktion wurde mit 500 pl Ethylacetat kriftig

gemischt und damit das Substrat und die Reaktionsprodukte in die obere organische Ethylacetat-
Phase ausgeschiittelt. Die Ethylacetat-Phase wurde in neue Reaktionsgefdfle tiberfiihrt und im

Vakkum ("speed vac") eingedampft. Das Lyophyllisat wurde dann 18 pl Ethylacetat gelost, auf

eine Kieselgel-DC-Platte aufgetragen und die Reaktionsprodukte (1-acetylierten, 3 "-acetylierten
und die 1°,3"-acetylierten Formen des Chloramphenicols) und das Substrat (nicht acetyliertes
Chloramphenicol) in einer Chromatographie-Kammer diinnschichtchromatographisch
voneinander getrennt. Als Laufmittel wurde ein Chloroform/Methanol Gemisch (9:1)
verwendet, die Dauer der Chromatographie betrug typischerweise eine Stunde. Nach der
Chromatgraphie wurden die DC-Platten kurz an der Luft getrocknet und gegen einen
Rontgenfilm exponiert. Fiir eine quantitative Bestimmung der Chloramphenicol-
Acetyltransferase-Aktivitdit wurden die DC-Platten mit dem Fuji Bio-Imaging-Analyzer
BAS1.000 ausgewertet. Meistens wurde eine relative CAT-Aktivitdt bestimmt, die als das
Verhiltnis von Signalstirke der Reaktionsprodukte zur Summe aus Reaktionsprodukten und

nicht umgesetzten Substrats von hundert errechnet wurde ("Umsetzungsprozent").
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Untersuchung der Genexpression durch Luziferase-Aktivitidts-Messung
(Nguyen et al., 1988; Brasier et al., 1989)

Mit Luziferase-Reportergen-Konstrukten transfizierte Zellen wurden bei 300 g 4 min
zentrifugiert, einmal mit PBS ohne Calcium und Magnesium (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI;
6,5 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO,; pH 7,6) gewaschen, erneut abzentrifugiert und nach
Entfernen der Waschlosung in 100-200 pl KP-Puffer (25 mM Glycylglycin pH 7,8; 15 mM
Kaliumphosphat; 15 mM MgSO,; 4 mM EGTA; 2 mM ATP; 1 mM DTT) aufgenommen und
in 1,5 ml Reaktionsgefafle liberfiihrt. Nach dreimaligem Einfrieren und Auftauen im fliissigen

Stickstoff und 370C-Wasserbad wurden die Extrakte 15 min bei 13000 g und 40C
zentrifugiert, der Uberstand in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und sofort die Luziferase-

Aktivitit der Extrakte bestimmt. Dafiir wurde die Hélfte eines Extraktes (maximal 100 pl) mit
25 mM Glycylglycin pH 7,8; 15 mM MgSO,; 4 mM EGTA; 1 mM ATP; 1 mM DTT im
Luminometer durch Autoinjektion von 1 mM Luziferin-Losung gemischt und die entstandene

Lumineszenz vom Gerit detektiert. Die gemessenen Luziferase-Einheiten wurden gegen die im
Anschluf} nach der Lowry-Methode bestimmten Proteinmengen normiert.

Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 6 % CO», 95 % Luftfeuchte und 370C in geeigneten Brutschrinken
kultiviert. Lymphoide (S49.1 und Abkémmlinge) und Fibroblasten- (2E und Abkoémmlinge)

Zellinien wurden in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM), das mit 10 % fotalem
Kélberserum und 1 % einer Penicillin/Streptomycinlésung (10000 U/ml Penicillin; 10 mg/ml
Streptomycin) versetzt war, kultiviert.

