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Zusammenfassung

Glukokortikoide finden aufgrund ihrer anti-inflammatorischen und immunsuppressiven Wirkung
eine breite therapeutische Anwendung. Die Wirkung von Glukokortikoiden wird in der Zelle
durch den Glukokortikoidrezeptor vermittelt, der als ligandenabhéngiger Transkriptionsfaktor die
Expression von Genen in verschiedenster Weise beeinflussen kann.

Zum einen bindet der GR an DNA-Sequenzen in den Promotoren hormoninduzierbarer Gene und
aktiviert die Transkription dieser Zielgene. Zum anderen ist der GR auch in der Lage die Aktivitat
anderer Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 und NF-xB durch eine Protein-Protein-
Wechselwirkung zu hemmen. Die Repression immunregulatorischer Gene ist vermutlich die
molekulare Grundlage der immunsuppresiven Wirkung von Cortison.

Bisherige Arbeiten deuten darauf hin, daf eine simple AP-1-GR Interaktion zur Erkldrung dieser
Repression nicht ausreicht, sondern dafl an der AP-1 Repression durch den GR noch weitere
Proteine beteiligt sind.

Das Ziel dieser Arbeit war zusitzliche Faktoren der AP-1 Repression durch den GR zu
identifizieren. Sie sollten in der Hefe mit Hilfe eines Zwei-Hybrid Systems als
Glukokortikoidrezeptor interagierende Proteine identifiziert werden. Hierzu wurde eine
transkriptionell inaktive GR-Mutante hergestellt, deren Repressionkapazitit nicht beeinfluflt war.
Durch den Two-Hybrid Screen wurden bisher unbekannte Proteine isoliert, die hormonabhéngig
mit dem GR interagieren. Eines dieser Isolate, Trip6, wurde bereits frither als Partnerprotein des
ebenfalls AP-1 reprimierenden Thyroidhormon- bzw. des Retinsdurerezeptors RXR identifiziert.

In dieser Arbeit erfolgte die funktionelle Charakterisierung des Trip6-Proteins. Trip6 ist ein
hauptsédchlich nukledres Protein und existiert in verschiedenen Spleilformen. Trip6 enthilt in
seinem C-Terminus drei Lim-Doménen, die als Oberflichen fiir die Interaktion mit weiteren
Proteinen dienen koénnen. Neben der Interaktion mit dem GR ist Trip6 auch in der Lage mit der
AP-1 Komponente cFos und der NF-kB Untereinheit RelA zu interagieren. Zudem ist Trip6 ein
effektiver transkriptioneller Repressor, der keine Homologie zu bisher beschriebenen Kofaktoren
des GR hat. Die Eriedrigung der endogenen Trip6-Proteinmenge zeigte, da3 Trip6 eine zentrale
Rolle fiir die AP-1 Repression spielt.

Zusammenfassend ergibt sich fiir die AP-1 Repression das folgende Modell; durch die Ausbildung
eines Multiproteinkomplexes zwischen AP-1, GR wund Trip6, bringt Trip6 seine
Repressorfunktion in die direkte Umgebung von AP-1 und hemmt somit dessen transkriptionelle
Aktivitdt. Da Trip6 auch mit RelA interagieren kann, kdnnte Trip6 ein genereller Faktor fiir die
Repression tiber Protein-Protein-Wechselwirkungen darstellen.

Diese Arbeit trdgt nicht nur zu einem detaillierteren mechanistischen Verstindnis der GR
abhingigen AP-1 Repression bei, sondern definiert auch eine neue Klasse von Kofaktoren des GR.



Identification of novel cofactors involved in AP-1 repression
by the glucocorticoid receptor

Abstract

Glucocorticoids are widely used as anti-inflammatory and immunosuppressive drugs. Within the
cell they bind to the Glucocorticoid receptor (GR), a ligand-dependent transcription factor (TF),
which is able to modulate gene expression in various ways. Firstly, GR is able to bind directly to
DNA sequences in the promotor region of hormone-inducible target genes. Secondly, GR is also
able to inhibit transcriptional activity of other TFs like AP-1 and NF-kB. The repression of
immunoregulatory genes by GR presumably is the molecular basis of the immunosuppressive
effects of cortison.

The negative crosstalk presumably involves protein-protein-interactions of GR and the other
TFs. Up to know there is strong evidence that a direct binding of GR and AP-1 is not sufficient,
but that additional factors are involved in the negative crosstalk.

The aim of this work was to identify the additional factors for AP-1 repression. To isolate these
factors, a Two-Hybrid Screen was used to isolate GR interacting proteins. For this purpose, a
GR mutant was generated which was transcriptionally inactive but still showed normal repression
capacity. With the help of the Two-Hybrid Screen several previously unknown partner proteins
which interact with GR in a hormone-dependent manner were identified. One of these called
Trip6 was formerly identified as a partner protein of the Thyroid hormone receptor (TR) and the
Retinoic acid receptor (RXR), both of which are also able to repress AP-1 activity. In this work
Trip6 was functionally characterised.

Trip6 is a mainly nuclear protein, which exists in several different splice forms. The C-terminus
of Trip6 contains 3 Lim-domains, which can serve as interaction surfaces for other proteins.
Besides the interaction with GR, Trip6 also interacts with the AP-1 component cFos and the
NF-xB subunit RelA. Moreover, Trip6 is a transcriptional repressor, which shows no homology
to other known corepressors. Reduction of the endogenous Trip6 protein amount by antisense
techniques showed that Trip6 plays a key role in AP-1 repression. In conclusion the following
model was developed: a multiprotein complex forms between AP-1, GR and Trip6. Trip6 is
thereby able to bring its repressive function into the direct environment of AP-1 and thereby
inhibits transcriptional activity. As Trip6 is also able to interact with RelA, Trip6 may be a
general factor mediating transcriptional repression by GR.

This work does not only contribute to a more detailed mechanistic understanding of GR
dependent AP-1 repression, but also defines a novel class of cofactors of GR.
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1 Einleitung

Glukokortikoide gehorten zu den ersten, um 1930 isolierten Steriodhormonen. Seither lieferte die
Untersuchung der Glukokortikoidwirkung viele wichtige Einblicke in die Genregulation durch

nukleédre Rezeptoren und andere sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren.

Die Wirkungen der Glukokortikoide im Organismus sind vielfdltig. Sie stimulieren die Gluko-
neogenese, vermindern die Glukoseaufnahme und -verwertung in peripheren Geweben, steigern
den Fettabbau, die Freisetzung von freien Fettsduren und stimulieren die Protein- und Nuklein-
sduresynthese in der Leber. Zudem sind sie essentiell fiir die Aufrechterhaltung einer normalen
kardiovaskuldren Funktion, fiir die Absorbtion und Umverteilung von Calcium sowie bei der
Entwicklung und Reifung verschiedener embryonaler Gewebe z.B. der Leber, des Gastro-
intestinaltrakts und der Lunge (zur Ubersicht Felig et al., 1987). Die wichtigste, auch
therapeutisch genutzte Wirkung von Glukokortikoiden ist die Unterdriickung von Immun- und
Entziindungsreaktionen durch Inhibition der Zytokin- und Chemokinsynthese sowie durch
Repression von Genen fiir Oberflichenrezeptoren und Adhésionsmolekiile, die bei der
Aktivierung, Rekrutierung und Migration von Lymphozyten eine Rolle spielen (zur Ubersicht
Cato und Wade, 1996; Barnes und Karin, 1997; Barnes, 1998). Da Glukokortikoide in
T-Lymphozyten Apoptose ausldsen, finden sie auch in der Behandlung von Leukdmien und
insbesondere von T-Lymphomen ihre Anwendung (zur Ubersicht Karin und Saatciouglu, 1997).

Die meisten der immunregulatorischen Gene, die durch Glukokortikoide reprimiert werden, stehen
unter der positiven Kontrolle der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB. Daher ist es sehr
wahrscheinlich, da die immunsuppressive und anti-inflammatorische Wirkung von
Glukokortikoiden durch eine Interferenz mit diesen Transkriptionsfaktoren hervorgerufen wird.

Meine Arbeit beschiftigt sich mit den molekularen Mechanismen der immunsuppressiven
Wirkung von Cortison. Da Cortison seine Wirkung iiber den Glukokortikoidrezeptor (GR) ausiibt
(zur Ubersicht Yamamoto, 1985; Beato et al., 1995), mochte ich zunichst in die Struktur und

Funktion des GR einfiihren.
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1.1 Der Glukokortikoidrezeptor vermittelt die Wirkung des Steriod-
hormons in den Zielzellen
Nach der passiven Diffusion der lipophilen Steroidhormone durch die Membran der Zielzellen
binden Steroide an sogenannte Steroidhormonrezeptoren, die zur Familie der nukledren
Rezeptoren gehoren.
Zu diesen ligandenbindenen Transkriptionsfaktoren gehoren neben dem GR auch die Rezeptoren
fiir Mineralokortikoide, Androgene, Ostrogene, der Vitamin D3-, Thyroidhormon- und der
Retinsiurerezeptor (zur Ubersicht Evans, 1988; Green und Chambon, 1988; Beato, 1989). Zudem
enthdlt die Klasse der nukledren Rezeptoren noch weitere Mitglieder, deren physiologischen
Liganden bisher noch nicht identifiziert wurden (sog. Orphan-Receptors; Mangelsdorf et al.,
1995).
Alle Mitglieder dieser Proteinfamilie zeigen eine charakteristische Doménenstruktur, die anhand
des GR verdeutlicht werden soll.