Passagieren von Zellen

Suspensionskulturen wurden, wenn sie eine Dichte von 1-2 x 106 Zellen pro ml hatten, auf

maximal 2 x 105 Zellen mit frischem Kulturmedium verdiinnt. Adherente Kulturen wurden
jeweils vor Erreichen der Konfluenz maximal eins zu zehn verdiinnt. Dafiir wurde das
Kulturmedium sorgfaltig entfernt, die Zellen vollstandig mit 0,25 % Trypsin bedeckt, das
Trypsin sogleich wieder abgesaugt und nach wenigen Minuten die abgelosten Zellen in frischem
Kulturmedium resuspendiert und in gewiinschter Zahl auf neue Kulturschalen verteilt.

Zellzahlen wurden im allgemeinen mittels einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt.
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Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden aus einer logarhythmisch wachsenden Population eingefroren. Dazu wurden
sie abtrypsiniert, abzentrifugiert (300 x g, 3 min) und in eiskaltem Einfriermedium (DMEM
mit 20 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert. Je 1,5 ml wurden in ein Einfrierrohrchen
(Wheaton Scientific, Millville, USA) abgefiillt und zum Abkiihlen 30 min auf Eis gestellt.
Anschlieend wurden die Zellen langsam auf -80°C (moglichst 1°C/min) abgekiihlt und am
nédchsten Tag zur Lagerung in fliissigen Stickstoff (-196°C) tiberfiihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte schnell bei 37°C im Wasserbad. Zur Entfernung des DMSO
wurden die Zellen in 9 ml Kulturmedium aufgenommen, abzentrifugiert (300 x g fiir 3 min)
und mit frischem Kulturmedium in geeigneter Verdiinnung auf ZellkulturgefaBe verteilt.

Behandlung von Zellen mit Induktoren

Zur Behandlung von Zellen mit Dexamethason, RU486, ZKA, ZKB, ZKC, ZKD, 12-O-
Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) und G418 wurden diese Substanzen direkt aus
konzentrierten Stammidsungen ins Medium pipettiert und die Kultur fiir die entsprechenden
Inkubationszeiten bei 37°C und 6 % CO, im Brutschrank fiir Zellen gehalten.

Einbringen von DNA in Zellen

Transiente und stabile Transfektion von Zellen mit DEAE-Dextran (Schwartz et
al., 1990)

Die DEAE-Dextran-Methode wurde zur Transfektion lymphoider Zellen (S49.1, S49.1G3.R1
und deren Abkommlinge) angewendet. Bei transienter Transfektion wurden die Zellen 24 h

vorher auf eine Zelldichte von 3 x 105 pro ml eingestellt. Bs wurden 5 pg pro 2 x 106 Zellen

transfiziert. Die Zellen wurden dafiir bei 300 g 4 min abzentrifugiert, einmal mit TBS
(137 mM NaCl; 25 mM Tris-HCl pH 7,4; 5mM KCl; 0,7 mM CaCly; 0,5 mM MgCly;
0,6 mM Na,HPO,) gewaschen und die Zellen nach erneuter Zentrifugation in einem

1 x -Transfektionsmix aufgenommen. Der Transfektionsmix bestand aus 5 pg DNA,
0,5 pg/ml DEAE-Dextran in 200 ul TBS. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde

der Zellsuspension 20 pl DMSO zugegeben (Endkonz. 1 %) und fiir weitere drei min

inkubiert. Der "DMSO-Schock”" wurde durch Zugabe eines grofen Volumens TBS gestoppt,
die Zellen einmal mit TBS gewaschen und in {rischem vorgewidrmten Kulturmedium
aufgenommen. Die Behandlung der Zellen mit Induktoren erfolgte friihstens 16 h nach
Transfektion. Bei der stabilen Transfektion wurde wie bei der transienten verfahren, die Zellen
wurden 16 h nach Transfektion mit dem geeigneten Antibiotikum behandelt. Nach Einsetzen
der Antibiotika-Wirkung wurde die Kultur auf "24-well-GefdBe" verteilt und gewartet, bis
antibiotikaresistente Kulturen hochgewachsen waren. Um Einzelklone zu isolieren, wurden
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antibiotikaresistente (polyklonale) Kulturen in verschiedenen Verdiinnungen (z.B. 1, 5, 10 pro
well) auf "96-well-Platten" verteilt. Bei "96-well-Platten", wo in weniger als 2/3 der wells
Zellen wuchsen, handelte es sich mit hinreichender Wahrscheinlichkeit um Einzelklone. Diese
wurden vermehrt und analysiert.

Transiente und stabile Transfektion mit Kalziumphosphat (Graham und van der
Eb, 1973)

Die CaPO4-Methode wurde zur transienten und stabilen Transfektion von Fibroblasten-Zellinien

(QE und Abkémmlinge) verwendet. Dazu wurden 106 Zellen einen Tag vor der Transfektion in
eine 9 cm Petrischale ausgesidt. Ein einfacher Transfektionsmix wurde folgendermafien

hergestellt: Zu 10 ng DNA in 500 pl einer 250 mM CaCly-Losung wurde tropfenweise

500 pul 2 x HBS-Losung (280 mM NaCl; 1,5 mM Na,HPO, x 2H,0; 50 mM HEPES

pH 7,05) zugegeben und kurz gemischt. Nach etwa 20 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das CaPOy-/DNA-Koprizipitat (sichtbar durch leichte Triibung der Losung)
tropfenweise in das Medium der zu transfizierenden Zellen pipettiert und durch vorsichtiges
Schwenken gleichméBig verteilt. Nach 4-16 h Inkubation im Brutschrank fiir Zellen wurde das
Medium entfernt, einmal mit PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,7 mM CaCl,; 0,6 mM
MgCl,; 6,5 mM Na,HPOy; 1,5 mM KH,PO,4 pH 7,6) gewaschen und frisches vorgewérmtes
Medium dazugegeben. Bei transienter Transfektion wurden die Zellen etwa 24 h nach
Transfektion mit Induktoren behandelt. Fiir eine stabile Transfektion von Zellen wurde #hnlich

der transienten verfahren, nur da weniger Zellen (5 x 105) pro 9 cm Petrischale ausgesit und
diese 24 h nach der Transfektion auf drei 9 cm Schalen gesplittet wurden. Dem frischen
Kulturmedium war dabei das entsprechende Antibiotikum zugesetzt. Einzelne Kolonien
Antibiotika-resistenter Zellen wurden etwa drei Wochen nach Selektionsbeginn makroskopisch
sichtbar. Eine gewisse Anzahl von Kolonien wurde isoliert, indem man zunichst das
Kulturmedium sorgfiltig entfernte, die Kolonie mit einem Tropfen 0,25 % Trypsin bedeckte
und nach einigen Sekunden vorsichtig mit einer Pipette aufnahm. Die so isolierten Klone

wurden vermehrt und analysiert.

Retrovirale Infektion von S49.1G3.R1 mit Hilfe des OmegaE-Systems
(Morgenstern und Land, 1990)

In einer 750 ml Kulturflasche wurden 5 x 106 QE-Zellen, die enweder mit pBrGR oder
pBrGR-LS-7 stabil transfiziert waren, in 20 ml Medium angesetzt. Nach Anhaften der Zellen
wurden zusitzlich 2 x 106 S49.1G3.R1-Zellen in 10 ml Medium dazugegeben und fiir zwei
Wochen kokultiviert. Die Selektion mit Puromycin (1 pg/ml) wurde zwei Tage nach Anfang

der Kokultur begonnen. Wihrend der Kokultur wurde auf optimale Wachstumsbedingungen
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beider Zellinien geachtet, die QE-Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz und die
S49.1G3.R1-Zellen bei einer Zelldichte von etwa 2 x 10 pro ml verdiinnt. Nach Ende der
Kokultur wurde die Zellsuspension in eine frische Petrischale iiberfiihrt und fiir einige Stunden
im Brutschrank inkubiert. Nachdem sich in der Suspension befindiche QE-Zellen abgesetzt

hatten, wurde der nun fast ausschlieSlich aus S49.1G3.R1-Zellen bestehende Pool zur
Klonierung in verschiedenen Verdiinnungen auf "96-well-Platten" verteilt, vermehrt und auf

Expression der infizierten cDNA getestet.