Eine schematische Darstellung der Dominen des GR findet sich in Abb.1(zur Ubersicht Evans,
1988; Beato, 1989, Cato et al., 1992, Tsai und O'Malley, 1994, Beato et al., 1995). Die zentrale
DNA-Bindedoméne (DBD) ist innerhalb der Familie der Steroidrezeptoren stark konserviert. Sie
besteht aus zwei Zinkfinger-Motiven, wobei je ein Zinkatom durch vier Cysteinreste koordinativ
gebunden wird (Freedman et al., 1988). Die Aminosduren des ersten Zinkfingers sind fiir die
sequenzspezifische Bindung des Rezeptors an die DNA verantwortlich, wahrend der zweite
Zinkfinger fiir die Dimerisierung von GR-Molekiilen wichtig ist (D-Loop; Umesono und Evans,
1989; Hird et al., 1990, Dahlman-Wright et al., 1991; Glass, 1994; Zilliacus et al., 1995). Die
DBD ist mit der Liganden-Bindedomine (LBD) durch eine "hinge"-Region verbunden. In diesem
Bereich liegen Sequenzen, die an der Translokation des Rezeptors in den Zellkern beteiligt sind
(nuclear localization signal, NLS; Picard und Yamamoto, 1987). Die C-terminale Liganden-
Bindedomine (LBD) ist neben der Bindung des Liganden (Carlstedt-Duke et al., 1988) auch an der
Transaktivierung beteiligt. Es wurde eine Transaktivierungsdoméne 12 direkt am Anschluf3 an die
DBD beschrieben (Hollenberg und Evans, 1988) sowie eine weitere Transaktivierungsfunktion
AF-2 (Aminosduren 727 bis 763), die im Gegensatz zur aminoterminalen AF-1 (oder t1) von der

Ligandenbindung abhéngig ist (Danielian et al., 1992).
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Die Ligandenbindedoménen aller nukledren Rezeptoren zeigen eine dhnliche Tertidrstruktur, wie
Kristallstrukturanalysen von Retinsdurerezeptoren (RAR und RXR), des Progesteron-rezeptors
und des Ostrogenrezeptors ergeben haben (Darimont et al., 1998; Shian et al., 1998; Williams et
al., 1998). Die LBD ist aus 12 amphipatischen a-Helices und einer 3-Faltblattstruktur aufgebaut,
die gemeinsam eine Ligandenbindetasche formen. Nach Ligandenbindung kommt es zu
intramolekularen Umlagerungen der Helices 10, 11 und 12, wodurch die Ligandenbindetasche
abgeschlossen wird. Durch das Zuriickklappen der Helix 12 auf die Helix 3 entstehen neue
Proteinoberflichen, die fiir die Interaktion mit Koaktivatoren wie z.B. SRC-1 (engl. steriod
receptor coactivator 1) und TIF2 (engl. transcription intermediary factor 2) notwendig sind

(Bourguet et al., 1995; Renaud et al., 1995; zur Ubersicht Moras und Gronemeyer, 1998).

77 272 415 500
N-C | AF1 | [DBD || LBD/AF2 )-C
1 777

Abb.1: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von Steriodhormonrezeptoren
am Beispiel des menschlichen Glukokortikoidrezeptors

Die Zuordnung der Rezeptorfunktionen zu den einzelnen Doménen ist im Text beschrieben. Die
Zahlen bezeichnen Aminosédurepositionen. N, Amino-Terminus; C, Carboxy-Terminus; AF-1 und
2, Aktivierungsfunktion 1 und 2; DBD, DNA-Bindedoméne; h, hinge-Region; LBD,
Ligandenbindedoméne.

1.2 Regulation der Genexpression durch den Glukokortikoidrezeptor

In Abwesenheit von Glukokortikoiden liegt der Rezeptor in einer inaktiven Form als Komplex mit
verschiedenen Hitzeschockproteinen (u.a. Hsp90 und Hsp70) im Zytoplasma vor (Pratt, 1993;
Dittmar et al., 1997; zur Ubersicht Buchner, 1999). Ligandenbindung fiihrt zur Dissoziation des
Multi-Proteinkomplexes und zur Translokation des Rezeptors in den Zellkern. Neuere Ergebnisse
zeigen, daf3 die Hitzeschockproteine ebenfalls in den Zellkern rekrutiert werden koénnen oder
nukledre Isoformen besitzen (DeFranco et al., 1998; Kang et al., 1999). Hsp90 und Hsp70

kolokalisieren mit nukledren Rezeptoren im Kern und bilden auch in diesem zelluldren

15



Kompartiment Proteinkomplexe mit den Steroidhormonrezeptoren aus. Welche Funktion die
Hitzeschockproteine im Kern ausiiben ist bisher noch unbekannt.

Der ligandengebundene GR kann die Expression von Zielgenen in verschiedener Weise modulieren.
Zum einen kann er als Homodimer an spezifische DNA-Sequenzen in den Promotorregionen der
Zielgene binden und deren Transkription aktivieren (Transaktivierung). Des weiteren ist der
Glukokortikoidrezeptor auch in der Lage die Expression bestimmter Zielgene zu reprimieren

(Transrepression).

1.2.1 Der Glukokortikoidrezeptor als ligandenabhéingiger Transkriptionsfaktor
(Transaktivierung)

Fiir die Transaktivierung von positiv hormonregulierten Zielgenen muf3 der GR als Homodimer
direkt an spezifische DNA-Sequenzen in den Promotorregionen dieser Gene binden. Es handelt
sich hierbei um eine palindromische DNA-Sequenz (Konsensus: AGAACANNNTGTTCT) die
als Glukokortikoid-responsives-Element (engl. glucocorticoid responsive element, GRE)
bezeichnet wird (zur Ubersicht Yamamoto, 1985; Beato et al., 1995). Beispiele solcher positiv
hormonregulierten Zielgene sind das Gen fiir die an der Glukoneogenese beteiligte
Tyrosinaminotransferase (Jantzen et al., 1987) und das menschlich Metallothionein Ila-Gen
(Karin et al., 1984). Auch der long terminal repeat (LTR)-Promotor des Maus Mamma Tumor
Virus (MMTV) (Ponta et al, 1985) enthdlt mehrere GREs und wird im experimentellen
Zellsystem haufig als GR-induzierbarer Promotor in Reportergenen verwendet.

In der DNA-gebundenen Form kann der Rezeptor direkt mit dem basalen Transkriptionsfaktor
TFIIB, dem TATA-Box-bindenden Protein (TBP) und TAFII30, zwei Komponenten des basalen
Transkriptionsfaktors TFIID, interagieren (Ing et al., 1992; Baniahmad et al., 1993; Jacq et al.,
1994; Sadovsky et al., 1995; zur Ubersicht Horwitz et al., 1996). Diese tragen aber nur einen Teil
zur transkriptionellen Aktivitit des Rezeptors bei. Wichtiger fiir die transaktivierende Funktion
der nukledren Rezeptoren ist die Interaktion mit Koaktivatoren.

Koaktivatoren sind definitionsgemil3 Faktoren, die nicht bei der basalen Transkription beteiligt
sind. Sie selbst konnen keine Transkription induzieren, da sie keine DNA-Bindedomine besitzen,

worliiber sie an Promotorregionen binden konnten. Koaktivatoren lassen sich in zwei generelle
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Klassen einteilen: die Mitglieder der SWI/SNF-Proteinfamilie (engl. switch/sucrose
nonfermentable) und Mitglieder der Histon-Azetytransferase-Familie. Beide Klassen sind in der
Lage die Chromatinstruktur zu verédndern und dadurch Transkription zu erleichtern. Teilweise
konnen sie auch direkt die Aktivitdt der basalen Transkriptionsmaschinerie oder die Ausbildung
des Pré-Initiationskomplexes durch Protein-Protein-Wechselwirkungen beeinflussen (zur

Ubersicht Collingwood et al., 1999, Glass und Rosenfeld, 2000).

Der in Hefe identifizierte SWI/SNF-Komplex (Neigeborn und Carlson, 1984; Stern et al., 1984),
der auch in Drosophila (Papoulas et al., 1998) und Saugern als Multiproteinkomplex vorhanden
ist (Muchardt und Yaniv, 1993; Chiba et al., 1994), bewirkt eine ATP-abhidngige Repositionierung
der Nukleosomen, was zu einer lokalen Verdnderung der Chromatinstruktur fiihrt. Durch die
Interaktion des GR mit BRG1, einer Komponente des humanen SWI/SNF-Komplexes, wird die
Chromatinstruktur in der Umgebung des GRE verdndert und weitere sequenzspezifische
Transkriptionsfaktoren oder Faktoren der basalen Transkriptionsmaschinerie haben einen
erleichterten Zutritt zu der Promotorregion (Fryer und Archer, 1998). Der Pri-Initiationskomplex
kann sich leichter und stabiler ausbilden und die Transkription des Zielgens wird verstirkt (zur
Ubersicht Zawel und Reinberg, 1993; Orphanides et al., 1996; Wilson et al., 1996).

Die zweite Gruppe der Koaktivatoren enthilt intrinsische Histon-Azetyltransferaseaktivitit und
verindert dadurch den Azetylierungsstatus des Chromatins (zur Ubersicht Wade und Wolffe,
1997; Torchia et al. 1998).

Nicht-azetylierte Histone bewirken eine dichtere Chromatinpackung, was eine schlechtere
Bindung verschiedenster Transkriptionsfaktoren an Promotorregionen zur Folge hat. Durch die
Azetylierung der Histone wird die Chromatinstruktur aufgelockert und Transkriptionsfaktoren
konnen leichter an Promotorregionen binden, was in einer verstirkten Transkriptionsaktivitit in
dem betreffenden Bereich resultiert (zur Ubersicht Berger, 1999). Der Azetylierungsstatus wird
durch zwei Enzymaktivititen, den Histon-Azetyltransferasen (HAT) und den Histon-

Deazetylasen (HDAC) aufrecht erhalten (zur Ubersicht Wade und Wolffe, 1997; Xu et al., 1999).
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Beispiele fiir Koaktivatoren mit HAT-Aktivitit sind CBP/p300 (Bannister und Kouzarides,
1996, Ogryzko et al., 1996), SRC-1 (Onate et al., 1995) und TIF-2/GRIP-1 (Voegel et al., 1996;
Hong et al., 1996).

CPB wurde als interagierendes Protein des Transkriptionsfaktors CREB isoliert, wihrend p300
als das Schliisselprotein fiir die Wirkungsweise des Onkoproteins E1A des Adenovirus
identifiziert wurde (Whyte et al., 1989; Chrivia et al., 1993; Eckner et al., 1994). Beide Proteine
sind sehr eng miteinander verwandt und iiben groftenteils dieselben zelluldren Funktionen aus
(Arany et al., 1994; zur Ubersicht Shikama et al., 1997). CBP und p300 dienen fiir eine Reihe
sequenzspezifischer Transkriptionsfaktoren als Koaktivatoren (Kamei et al., 1996; Chakravarti et
al., 1996; zur Ubersicht Shikama et al., 1997; McKenna et al., 1999). Durch eine direkte
Interaktion mit der RNA Helikase A, die wiederum an die RNA Polymerase II bindet, vermittelt
CBP/p300 die Transkriptionsaktivierung (Nakajima et al., 1997). Durch die zusétzlich enthaltene
HAT-Aktivitdt der beiden Proteine wird die Chromatinstruktur aufgelockert und die Ausbildung
des Pra-Initiationskomplexes wird erleichtert bzw. stabilisiert.

SRC-1 und TIF-2 interagieren iiber ein LXXLL-Sequenzmotiv (Heery et al,, 1997) mit der
Transaktivierungsfunktion AF-2 im C-Terminus. SRC-1 kann zusétzlich mit CBP interagieren,
wodurch beide Faktoren synergistisch wirken (Smith et al., 1996).

GRIP-1 wurde mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens als GR interagierendes Protein identifiziert
(Hong et al., 1996). Es interagiert mit der Hormonbindedoméne des GR und bildet zusitzlich zu
seiner HAT Aktivitét einen direkten Kontakt zur basalen Transkriptionsmaschinerie aus (Walfish

et al., 1997; Hong et al., 1997).

1.2.2 Repression von Genen durch den GR (Transrepression)

Die anti-inflammatorische und immunsuppressive Wirkung von Glukokortikoiden wird der
Repression von Genen zugeschrieben, die eine Schliisselrolle bei der Regulation von Immun- und
Entziindungsreaktionen spielen (zur Ubersicht Barnes und Adcock, 1993; Cato und Wade, 1996;
Barnes und Karin, 1997; Barnes, 1998). Hierzu zihlen Gene, die fiir Zytokine,

Zelladhdsionsmolekiile und bei entziindlichen Prozessen beteiligten Enzyme kodieren.
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Viele der "pro-inflammatorischen" Gene unterliegen der Kontrolle der Transkriptionsfaktoren AP-
1 und NF-xB und werden durch Cortison reprimiert. Das heif3t, da} die Hemmung der Aktivitit
von AP-1 und NF-xB durch den GR die molekulare Grundlage der anti-inflammatorischen und
immunsuppressiven Wirkung der Glukokortikoide bilden konnte.

Der zugrundeliegende Repressionsmechanismus ist fiir die einzelnen, durch GR reprimierten Gene
sehr unterschiedlich. Die Expression vieler Gene wird durch eine Interferenz des GR mit den an
der positiven Regulation des Zielgens beteiligten Transkriptionsfaktoren reprimiert.

Zusitzlich zur Repression direkt am Promotor des betreffenden Gens, kann der GR auch durch
Synthese von inhibitorischen Proteinen oder durch Hemmung von Signaltransduktionskaskaden
die Expression bestimmter Gene unterbinden. Die verschiedenen Repressionsmechanismen sollen

nun anhand von Beispielen néher erldutert werden.

a) Repression durch Synthese eines Inhibitors

Die Synthese eines inhibitorischen Proteins ist ein mdgliches Modell zur Erkldarung der NF-xB
Repression durch den GR.

Die Familie der NF-kB Transkriptionsfaktoren besteht aus fiinf verschiedenen DNA-bindenden
Proteinen, die alle eine N-terminale RelA-Homologiedoméne enthalten (RelB, cRel, p65 (RelA),
pl05 und pl00 (Vorldufer von p50 und p52)). Diese Domine dient zur DNA-Bindung,
Dimerisierung, nukledren Lokalisation und zur Interaktion mit anderen Proteinen, einschlie8lich
der inhibitorischen IxB Proteine (zur Ubersicht Dumont et al, 1998). In den meisten Zelltypen
hilt das IkB Protein NF-kB (oft ein Heterodimer aus p50 und RelA) durch Maskierung der
nukledren Lokalisations-Sequenzen der einzelnen Untereinheiten im Zytoplasma zuriick.
Stimulation der Zellen mit einer Vielzahl von Signalen z.B. Zytokinen, UV- Bestrahlung,
Oxidantien etc. fithrt zu einer Aktivierung von NF-xB. Diese Aktivierung wird hauptsidchlich
durch Phosphorylierung und Ubiquitinylierung von IxkB vermittelt, wodurch IkB durch das
Proteasom degradiert wird. Das freigesetzte NF-kB Dimer kann in den Zellkern translozieren, an
spezifische DNA-Sequenzen binden und die Transkription seiner Zielgene induzieren.

Viele der immunologisch relevanten Zielgene des NF-xB Transkriptionsfaktors (Zytokine,

Oberflachenrezeptoren etc.) werden durch Glukokortikoide reprimiert. Als Ursache dieser
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Repression werden in der Literatur zwei verschiedene Mechanismen diskutiert. Das erste Modell
fiihrt die Repression auf eine Protein-Protein-Wechselwirkung der beiden Transkriptionsfaktoren
zuriick. Dieses Modell wird im Abschnitt d) detailliert beschrieben. Das zweite Modell, das sog.
IkB-Modell, geht davon aus, dal die Repression der NF-xkB Aktivitdt durch eine verstarkte
Synthese des IkB-Proteins nach Cortisongabe vermittelt wird (Scheinmann et al., 1995; Auphan
et al., 1995). Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, daf3 in vielen Zelltypen die NF-kB Repression
durch den GR von der IxB-Induktion entkoppelt werden kann (Brostjan et al., 1996; Palvimo et
al., 1996; De Bosscher et al., 1997, Heck et al, 1997; Wissink et al., 1997). Eine
dimerisierungsdefekte GR-Mutante (transkriptionell inaktiv) zeigte keine Induktion von IxB, war
aber dennoch in der Lage die NF-kB Aktivitit effizient zu reprimieren (Heck et al., 1997). Die
Induktion des IkB Proteins stellt somit nicht den generellen Mechanismus der NF-kB Repression

dar.

b) Repression durch Hemmung von Signaltransduktionskaskaden
Der GR ist auch in der Lage mit dem Transaktivierungspotential des Transkriptionsfaktors AP-1
zu interferieren. Ein publiziertes Modell der AP-1 Repression beruht auf der Hemmung der Jun-

Kinaseaktivitdt (JNK) durch den GR (Caelles et al., 1997).

AP-1 (Aktivatorprotein 1) ist ein sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor, der aus
Homodimeren der Jun-Familie (cJun, JunB und JunD) oder Heterodimeren der Jun- und
Fosfamilie (cFos, FosB, Fral und Fra2) besteht (zur Ubersicht Angel und Karin,1991). Unter
thnen ist cJun der Hauptbestandteil aller AP-1 Komplexe und cFos sein am besten bekannter
Partner (Bohmann et al., 1987; Angel et al., 1988). AP-1 wird durch Mitogene, Onkoproteine,
Zytokine und UV-Strahlung aktiviert. Die Aktivierung von AP-1 wird durch post-translationelle
Modifikationen und gesteigerte Synthese der AP-1 Komponenten vermittelt (zur Ubersicht Angel
und Karin, 1991; Karin, 1995; Karin et al; 1997). Die transkriptionelle Aktivitit von cJun wird
durch die aminoterminale Phosphorylierung an den Serinresten 63 und 73 gesteigert (Pulverer et
al., 1991; Smeal et al., 1991). Diese induzierbare Phosphorylierung wird durch die Mitglieder der

Junkinase-Familie (JNK, cjun amino-terminal kinase; Hibi et al., 1993; Derijard et al., 1994)
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vermittelt und ist notwendig fiir die Rekrutierung des Koaktivators CBP (Arias et al., 1994;
Bannister et al., 1995).

Der hormonbeladene GR ist in der Lage die Aktivierung der JNK zu hemmen und verhindert
dadurch die Aktivierung von cJun. Der beobachtete Repressionseffekt auf die JNK ist unabhéngig
von der transkriptionellen Aktivitdit des Hormonrezeptors (Caelles et al., 1997). Der genaue
Mechanismus und auf welcher Ebene der Signalkaskade der GR hemmend eingreift, ist bisher noch
ungeklart.

Um die beschriebene Hemmung der JNK zu erhalten, miissen sehr hohe Hormonkonzentrationen
eingesetzt werden (10° M). AP-1 Repression durch den GR kann jedoch bereits bei
Hormonkonzentrationen von 107'° bis 10° M Dexamethason gemessen werden (Jonat et al.,
1990). Die Hemmung der JNK-Aktivitit spielt demnach eher bei  hohen
Dexamethasonkonzentrationen eine Rolle und kann die bereits bei viel geringeren Konzentrationen

erfolgende AP-1 Repression nicht erklaren.

¢) Repression iiber GR-Bindestellen in den Promotoren der Zielgene

FEine Moglichkeit der Repression von Genen iiber GR-Bindestellen liegt in der Kompetition um
iiberlappende Bindestellen. Am Beispiel des Prolactin-Gens soll dieser Mechanismus kurz
erldutert werden. Das Prolactin-Gen wird in der Hypophyse exprimiert und ist am negativen
Riickkopplungsmechanismus zwischen adrenalen Glukokortikoiden und Adrenokortikotropin der
Hypophyse beteiligt. Die Repression dieses Promotors wird durch Kompetition des GR mit
anderen Transkriptionsfaktoren um die Bindung an die DNA vermittelt (Sakai et al., 1988). Der
Promotor enthélt eine GR-Bindestelle, die sich von klassischen GREs insofern unterscheidet, daf3
nach Bindung des GR keine Aktivierung der Transkription erfolgt. Diese Elemente werden auch
als negative GRE (nGRE) bezeichnet und zeigen keine Ahnlichkeit zu der Konsensussequenz
eines klassischen GREs. Uberlappend zu diesem nGRE liegen im Prolaktin-Promotor Bindestellen
fiir den Hypophysen-spezifischen Transkriptionsfaktor Pit-1/GHF-1 und den ubiquitdren Faktor
XTF (Subramaniam et al., 1997), die gemeinsam fiir die Expression des Gens verantwortlich sind.
In Anwesenheit von Glukokortikoiden werden diese Faktoren durch den ligandengebundenen GR

verdrangt.
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Nach einem dhnlichen Mechanismus erfolgt die Repression des humanen knochenspezifischen
Osteocalcin-Gens. Hier iiberlappt die Bindestelle des basalen Transkriptionsfaktors TFIID mit
einem nGRE (Celeste et al.,, 1986; Stromstedt et al., 1991; Meyer et al, 1997). Dadurch
verhindert der hormonbeladene GR die Bildung des Transkriptions-Initiations-Komplexes.

Ein weiteres Beispiel eines GR reprimierten Gens, das murine Proliferin, zeigt einen etwas
unterschiedlichen Mechanismus. Der Proliferinpromotor enthdlt keine iiberlappenden
Bindestellen, sondern Bindestellen fiir den Glukokortikoidrezeptor und fiir AP-1 in direkter
Nachbarschaft. Dieses regulatorische Promotorelement wird deshalb als zusammengesetztes GRE
bezeichnet (engl. composite GRE).

Der Glukokortikoidrezeptor bindet an den Promotor, kann aber nur in Anwesenheit von AP-1 die
Transkription regulieren. Besteht AP-1 aus einem Heterodimer von cJun und cFos wird die
Transkription des Proliferingens reprimiert. Ist AP-1 jedoch aus cJun-Homodimeren
zusammengesetzt, erfolgt eine Aktivierung der Transkription (Diamond et al., 1990; Pearce und

Yamamoto, 1993).

d) Repression durch Modulation der Transaktivierungsfunktion anderer
Transkriptionsfaktoren (ohne DNA-Bindung des GR)

Die meisten der immunregulatorischen Gene, die durch Glukokortikoide reprimiert werden, stehen
unter der positiven Kontrolle der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB und enthalten keine
Bindestellen fiir den GR in ihren Promotoren. Die Repression wird bei diesen Genen vermutlich
durch eine Protein-Interaktion zwischen dem GR und dem positiv regulierenden
Transkriptionsfaktor vermittelt.