Apoptose-und Zellzyklus-Bestimmungen

Detektion apoptotischer Zellen durch Annexin V-Bindung (Martin et al., 1995)

Etwa 106 Zellen wurden einmal mit PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,7 mM CaCly;
0,6 mM MgCl,; 6,5mM NaHPO, 1,5mM KH,PO, pH7,6) und Annexin-
Inkubationspuffer (10 mM Hepes/NaOH pH 7,4; 140 mM NaCl; 5 mM CaCly) gewaschen

und in 100 pl Firbelosung (2 pl Annexin V-FITC-Stammlosung in 100 pl Inkubationspuffer)

resuspendiert. Nach etwa 15 min Inkubation bei RT wurde die Inkubationsreaktion auf 500 pl

Volumen mit Inkubationspuffer verdiinnt und anschlieBend die Anzahl apoptotischer Zellen
durchfluBzytometrisch bestimmt. Der Inkubationspuffer des Verdiinnungsschrittes enthielt
1 mg/ml Propidiumjodid (PI), was die Unterscheidung nekrotischer von apoptotischen Zellen
moglich machte. FITC-Fluoreszenz wurde mit 488 nm angeregt und bei 515 nm detektiert. Um
PI-Fluoreszenz bei 560 nm zu detektieren, wurde eine elektronische Kompensation
durchgefiihrt, dies schloB eine Uberlappung der beiden Emissionsspektren aus.

Isolierung von DNA-Fragmenten (Herrmann et al., 1994)

Etwa 5 x 106 Zellen wurden einmal mit PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 0,7 mM CaCl,;
0,6 mM MgCly; 6,5 mM Na,HPOy,; 1,5 mM KH,PO, pH 7,6) gewaschen, das Zellpellet fiir
10 Sekunden mit 50 pl Lysispuffer (1% NP-40; 20 mM EDTA; 50 mM TrisHCI pH 7,5)
behandelt und die Kerne bei 1600 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und der
Lysisschritt noch ein Mal wiederholt. Die insgesamt 100 pl Uberstand wurden auf 2 % SDS
und 5 mg/ml RNase A eingestellt und fiir mindestens 2 h bei 550C inkubiert. Anschliefend
wurden die Ansdtze mit Proteinase K behandelt (Endkonzentration 2,5 mg/ml) und fiir

mindestens zwei weitere Stunden bei 370Cbinkubiert. Der Proteinase K-Verdau wurde mit 1/10
Volumen 10 M Ammoniumacetat versetzt und die DNA durch Zugabe von 2,5-fachem
Volumen Ethanol prézipitiert. Die ausgefillte DNA wurde durch 20 min Zentrifugation bei

13000 g gesammelt, getrocknet und in 20 pl DNA-Ladepuffer aufgenommen. Die
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Auftrennung der DNA erfolgte mittels eines 1,8 % TAE-Agarosegels bei 80 V fiir etwa 3 h.
Die DNA wurde nach der Elektrophorese durch 15 min Inkubation des Gels in
Ethidiumbromid-haltigem TAE-Puffer sichtbar gemacht.