Eines der am besten untersuchten Beispiele fiir diese Form der AP-1 Repression durch den GR ist
das menschliche Kollagenase I-Gen (Jonat et al., 1990; Lucibello et al., 1990; Schiile et al., 1990;
Yang-Yen et al., 1990). Kollagenase I ist eine Metalloprotease und ist mafgeblich an der
Gewebezerstorung infolge rheumatoider Arthritis beteiligt. Thre Expression wird durch den
Transkriptionsfaktor AP-1 positiv reguliert. Die Aktivierung von AP-1 erfolgt durch eine Reihe
physiologischer (Wachstumsfaktoren, Protoonkogene) und unphysiologischer Agenzien

(UV-Strahlung, Tumorpromotoren wie der Phorbolester 12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat,
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TPA) (Angel und Karin, 1991; Radler-Pohl et al., 1993). Aktiviertes AP-1 induziert die
Transkription des Kollagenase I-Gens durch die direkte Bindung an sogenannte ,,auf TPA
reagierende Elemente" (TRE) in der Promotorregion (Angel et al., 1987a und 1987b; Lee et al.,
1987).

Der Kollagenase I-Promotor enthilt keine Bindestelle fiir den GR und die beobachtete Repression
beruht nicht auf einer Verdrangung des AP-1 Proteins von der DNA (Jonat et al., 1990; Konig et
al., 1992).

Umgekehrt kann auch aktiviertes AP-1 den GRE gebundenen GR hemmen (Schiile et al., 1990;
Lucibello et al., 1990). Dimerisierungsdefekte Mutanten des GR zeigten, dal AP-1 Repression
eine Funktion des momomeren GR ist und somit keine DNA-Bindung und transkriptionelle
Aktivitdt des Rezeptors bendtigt (Heck et al., 1994). Obwohl der GR nicht an DNA bindet, ist
die DBD des Rezeptors sowie Bereiche des N-Terminus und C-Terminus des GR notwendig fiir
die AP-1 Repression (Lucibello et al., 1990; Schiile et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990; Kerppola
etal., 1993).

Alle diese Befunde lassen auf eine Protein-Protein-Interaktion des GR mit AP-1 schlie3en, die in
einem inaktiven DNA-gebundenen Komplex resultiert. /n vitro konnte tatséchlich eine
physikalische Interaktion der beiden Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden (Diamond et

al., 1990; Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990; Touray et al., 1991).

Neben der AP-1 Repression wird auch fiir NF-kB ein Repressionsmechanismus diskutiert, der
eine Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen dem GR und der p65 Untereinheit von NF-xB
beinhaltet (zur Ubersicht McKay und Cidlowski, 1999). Die Interaktion wird durch die DNA-
Bindedomine des GR und der Rel-Homologiedoméne in p65 vermittelt (Caldenhoven et al., 1995;
Ray und Prefontaine, 1994; Schreinman et al., 1995; zur Ubersicht McKay und Cidlowski, 1998).
Die Repression ist wechselseitig, d.h. NF-xB kann auch mit der transkriptionellen Aktivitdt des
GR interferieren und die DNA-Bindungskapazitit von NF-kB wird nicht beeinflult (Ray und
Prefontaine, 1994; Van den Stolpe et al., 1994; Schreinman et al., 1995; Brostjan et al., 1996). Der
genaue Mechanismus der NF-kB Repression durch Protein-Protein-Wechselwirkung ist noch

nicht bekannt.
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Trotz jahrelanger intensiver Untersuchungen sind viele Aspekte der Transrepression durch den
GR weiterhin ungeklart.

Ein umstrittenes Modell zur Erkldrung der AP-1 Repression wurde von Kamei et al. (1996)
publiziert. Hiernach soll die Repression durch Kompetition um den gemeinsamen Koaktivator
CBP/p300 (engl. CREB binding protein), der in der Zelle nur in limitierenden Mengen vorhanden
ist, vermittelt werden. Durch die Bindung von CBP an GR wird die verfiigbare Menge an freiem
Koaktivator vermindert (engl. squelching) und AP-1 somit in seiner transkriptionellen Aktivitat
gehemmt.

Dieses Modell wurde auch fiir Repression von NF-kB vorgeschlagen (Zong et al.,1998; Sheppard
et al., 1998; Lee et al., 1998). Viele Argumente sprechen gegen dieses Modell:

NF-xB Zielgene werden unabhingig von der Menge des Koaktivators CBP durch GR reprimiert
(De Bosscher et al., 2000). Zusitzlich wird der Repressionseffekt durch die Uberexpression der
p65 Untereinheit nicht verstdrkt, sondern aufgehoben (Caldenhoven et al., 1995), obwohl CBP
auch ein Koaktivator fiir NF-xB ist.

Wire CBP tatsdchlich limitierend, so sollte jede Aktivierung des GR zu einer Hemmung aller
Transkriptionsfaktoren fiihren, die ebenfalls CBP als Koaktivator benétigen (z.B. alle anderen
Steroidhormonrezeptoren). Dies ist jedoch nicht der Fall. Repression durch den GR ist
hauptsédchlich auf die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-xB beschrinkt, in einigen Zelltypen
werden auch die Transkriptionsfaktoren Oct-1, Oct-2 (Kutoh et al., 1992; Prefontaine et al.,
1998; Wieland et al., 1998; Subramaniam et al., 1998) und GATA (Burcin et al., 1994) durch den
GR reprimiert.

Durch geeignete Punktmutationen in der DNA-Bindedoméine des GR konnten Mutanten
hergestellt werden, die normale Transaktivierung aber keine AP-1 Repression zeigten (S425G,
L436V, Heck et al., 1994). Diese dissoziierenden GR-Mutanten sind vermutlich in der Lage CBP
zu binden (zu schlieBen aus dem normalen bis leicht gesteigerten Transaktivierungspotential),

zeigen aber dennoch keine AP-1 Repression.
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1.3 Zusitzliche Proteine sind notwendig um AP-1 Repression durch den GR

zu vermitteln

Unklar ist, wie durch die Protein-Protein-Wechselwirkung des GR mit AP-1 und NF-xB ein
transkriptionell inaktiver Komplex gebildet wird. Durch welchen Mechanismus werden die
Transaktivierungsdominen von AP-1 und NF-kB und die zwei Transaktivierungsdoménen des
hormonbeladenen GR ,,inaktiviert"?

Eine mogliche Erkldrung ist, daB durch die Proteininteraktion des GR mit AP-1 und NF-xB
wichtige Proteinoberfachen maskiert werden, die fiir die Koaktivatorbindung essentiell sind. Ein

Beweis fiir diese Hypothese wurde bisher nicht erbracht.

Ist eine direkte Interaktion des GR mit AP-1 bzw. NF-xB ausreichend um Repression zu
vermitteln, oder sind an diesem Prozel} noch zusétzliche Faktoren beteiligt?

AP-1 Repression zeigt eine Zelltypspezifitit (Shemshedini et al., 1991). Dies deutet darauf hin,
daf} an der AP-1 Repression zusitzliche, zelltypspezifische Faktoren beteiligt sind.

Einen weiteren Hinweis fiir die Existenz zusétzlicher Faktoren liefern Interaktionsstudien
zwischen AP-1 und einer bestimmten GR-Mutante. Die hierzu verwendete GR-Mutante GR,,pgp
tragt zwei Punktmutationen in der DBD (C476W und R479Q) und zeigt in vitro keine
Transaktivierung und keine Transrepression. In einem in vitro Interaktionstest konnte diese
Mutante aber immer noch an AP-1 binden (Géttlicher et al., 1996), was zu der Hypothese fiihrte,
daf} die Bindung des GR an AP-1 alleine nicht ausreichend ist, um Repression zu vermitteln.

AP-1 146t sich in Hefe als Heterodimer aus cJun und cFos rekonstituieren und zeigt eine sehr hohe
transkriptionelle Aktivitat. Durch die Koexpression des in Hefe funktionellen GR 146t sich die
AP-1 Aktivitdt nicht hemmen (eigene Vorarbeiten, Daten nicht gezeigt). AP-1 Repression a3t
sich somit in Hefe nicht rekonstituieren.

Zusammengenommen sprechen alle diese Befunde fiir die Existenz zusitzlicher Faktoren, die

AP-1 Repression durch den GR vermitteln.
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1.4 Mit Hilfe eines Zwei-Hybrid Systems konnen Interaktionen zwischen zwei

Proteinen identifiziert werden

Um nach den bei der Transrepression durch den GR beteiligten Faktoren zu suchen, kann das
Zwei-Hybrid System in der Hefe benutzt werden (engl. Two-Hybrid Screen). Es ist eine hiufig
angewandte Methode, um Interaktionspartner eines gewiinschten Proteins zu identifizieren.

Die konzeptionelle Grundlage des Two-Hybrid Systems geht auf Untersuchungen des
Hefetranskriptionsfaktors Gal4 zuriick. Gal4 besteht aus zwei klar trennbaren Doménen; einer
sequenzspezifischen DNA-Bindedomine (DBD) im N-Terminus und einer Transaktivierungs-
doméne (TAD) im C-Terminus des Proteins (Hope und Struhl, 1986; Keegan et al., 1986; Fields
und Song, 1989). Getrennt voneinander sind die beiden Doménen nicht in der Lage die
Transkription eines Reportergens zu aktivieren.

Basierend auf diesen Erkenntnissen konnen chimére Fusionsproteine zweier Proteine X und Y mit
der Gal-DBD bzw. mit der Gal-TAD hergestellt werden (Abb.2). Interagieren die Proteine X und
Y miteinander, so werden die getrennten Gal4-Domédnen wieder zu einem funktionellen
Transkriptionsfaktor rekonstituiert, und sind in der Lage ein geeignetes Reportergen zu aktivieren.
Der Hefestamm Y190 enthilt zwei integrierte Gal4-abhéngige Reportergene, die unterschiedliche
Promotorkontexte besitzen. Somit kann neben der Blaufarbung (Aktivierung des B-Galaktosidase-
Reportergens) noch zusidtzlich auf Histidinprototrophie (durch Expression des HIS3-

Reportergens) in Folge einer Protein-Protein-Interaktion selektioniert werden.