Analyse der Zellzyklusverteilung von Zellen mittels Propidiumjodid,
Bestimmung apoptotischer "sub G0/G1'-Zellen (Telford et al., 1992)

Etwa 100 Zellen wurden einmal mit PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCIl; 0,7 mM CaCly;
0,6 mM MgCl,; 6,5 mM Na,HPOy; 1,5 mM KH,PO, pH 7,6) gewaschen und in 200 pl PBS
resuspendiert. Zur Zellsuspension wurden dann 800 pl 80 % Ethanol, 49C pipettiert und
vorsichtig gemischt. Die so fixierten Zellen wurden iiber Nacht bei 40C aufbewahrt. Zur
Farbung mit Propidiumjodid (PI) wurden die fixierten Zellen bei 360 g abzentrifugiert und in
1 ml Farbelosung (50 g PI, 0,1 mg/ml RNAse A in 0,1 % NP-40 und 0,1 % NaCitrat)

resuspendiert und nach ungefihr 30 min Inkubation bei 40C im Dunkeln durchfluBcytometrisch
analysiert.

Cdk2-Aktivititsmessung (“ Kinase-Assay ¢, Matsushime et al., 1994)

Etwa 107 S49.1 wurden einmal mit PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCL; 0,7 mM CaCl;
0,6 mM MgCly; 6,5 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO, pH 7,6) gewaschen und in 500 pl
Lysispuffer (50 mM Hepes pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2,5 mM EGTA; 0,1 %
Tween 20 in 10 % Glycerin; frisch: 1 mM DTT; 0,1 mM PMSF, 10 pg/ml Leupeptin;

10 pg/ml Aprotinin; 10 mM [B-Glycerophosphat; 0,1 mM Na,Vo,) resuspendiert und unter
Kiihlung 2 mal 5 Sekunden sonifiziert. AnschlieBend wurden die Extrakte bei 13000 g, 5 min

von Zelltriimmern geklirt. Vom Uberstand wurden 50 pl als Zellysat weiter verwendet und die

restlichen 450 pl mit 20 pl Protein-A-Sepharose (in Lysispuffer resuspendiert) gemischt und
zur Reinigung der Extrakte von unzpezifisch an die Sepharose bindenden Molekiilen eine
Stunde bei 4°C rotiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 360 g wurde der Uberstand zu 5 pl
cyc E-Antikdrper (M20, Santa Cruz, Heidelberg) gegeben und iiber Nacht (mind. 4 Stunden)
bei 4°C rotiert. Danach wurden zur Isolierung der Immunkomplexe die Extrakte mit 20 pl

Protein-A-Sepharose versetzt und eine weitere Stunde bei 4°C rotiert. Die Protein-A-Sepharose
mit gekoppelten cyc E-Immunkomplexen wurde bei 360 g 5 min zentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig mit einer Spritze entfernt und verworfen und insgesamt zweimal mit Lysispuffer und
zweimal mit Kinasepuffer (50 mM Hepes, pH 7,5 10mM MgCl,; 10mM

B-Glycerophosphat und 2,5 mM EGTA; immer frisch: 1 mM DTT; 0,1 mM Na,VO,; 1 mM

NaF und 20 uM ATP) gewaschen (dazwischen immer wieder bei 360 g pelletiert und
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Waschlosung mit Spritze abgenommen). Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand

sehr sorgfiltig mit einer feinen Spritze entfernt und die Protein-A-Sepharose mit 25 pl Kinase-

Reaktionspuffer, versetzt mit 4 pl[y-32 PJATP (10 uCi) und 4 pl Histon H1 (1 pg;
Boehringer, Manheim) vorsichtig aufgenommen (mit Spitze mischen). Nach 30 min bei 30°C
unter Schiitteln wurde die Kinasereaktion kurz zentrifugiert und der Uberstand zu 25 pl
2 x Laemmli pipettiert (unbedingt Protein-A-Sepharose-Kontamination vermeiden!). Die
pelletierte Protein-A-Sepharose wurde mit 100 pl 2 x Laemmli versetzt. Die Kinasereaktion

wurde durch 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel, nach Trocknen auf Whatman-Papier
gegen einen Film fiir mehrere Stunden exponiert. Die Immunoprezipitation durch 10 % SDS-
PAGE aufgetrennt und durch Western-Blot mit spezifischen Antikérpern analysiert.
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Abkiirzungen
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