Sollen neue Interaktionspartner identifiziert werden, wird anstelle des Proteins Y eine Genbank
verwendet, deren cDNA-Fragmente an die Gal4-TAD fusioniert wurden. Nach Transformation
der Genbank in einen Hefestamm, der das DBD-Zielprotein enthilt, sollten nur Transformanten
mit potentiell interagierenden Proteinen auf Histidin-defizienten Selektionsplatten Kolonien
bilden, die dann auf die Aktivitdt des zweiten unabhdngigen Reporters B-Galaktosidase iiberpriift
werden. Die cDNA-Fragmente der positiven Klone werden anschlieBend isoliert und sequenziert

(Zur Ubersicht Fields und Sternglanz, 1994; Allen et al., 1995).
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DBD

LacZ/HIS3

Gal4UAS

DBD

LacZ/HIS3

Gal4UAS

Gal4U AS

LacZ/HIS3

Abb.2: Schematische Darstellung des Zwei-Hybrid Systems.

A) Das Zielprotein X, fusioniert an die Gald4pgp wird in einem Hefestamm exprimiert, der die
beiden Reportergene LacZ und HIS3 unter der Kontrolle des Gal4-Promotors trigt. Die
Reportergene sind an unterschiedlichen Stellen im Genom integriert. Da das Hybridprotein kein
Transaktivierungspotential besitzt, werden die Reportergene nicht transkribiert. B) Ein zweites
Hybridprotein Y, fusioniert an die Galtap wird in den Hefestamm eingebracht. Im Falle einer
Interaktion der Proteine X und Y, wird die Transaktivierungsfunktion des Gal4-Proteins
rekonstituiert, was zur Aktivierung der Reportergene fiihrt. C) Interagieren die Proteine X und Z
nicht miteinander bleibt die Aktivierung der Reportergene aus.

DBD: DNA-Bindedomine; TAD; Transaktivierungsdoméne; Galdyas: Bindestellen fiir Gal4
(engl. upstream activating sequences); LacZ: B-Galaktosidase; HIS3: Schliisselenzym bei der
Biosynthese von Histidin.
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1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es Kofaktoren zu identifizieren, die an der Repression von AP-1 durch den
GR beteiligt sind.

Hierzu wurden folgende Teilziele angestrebt:

1. Herstellen einer geeigneten GR-Mutante fiir einen Two-Hybrid Screen

Zusitzliche Faktoren, die an der AP-1 Repression beteiligt sind, sollten als interagierende Proteine
des GR mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens identifiziert werden. Voraussetzung fiir die
Durchfiihrung eines Two-Hybrid Screens ist, dafl das Zielprotein selbst keine transaktivierenden
Eigenschaften besitzt. Aus diesem Grund sollte eine GR-Mutante hergestellt werden, die in Hefe
keine Transaktivierung zeigt.

Da mit dieser Mutante Partnerproteine fiir die AP-1 Repression gesucht werden sollten, mufite

die Mutante noch in der Lage sein, in hoheren Zellen AP-1 zu reprimieren.

2. Durchfiihrung eines Two-Hybrid Screens zur Identifizierung neuer Partnerproteine
des GR
Mit Hilfe einer kommerziell erhéltlichen HeLa-cDNA-Bibliothek sollten bisher unbekannte

Partnerproteine der hormonbeladenen GR-Mutante identifiziert werden.

3. Auswahlkriterien fiir Proteine, die auf eine potentielle Beteiligung am
Repressionsproze8 untersucht werden und Uberpriifung ihrer Funktionen in hoheren
Zellen

AP-1 Repression ist ein hormonabhdngiger ProzeB. Aus diesem Grund sollten nur die
hormonabhingig interagierenden Proteine weiterverfolgt werden. Mit Hilfe einer weiteren GR-
Mutante GR,,pgp, die in Sdugetierzellen keine Transrepression zeigt, sollten Proteine eliminiert
werden, die beim Repressionsproze8 vermutlich keine Rolle spielen. Alle hormonabhingigen
Isolate sollten auf eine potentielle Interaktion mit der Mutante getestet werden. Nur die Isolate,
die keine Interaktion mit dem GR,,ppp zeigen sollten anschliefend in Sdugetierzellen auf ihre Rolle

beim AP-1 Prozel3 genauer untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Bezugsquellen

Alle Chemikalien wurden in der héchst moglichen Reinheitsstufe verwendet. Wal¥rige Losungen
wurden mit Wasser, das Uber ein Milli-Q Reinstwasser-System der Firma Millipore entsalzt wurde,
in sterilen Gefél3en angesetzt und autoklaviert.

Acrylamid/N,N"-Methylenbisacrylamid (30:0,8) Roth, Karlsruhe

Adenin

Agarose

Aminosauren
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Aprotinin

B-Mercaptoethanol

Bacto Agar

Bacto Hefeextrakt

Bacto Trypton
Bromphenolblau

Codlenterazin

Coomassie Brilliant Blau R250
DEAE-Dextran

2 -Deoxynukleosid-5"-Triphosphate
Dexamethason

Dimethylformamid

Dithiothreitol (DTT)

DMEM (synthetisches Kulturmedium)
DMSO

ECL ™ Western blotting detection reagents

Ethidiumbromid

Fotales Kalberserum
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz
Geniticin-Sulfat (G418)
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Merk, Darmstadt

Biozym Diagnostik, Hameln
Merk, Darmstadt

BioRad, Munchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Serva, Heidelberg

Difco, Detroit

Difco, Detroit

Difco, Detroit

Serva, Heidelberg

Biosynth AG, Staad (Schweiz)
Serva, Heidelberg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein

Fluka, Buchs

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Sigma, Delsenhofen

Bio Whittaker, Verviers
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein



Glasperlen

Glutathion

Glutathion-Agarose
Glycylglycin

Glykogen

Heringssperma-DNA
Hefeextrakt

| sopropyl-B-D-Thiogal actopyranosid
Leupeptin

Lithium Azetat

Luziferin

Lysozym

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Mol ekulargewichts-Standard fur
SDS Elektrophorese
Nutrient-Broth

N,N,N",N"-tetramethylenethylendiamin

N,N"-Dimethylformamid
Nonidet P40
Oligo-dT-Zdlulose

ONPG

Paraformal dehyd
Penicillin/Streptomycin
Pepstatin
Phenylmethylsulfonyl-Fluorid
Polyethylenglycol 4000
Protein A-Sepharose

Proteinase K
Puromycin
Quiagen-tip-500
RNase A

TPA

Triamcinolon Acetonid
Triton X-100
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Sigma, Deisenhofen

Fluka, Buchs

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Biosynth AG, Staad (Schweiz)
Roche Diagnostics, Mannheim
Saliter, Oberglinzburg

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Difco BRL, Eggenstein
BioRad, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

Fluka, Buchs

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Merk, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Diagen, Duisseldorf

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

BioRad, Miinchen



tRNA (aus Hefe) Sigma, Deisenhofen

Trypsin Difco, Detroit
Tween20 Serva, Heidelberg
Uracil Merk, Darmstadt
Vitamin B1 Sigma, Deisenhofen
X-Gal Roth, Karlsruhe
Xylencyanol Serva, Heidelberg

Y east Nitrogenbase w/o aminoacids Difco, Detroid

Alle Ubrigen, nicht aufgefihrten Chemikaien wurden in p.A. Qudité von den Firmen Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Alle
Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen.

2.1.2 Geriate und Verbrauchsmaterial

Bakterien-Petrischalen Greiner, Nurtingen
Brutschrank Hereus, Stuttgart
ECL-System Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg
Elektrophorese-Apparaturen BioRad, Munchen
Hoefer Scientific Instr., USA
Entwicklungsmaschine fir Rontgenfilme Kodak, New Haven
Geltrockner BioRad, Munchen
Hyperfilm XR® Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg
Kontron-Hermle Centrikon H-401 Zentrifuge Hermle, Gosheim
KUhlzentrifuge J2-HS mit Rotoren JS-13.1 und JA-1 Beckmann, Stuttgart
Luminometer Berthold, Wildbad
Perkin EImer Cetus 9600 Thermocycler Perkin Elmer Cetus, Norwalk
Polyvinyliden-Difluorid- (PVDF-) Membran (Immobilon) Millipore, Bedford
Spektral photometer (Spekol UV/VIYS) Zeiss, Jena
Tischzentrifuge Typ 5410 Eppendorf, Hamburg
Titertek Multiscan PLUS MKII Elisa-Reader L absystems, Finnland
Transilluminator (IL-350M) Bachhofer, Reutlingen
UV-Lampe Vetter, Wiesloch
Vakuum-Konzentrator ("speed vac") Savant, Farmingdale
3MM Whatman Papier Bender und Hobein, Karlsruhe
Zdlkulturartikel Greiner, NUrtingen
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2.1.3 Enzyme

Restriktionsenzyme und modifizierende Enzyme wurden von den Firmen Biolabs (Frankfurt),
Boehringer (Mannheim), Promega (Madison), Gibco BRL (Eggenstein) oder United States
Biochemicals (Cleveland) bezogen.

2.1.4 Bakterien und Hefestimme

E. coli BL21 (DE3) pLysS: Bakterienstamm zur Expression von Fusionsproteinen

Genotyp: F-; ompT; hsdSB; (rB-,mB-); dcm; gal; (DE3); pLysS (Cmr)

E. cali XI-1 blue: Bakterienstamm fiir Klonierungen

Genotyp: F"::Tn10proA+b+laclq, d(lacZ)M15, recAl, endAl, gyrA96, (Nalr), thi,
hsdR17 (rK-,mK+), supE44, relAl, lac

KC8: Bakterienstamm fir die I solierung von Genbankplasmiden aus Hefe

Genotyp: hsdR; 1euB600; trpC9830; pyrF::Tn5; hisB463; lacDX74; strA; galU,K

Y 187: Hefestamm fir die Retransformation isolierter Genbankplasmide;

Genotyp: MATa; ura3-52; his3-200; ade2-101; trp1-901; leu2-3,112; gal4D; met-;
gal80D;
URA3::GALIUAS-GALITATA-lacZ

Y 187CU: Hefestamm fir die Transformation des GRE-Reportergens;

Genotyp: MATa; ura3-52; his3-200; ade2-101; trp1-901; leu2-3,112; gal4D; met-;
gal80D

Y 190: Hefestamm verwendet fir den Two-Hybrid Screen

Genotyp: MATa; ura3-52; his3-200; ade2-101; trpl-901; leu2-3,112; gal4D; gal80D;
cyhr2;
LYS2:: GALIUASHIS3TATA-HIS3 ; URA3::GALIUAS-GALITATA-lacZ

2.1.5 Zellinien und Kulturbedingungen

Cos:

Affen-Nierenzdllinie; Glukokortikoidrezeptor defizient; Cos7-Zellen wurden in DMEM mit 10%
fotalem Kéaberserum (FCS) kultiviert.

Hel atk-:

Menschliche  Zervixkarzinom-Zdlinie;  Subklon  der  parentdlen Helalinie  ohne
Thymidinkinaseaktivitét. HeL a-Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS kultiviert.

Hel a S3 Tet Off:

Menschliche Zervixkarzinom-Zdlinie mit stabiler Expression des Tet-Regulators, kommerziell
erhdtlich (Clontech). HeLa Tet Off-Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS kultiviert und bel
Bedarf mit Doxycyclin induziert.
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2.1.6 Kulturmedien fiir Hefen und Bakterien

Fur die Aufzucht von Hefe- und E. coli Stémmen wurden Standardmedien verwendet (Guthrie and
Fink, 1991; Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1988). Die Medien wurden mit doppelt-
deionisiertem Wasser angesetzt und bei 121°C fir 20 min autoklaviert. Um Maillardreaktionen zu
vermeiden wurde die D-Glukose erst nach der Sterilisation zugegeben.

Agarplatten wurden aus den Medien durch Zugabe von 2 % Bacto-Agar (Difco) hergestellt. Die
prozentualen Angaben beziehen sich auf wiv.

2.1.6.1 Hefemedien

Vollmedium (YPD) pH 5,5: 1% Hefe-Extrakt
2% Bacto-Pepton
2% D-Glukose

Selektionsmedium pH 5,6: 0,67 % Y east-Nitrogenbase w/o aminoacids

1x Drop-out LOsung

2% D-Glukose
Adenin, Uracil und die Aminosduren Histidin, Leucin, Lysin und Tryptophan wurden, soweit nicht
Auxotrophiemarker, aus Stocklésungen zugegeben.

10x Drop-Out-Ldsung (11): 300 mg L-Isoleuzin
1500 mg L-Valin
200 mg L-Arginin-HCI
200 mg L-Methionin
500 mg L-Phenylalanin
2000 mg L-Threonin
300 mg L-Thyrosin

100x Adenin (100 ml): 200 mg L-Adenin-Hemisulfat

100x Histidin (100 ml): 200 mg L-Histidin HCI Monohydrat; sterilfiltrieren
100x Leucin (100 ml): 1000 mg L-Leucin

100x Lysin (100 ml): 300 mg L-Lysin HCI

100x Tryptophan (100 ml): 200 mg L-Tryptophan; sterilfiltrieren

100x Uracil (100 ml): 200 mg L-Uracil
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2.1.6.2 Medien fiir E. coli Kulturen
Vollmedium pH 7,5: 1% Hefe-Extrakt
(LuriaBroth, LB) 1% Bacto-Trypton
0,5% NaCl
Dem Vollmedium wurde bei Bedarf 100 pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin zugesetzt.
SOC-Medium pH 7,4: 2% Bacto-Trypton
0,5% Hefe-Extrakt
0,4% D-Glukose
10 mM NaCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
2,5mM KCl

YNEB-Medium pH 7,4: 0,75% Hefe-Extrakt
0,8% "Nutrient Broth"

Minimamedium (fir KC8): 1x M9-Salze
1mM MgSo,
0,2 % Glukose
2 mg Vitamin B1 (50 mg/ml Stockl6sung)
0,165 M CaCl,
1x Aminosaurestockl dsungen
ad 11 dest. Wasser

M9-Sal ze (10x): 128 g Na,HPO,.7H,O
30 g KH,PO,
5gNaCl
10 g NH,Cl
ad 1| dest. Wasser

2.1.7 Plasmide

2.1.7.1 Expressionsplasmide

RSV-GR:

Zur Verfigung gestellt von M. Gottlicher; enthdlt die ¢cDNA des humanen GR im
Expressionsvektor RSV.
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RSV-GR, .,

Zur Verfiugung gestelt von M. Gottlicher; enthédlt die cDNA des humanen GR mit ener
Punktmutation in der Helix 12 (E755Q) im Expressionsvektor RSV.

RSV-GR ioanr10

Zur Verfiugung gestelt von M. Gottlicher; enthédlt die cDNA des humanen GR mit ener
Punktmutation in der Helix12 (E755Q) und einer zusdtzlichen kompletten Deletion der AF-1 im
Expressionsvektor RSV.

RSV-GR, pgp:

Enthdt die cDNA des humanen GR mit den Punktmutationen C476W/R479Q; der die
entsprechende Mutationen tragende Teilbereich wurde as EcoRI/Clal-Fragment aus phGR-
CA476W/R479Q (Heck et al., 1994) in RSV-GR kloniert.

pRShR™

Zur Verfigung gestellt von M. Gottlicher; Kontrollvektor ohne Glukokortikoidrezeptor cDNA-
Sequenz (Cato und Ponta,1989).

pcDNA3.1-HA:

Enthalt das Hamagglutinin Epitop aus Hamophilus influenzae mit vorangehender Kozak-Sequenz
as Hindlll/EcoRl Fragment aus pCHB (zur Verfigung gestellt von C. Englert, FZK) in

PcDNA3.1+,
K ozaksequenz: AAGCTTCCGGCC
Leserahmen: AGC CTG GGA ATT CTG CAG ATATCC

EcoRI EcoRV

pcDNA3.1-Flag:
Enth&lt das Flag-Epitop in pcDNA3.1+; das Flag-Epitop mit vorangehender Kozak-Sequenz wurde
durch ein doppel strangiges Oligonukleotid eingeftihrt (zur Verfligung gestellt von B. Lutz, FZK);
K ozaksequenz: GCCCGCCACC
Leserahmen: GGT ACC GAG CTC GGA TCC ACT

Kpnl BamHl|
PcDNA3.1-Trip6:
Enthalt die cDNA des humanen Trip6; diese cDNA wurde aus HelLacDNA unter Verwendung der
Trip6,,, und Trip6,,, Primer amplifiziert und a's EcoRI/Xhol- Fragment in pcDNA3.1+ kloniert.
pcDNA3.1-#198:
Enthdt die cDNA des langsten Two-Hybrid Isolats (#198) as EcoRI/Xhol Fragment in
pPcDNAS.1+ aus pGAD GH-#198.
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pcDNA3.1-HA-#198:
Enth&lt die cDNA des langsten Two-Hybrid Isolats (#198) as EcoRI (blunt)/Xhol Fragment aus
pPGAD GH-#198 in pcDNA3.1-HA (ebenfalls EcoRlI(blunt)/Xhol).
PcDNA3.1-HA-Trip6:
Enthélt die cDNA des humanen Trip6 als EcoRI(blunt)/Xhol Fragment aus pcDNA3.1-Trip6 in
pPcDNA3.1-HA (ebenfalls EcoRlI (blunt)/Xhal).
pcDNA3.1-Flag-Trip6:
Enthdt die cDNA des humanen Trip6 als EcoRI/Xhol Fragment aus pcDNA3.1-Trip6 in
pcDNA3.1-Flag.
pcDNA3.1-HA-GR:
Enthdt die cDNA des humanen GR als BamHI (blunt)/Xbal aus pMThGR (zur Verfigung gestellt
von M. Gottlicher, FZK) in pcDNA3.1-HA (geschnitten EcoRI (blunt)/Xbal). Zur in vitro-
Trandation mul3 die RNA-Polymerase T7 verwendet werden.
pcDNA3.1-Gal4,,,:
Enthélt die Gal4 als Hindll1/BamHI Fragment aus pAS1-CYH2 in pcDNA3.1+ ;
Leserahmen: GCC ATG GAG GCC CCG GGG ATCCACTAGTCCAGT GTG

Ncol Smal BamH]I
pcDNA3.1-Gal-Trip6:
Enthélt die Trip6 cDNA fusioniert an Gal4,,,; die Gal4,;, wurde aus pAS1-CYH2 (Clontech) als
Hindll1/BamHI (blunt) Fragment in pcDNA3.1-Trip6 (geschnitten mit HindllI/EcoRl (blunt))
kloniert
pcDNA3.1-Gal-#198:
Enthdlt die cDNA des langsten Two-Hybrid Isolats (#198) fusioniert an Gal4,,,; die Gad,,,
wurde aus pAS1-CYH2 als Hindl1/BamHI (blunt) Fragment in pcDNA3.1-#198 (geschnitten mit
Hindll1/EcoRI (blunt)) kloniert.
pcDNA3.1-Gal-Trip6, 4,
Enthélt die Trip6 cDNA bis zur Aminoséure 70 fusioniert an Gal4,,,; das Ausgangsplasmid
pcDNA3.1-Gal-Trip6 wurde hierzu mit PpuMI/Xbal geschnitten, gebluntet und das erhatene
Vektorfragment religiert.
PCDNA3.1-Gal-Trip6,,_4:
Enthalt die Trip6 cDNA ab der Aminosdure 70 fusioniert an Gal4,,,; die Gal4,,, wurde aus pAS1-
CYH2 as Hindlll/Smal Fragment in pcDNA3.1-Trip6 (geschnitten mit Hindll1/PpuMI (blunt))
kloniert.
PCDNA3.1-Gal-Trip6, ;4
Enthédlt die Trip6 cDNA bis zur Aminosdure 190 fusioniert an Gal4,;,; das Trip6 Fragment bis
Aminosdure 190 wurde mit Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-Trip6 unter Verwendung

36



der Primer Tip6,,, und P#198 , amplifiziert und durch eingefuigte Schittstellen als EcoRI/Xhol
Fragment in pcDNA3.1+ kloniert. Anschlief?end wurde die cDNA als EcoRI/Xbal Fragment in
PcDNA3.1-Gal4,,, umkloniert.

PCDNA3.1-Gal-Trip6, .

Enthédlt die Trip6 cDNA bis zur Aminosdure 280 fusioniert an Gal4,;,; das Trip6 Fragment bis
Aminosdure 280 wurde mit Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-Trip6 unter Verwendung
der Primer Tip6,,, und N-Term,,, amplifiziert und durch eingefiigte Schittstellen as EcoRI/Xhol
Fragment in pcDNA3.1+ kloniert. Anschlief?end wurde die cDNA als EcoRI/Xbal Fragment in
PcDNA3.1-Gal4,,,, umkloniert.

PCDNA3.1-Gal-Trip6,,

Enthalt die Trip6 cDNA von Aminosaure 70 bis 280 fusioniert an Gal4,,,,; das Tripé Fragment von
Aminosaure 70 bis 280 wurde mit Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-Gal-Trip6,, ., unter
Verwendung der Primer T7 und N-Term, amplifiziert und as EcoRI/Xhol Fragment in
pcDNA3.1+ kloniert. Anschlief3end wurde die cDNA as EcoRI/Xbal Fragment in pcDNAS.1-
Gal4,;, umkloniert.

PCDNA3.1-Gal-Trip6,4q »g:

Enthdt die Trip6 cDNA von Aminosdure 190 bis 280 fusioniert an Gal4,,,,; das Trip6 Fragment
von Aminosdure 190 bis 280 wurde mit Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-#198 unter
Verwendung der Primer T7 und N-Term, amplifiziert und as EcoRI/Xhol Fragment in
pcDNA3.1+ kloniert. Anschlief3end wurde die cDNA as EcoRI/Xbal Fragment in pcDNAS.1-
Gal4,;, umkloniert.

pcDNA3.1-Gal-Trip6Lim1:

Enthédlt die Trip6 cDNA der Lim-Doméne 1 fusioniert an Gal4,;,; die Lim-Doméne 1 wurde mit
Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-#198 unter Verwendung der Primer Liml,, und
Lim1,,, amplifiziert und als EcoRI/Xhol Fragment in pcDNA3.1+ kloniert. Anschlief3end wurde die
cDNA als EcoRl/Xbal Fragment in pcDNA3.1-Gal4,;, umkloniert.
pcDNA3.1-Gal-Trip6Lim2:

Enthdlt die Trip6 cDNA der Lim-Doméne 2 fusioniert an Gal4,;,; die Lim-Doméne 2 wurde mit
Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-#198 unter Verwendung der Primer Lim2, und
Lim2,,, amplifiziert und als EcoRI/Xhol Fragment in pcDNA3.1+ kloniert. Anschlief3end wurde die
cDNA als EcoRl/Xbal Fragment in pcDNA3.1- Gal4,;, umkioniert.
pcDNA3.1-Gal-Trip6Lim3:

Enthédlt die Trip6 cDNA der Lim-Doméne 3 fusioniert an Gal4,;,; die Lim-Doméne 3 wurde mit
Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-#198 unter Verwendung der Primer Lim3,, und
Lim3,,, amplifiziert und als EcoRI/Xhol Fragment in pcDNA3.1+ kloniert. Anschlief3end wurde die
cDNA als EcoRl/Xbal Fragment in pcDNA3.1-Gal4,;, umkloniert.
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pcDNA3.1-Gal-Trip6Lim1+2:

Enthélt die Trip6 cDNA der Lim-Doménen 1 und 2 fusioniert an Gal4,,,; die Lim-Doméanen 1 und
2 wurden mit Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-#198 unter Verwendung der Primer
Liml,, und Lim2, amplifiziet und als EcoRI/Xhol Fragment in pcDNA3.1+ Kkloniert.
Anschlief3end wurde die cDNA als EcoRI/Xbal Fragment in pcDNA3.1- Gal4,;, umkloniert.
pcDNA3.1-Gal-Trip6Lim2+3:

Enthélt die Trip6 cDNA der Lim-Doménen 2 und 3 fusioniert an Gal4,,,; die Lim-Doménen 2 und
3 wurden mit Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-#198 unter Verwendung der Primer
Lim2,,, und Lim3, amplifiziet und als EcoRI/Xhol Fragment in pcDNA3.1+ kloniert.
Anschlief3end wurde die cDNA als EcoRI/Xbal Fragment in pcDNA3.1- Gal4,;, umkloniert.
pcDNA3.1-Gal-Trip6Lim1-3:

Enthélt die Trip6 cDNA der Lim-Doménen 1 bis 3 fusioniert an Gal4,,,; die Lim-Doménen 1 bis 3
wurden mit Hilfe einer PCR vom Template pcDNA3.1-#198 unter Verwendung der Primer
Liml,,, und Lim3, amplifiziet und als EcoRI/Xhol Fragment in pcDNA3.1+ Kkloniert.
Anschlief3end wurde die cDNA als EcoRI/Xbal Fragment in pcDNA3.1- Gal4,;, umkloniert.
Gal-TR:

Enthdlt die Thyroidhormonrezeptor cDNA fusioniert an Gal4,,,; zur Verfigung gestellt von T.
Heinzel (Georg Speyer Haus, Frankfurt).

Antisense-Trip6:

Enthélt die der Trip6 cDNA des langsten Two-Hybrid Isolats (#198) kodierende komplementéare
Sequenz; die cDNA des langsten Two-Hybrid Isolats (#198) wurde hierzu as EcoRI/Xhol
Fragment in pcDNA3.1- kloniert.

Tet-Off Antisense-Trip6:

Enthélt die der Trip6 cDNA des langsten Two-Hybrid Isolats (#198) kodierende komplementéare
Sequenz unter der Kontrolle eines Tetracyclin responsiven Promotors; die cDNA des langsten
Two-Hybrid Isolats (#198) wurde hierzu als Hindl11/Nhel Fragment in pBI-L (Clontech) kloniert.
pSV40-Puro:

Enth&lt das Puromycinresistenzgen unter der Kontrolle des SV40 Promotors im pBR322 Vektor;
zur Verfigung gestellt von B. Baumann (Universitdt Wirzburg)

2.1.7.2 Hefeplasmide

pRS415-PT:

Enth&lt den Promotor der Alkoholdehydrogenase (als EcoRV/Hindlll Fragment aus pAS1-CYH2
in den Schnittstellen Xhol (blunt)/Hindlll) und den Terminator der Alkoholdehydrogenase (als
EcoRI/Sphl (blunt) Fragment aus pAS1-CYH2 in den Schnittstellen EcoRI /Spel (blunt)) im
Hefevektor pRS415 (Stratagene).
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pPRS415-GR:

Enthélt die cDNA des humanen GR; der GR wurde als BamHI /Xba(blunt) Fragment aus pMThGR
(zur Verfigung gestellt von M. Gottlicher) in pRS415-PT (geschnitten mit BamHI/Pstl (blunt))
kloniert.

Galpgp-GRyy:

Enthdlt die cDNA des humanen GR ab der Aminosaure 262 fusioniert an die Gal4,,, im Vektor
PR3A14; das Plasmid wurde in drel Schritten hergestellt:

Eine Gal ,;,-Fusion der Aminosauren 262 bis 510 des humanen GR wurde tber EcoRV/Pstl aus
PAS1-CYH2-GR,,, ,,, (zur Verfugung gestellt von M. Gottlicher) in pRS414 (geschnitten mit
Xhol (blunt)/Pstl) umkloniert;

Der Terminator der Alkoholdehydrogenase wurde aus dem Vektor pAS1-CYH2 as Pstl/Sphl
(blunt) Fragment in die oben beschriebene Vektorvorstufe in die Schnittstellen Pstl/Spel (blunt)
eingefugt;

Die Ligandenbindedoméne des humanen GR wurde als Clal/Xbal (blunt) aus pMThGR Uber die
Schnittstellen Clal/Pstl (blunt) eingeflgt.

pASl-GRmH12AAF—1:

Als Ausgangsvektor diente die in Absatz 2 beschriebene Zwischenstufe des Gal,,,-GR,,. Die
Punktmutation enthaltende Ligandenbindedoméne wurde als Clal/Xbal (blunt) Fragment in die
Schnittstellen Clal/Pstl (blunt) aus pMThGR 1, eingeflgt.

PASL-GR, oap:

Als Ausgangsvektor diente ebenfalls diein Absatz 2 beschriebene Zwischenstufe des Gal ,5,-GRy..
Die Punktmutationen in der DNA-Bindedoméane wurde as Clal/PfiIMI (blunt) Fragment in die
Schnittstellen Clal/Pstl (blunt) aus GR4(15) (zur Verfigung gestellt von A.C.B. Cato, FZK)
eingeflgt.

2.1.7.3 Plasmide fiir in vitro Translation

pBATcJun:

Enthdt die komplette cDNA von cJun im pBAT-Vektor; zur in vitro-Trandation muf3 die RNA-
Polymerase T3 verwendet werden (zur Verfligung gestellt von A.C.B. Cato, FZK).

pGEM Fos3:

Enthalt die komplette cDNA von cFosim pGEM-Vektor; zur in vitro-Trand ation mul3 die SP6
Polymerase verwendet werden (zur Verfligung gestellt von A.C.B. Cato, FZK).

pBSK p65:

Enthdt die komplette cDNA von RelA (p65) im Blueskript SK(+)-Vektor; zur in vitro-Trandation
muf3 die RNA-Polymerase T3 verwendet werden (zur Verfigung gestellt von F. Weih, FZK).
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2.1.7.4 Plasmide fiir die Produktion von GST-Fusionsproteinen

PGEX-4T-3:

Ausgangsvektor fur die Expresson von GST-Fusionsproteinen (Promega, Mannheim), in
Bakterien exprimiert liefert er die Glutathion-S-Transferase.

pPGEX-#198:

Enthalt die cDNA des langsten Two-Hybrid Isolats (#198) fusioniert an GST; die cDNA wurde as
EcoRI/Xhol Fragment in pGEX-4T-3 kloniert.

2.1.7.5 Plasmide fiir die Produktion von HIS-Fusionsproteinen

PET28a:

Ausgangsvektor fir die Expression von HIS-Fusionsproteinen (Novagen, Schwalbach).
PET28a-#198:

Enthélt die cDNA des langsten Two-Hybrid Isolats (#198) as EcoRI(blunt)/Xhol Fragment in
PET28a (geschnitten Hindl 11 (blunt)/Xhol).

2.1.7.6 Reporter

-517/+63 Coll-Luc:

Enthédt den Bereich -517 bis +63 des menschlichen Kollagenase I-Promotors kloniert in die
Luziferase-Kassette des Plasmids pXP2 (Schneikert et al., 1996).

pHC, Luc:

Enthédt den Bereich -237 bis +125 des MMTV-LTR kloniert in die Luziferase-Kassette des
Plasmids pXP2 (Heck et al., 1997).

Ubi-Renilla:

Enthélt die cDNA der Renilla-Luziferase kloniert hinter den UbiquitinC-Promotor (zur Verfigung
gestellt von M.Gattlicher).

GRE-LacZ:

Enth&lt zwei funktionelle GR-Bindestellen (GRES) in einem pR$424-LacZ Reporterplasmid; die
GREswurden as BamHI (blunt)/Xhol Fragment aus GRE,-Tk-81Luc (zur Verfugung gestellt von
M.Gdttlicher) in die Schnittstellen Xhol (blunt)/Sall des pRS424-LacZ Reporters eingefugt (zur
Verfugung gestellt von H. Rudolf, Stuttgart).

Gal5Tk-109 Luc:

Enthélt die Region -109 bis +52 des Thymidin-Kinase Promotors mit funf Gal4-Bindestellen (zur
Verfigung gestellt von H. van Dam, Leiden).

pGL 3-Tk-Luc:

Enthélt die Region -109 bis +52 des Thymidin-Kinase Promotors in dem Vektor pGL3-Basic
(Promega, Mannheim); (zur Verfigung gestellt von M. Malewicz, FZK).
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2.1.8 Oligonukleotide
2.1.8.1 Zur Verwendung in der PCR:

Trip6,,:
Trip6.,:
P#198,,,:
N-Term,,:
Liml,,,:
Liml,,
Lim2,,:
Lim2,
Lim3,,,:

Lim3,,:

5-AGAATTCCAGGCCATGTCGGGG-3
5-GACTCAGCAGTCAGTGGTGACGGTGGC-3
5-ACTCGAGAGGCCTGAGAGGCTCC-3
5-ACTCGAGACTGGCCAAAGTACTCCCC-3
5-AGAATTCCACCCGCCCAGCGGG-3
5-ACTCGAGCCAGGGTGGCCACGTA-3
5-AAGAATTCGTGGCCACCCTGGAG-3
5-ACTCGAGGGGCAAACTTCCTGTG-3
5-AGAATTCAGGAAGTTTGCCCCAAG-3
5-ACTCGAGTGATCAATCAAAGG-3

2.1.8.2 Zur Sequenzierung von Trip6:

SEQ1:
SEQ2:
SEQ3:
SEQ4:
SEQS:

5-CATGGAGTACTCCAGCAC-3
5-CCTCTTACACTACCGCC-3
5-CCATCCCCAACCACATC-3
5-GAGTACTTTGGCCAGTG-3
5-AAGGCCTACCAGCCTG-3

2.1.8.3 Zur Sequenzierung der Genbankplasmide:

Ga4TAD:

5-TACCACTACAATGGATG-3

2.1.9 Antikorper

12CAS:

Gal4-TA (C-10);

Flag-probe (D-8)-G:

monoklonaler Mausantikorper gegen das HA-Epitop;
hier Verwendung eines Hybridomaiiberstandes, zur Verfligung gestellt von

C. Englert, FZK;
Verdinnung im Westernblot 1:100;
Verdinnung fur Immunofluoreszenz 1:10.

Verdinnung im Westernblot 1:250.
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monoklonaler Mausantikorper gegen die Transaktivierungsdomane von
Gal4; Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg); Katalognummer sc-1663;

Polyklonaler Ziegenantikorper gegen das Flag-Epitop; Santa Cruz
Biotechnology (Heidelberg); Katalognummer sc-807-G;
Verdunnung fir Verwendung im Westernblot 1:1000.



Trip6: Polyklonales Kaninchenserum gegen den vom langsten Two-Hybrid
Isolat (#198) kodierten Bereich von Trip6;
hergestellt von Genosys Biotechnologies (Pampisford, UK);
Verdinnung im Westernblot 1:500-1:1000;
Verdinnung fir Immunoprézipitationen 1:50;
Verdinnung fur Immunofluoreszenz 1:50.

anti-Maus HRP: Peroxidase konjugiertes Ziegen anti-Maus |mmunoglobulin;
Dako (Hamburg); Katalognummer P 0447;
Verdinnung im Westernblot 1:2000.

anti-Kaninchen HRP: Peroxidase konjugiertes Ziegen anti-Kaninchen Immunoglobulin;
Dako (Hamburg); Katalognummer P 0448;
Verdinnung im Westernblot 1:2000.

anti-Maus FITC: FITC-konjugiertes Kaninchen anti-Maus Immunoglobulin;
Dako (Hamburg); Katalognummer F 0261;
Verdinnung fur Immunofluoreszenz 1:50.

anti-Kaninchen TRITC: TRITC-konjugiertes Schwein anti-Kaninchen Immunoglobulin;
Dako (Hamburg); Katalognummer R 0156;
Verdinnung fur Immunofluoreszenz 1:50.

anti-Ziege HITC: FITC-konjugiertes Kaninchen anti-Ziege Immunoglobulin;
Dako (Hamburg); Katalognummer F 0250;
Verdinnung fur Immunofluoreszenz 1:50.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur und Transfektionsmethoden

2.2.1.1 Kulturbedingungen

Alle Zellen wurden bei 6% CO,, 95% Luftfeuchte und 37°C in einem Brutschrank Kultiviert.
Samtliche Manipulationen der Zellen erfolgten an einer Sterilbank. Medien, Puffer und Glaswaren
wurden vor Gebrauch sterilisert (120°C; 1,4 bar; 20 min). Alle verwendeten Zellen wurden in
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10% FCS kultiviert.

2.2.1.2 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden einma mit PBS ohne Kalzium und Magnesium (37°C) gewaschen und fir einige
Sekunden mit Trypsin-Lésung (0,25%) gespilt. Die Trypsin-Ldsung wurde abgesaugt, erneut
1/10 des urspringlichen Mediumvolumens Trypsin-Ldsung zupipettiert und fir einige Minuten im
Brutschrank inkubiert. Die abgel 6sten Zellen wurden in frischem Kulturmedium resuspendiert und
in der gewlnschten Verdinnung auf frische Zelkulturflaschen oder -schalen verteilt. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurde eine Zéhlkammer nach Neubauer verwendet.

2.2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Logarithmisch wachsende Zdlen wurden trypsiniert, abzentrifugiert (300g, 3 min) und in katem
Einfriermedium aufgenommen. Nach 30 min Inkubation auf Eis, wurden die Zellen auf -80°C
abgekuihlt und am néchsten Tag zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff Uberfihrt.

Das Auftauen der Zdlen efolgte bei 37°C im Wasserbad. Anschliel?end wurden sie in 5 ml
Kulturmedium aufgenommen, abzentrifugiert (300g, 3 min) und auf Zellkulturgefée in geeigneter
Verdinnung verteilt.

Einfriermedium: DMEM + 20% FCS + 10% DM SO

2.2.1.4 Kalziumphosphat-Transfektion von Zellen

18 h vor der Transfektion wurden logarithmisch wachsende Zdlen trypsiniert und in einer Dichte
von 2,510° Zellen pro 3 ml Medium in einer 6-well-Schale eingesit. Fur den Transfektionsmix
wurden 1-2 pg DNA in 250 mM CaCl? gel6st und dann Tropfen fir Tropfen mit dem gleichen
Volumen 2x HBS gemischt. Nach 20 bis 40 min auf Eis wurde das Kaziumphosphat/DNA-
Prézipitat tropfenweise, Uber die Zellkulturschale verteilt, ins Medium gegeben. Die Zdlen wurden
5-16 h im Brutschrank bel 37°C und 6% CO, inkubiert. Anschliefiend wurde ca. 1 ml 15%
Glyzerin in PBS ohne Kalzium und Magnesum zugegeben und genau 2 min auf den Zellen
belassen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde frisches Medium zugegeben und die Zdlen
flr weitere 8-24 h im Brutschrank inkubiert. Fir K ollagenasereporteranaysen wurden die Zellen
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24 h nach der Transfektion fr 16 h mit TPA (60 ng/ml) und mit TPA und Dexamethason (107 M)
behandelt.

2x HBS: 280 mM NaCl; 1,5 mM NaHPOQO,.; 50 mM HEPES
PBS (ohne Caund Mg): 123 mM NacCl, 17 mM Na,HPO,, 2,5 mM KH,PO,

2.2.1.5 Transfektion mit DEAE-Dextran

18 h vor der Transfektion wurden logarithmisch wachsende Zdlen trypsiniert und in einer Dichte
von 2,510° Zellen pro 3 ml Medium in einer 6-well-Schale eingesit. Vor der Transfektion wurden
die Zellen zweima mit PBS gewaschen. Fur den Transfektionsmix wurden 1-2 ug DNA in TBS
mit 0,5 mg/ml DEAE-Dextran gel6st und 400 il pro well aufgebracht. Nach 30 min Inkubation bei
RT (ale 5 min schwenken) wurden pro well 3ml DMEM mit 0,5% FCS zu dem Transfektionsmix
gegeben und die Zelen weitere 4-6 h im Brutschrank bei 37°C und 6% CO, inkubiert.
Anschlief?end wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und fur weiterel6-24 h in DMEM mit
10% FCSinkubiert.

TBS: 25 mM Trisbase, 137 mM NaCl; 5 mM KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,,

0,6 mM NaHPO, , pH 7,4
DEAE-Dextran: Stocklésung 10 mg/ml in TBS

2.2.1.6 Transfektion durch Elektroporation

18 h vor der Transfektion wurden logarithmisch wachsende Zdlen trypsiniert und in einer Dichte
von 2:10° Zdlen in eine @16 cm Gewebekulturschale eingesit. Vor der Transfektion wurden die
Zdlen zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniert, und in DMEM ohne FCS in einer Zdlzahl von
2:10° pro 200 ul aufgenommen. Pro Elektroporation wurden 3-20 pug DNA in 20 pl Wasser mit
200 pl Zellsuspension gemischt und in eine Elektroporationkiivette (Spaltbreite 0,4 cm) Uberfihrt.
Die Elektroporation erfolgte bel einer Spannung von 220 mV und einer Kapazitét von 250 pF am
Gene-Pulser (BioRad, Minchen). Ca. 5 min nach der Elektroporation wurden die Zellen in 10 ml
DMEM mit 10% FCS aufgenommen, gut resuspendiert, in eine @10 cm Gewebekulturschale
uberfuihrt und im Brutschrank bei 37°C und 6% CO, inkubiert. Nach 16-24 h wurde das Medium
gewechselt und die Zellen bis zur weiteren Verwendung inkubiert.

2.2.1.7 Herstellen von stabilen Zellinien

Stabile Zdllinien wurden durch Verwendung von Antibiotikaselektionsmarkern hergestellt. Nach
Calcium-Phosphat Transfektion oder Elektroporation des gewlnschten Plasmids, zusammen mit
dem Resistenzgen (Verhdltnis 10:1) wurden die Zellen tber Nacht in DMEM mit 10% FCS
kultiviert und am néchsten Tag in Verhdtnis 1:2 bis 1:10 gesplittet. Ab dem darauffolgenden Tag
wurde das zur Selektion verwendete Antibiotikum in einer zuvor bestimmten tédlichen Dosis in
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DMEM mit 10% FCS zu den Zellen gegeben. Nach zwe bis drei Tagen wurde das Medium
gewechselt und gegen neues Selektionsmedium ersetzt. Sobald Klone zu sehen waren, wurde die
Selektion beendet und die Zdlen wieder in DMEM mit 10% FCS kutiviert. Die Klone wurden
einzeln von den Platten gepickt und expandiert.

2.2.2 DNA-Methoden

2.2.2.1 Analyse von Nukleinsiuren

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von Nukleinsduren in wéldiger Losung wurde spektrophotometrisch durch
Messen der optischen Dichte (OD) bei 260 nm durchgefihrt. Eine OD,,,=1 entspricht 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA oder 40 ug/ml RNA. Einen Hinweis auf Verunreinigungen gibt die OD bei
280 nm (hier absorbieren Phenol, DNA und Proteine). Das Verhéltnis OD,g, zu OD,g, sollte im
Idealfall 1,8:1 bei DNA und 2:1 bei RNA sein.

Phenol/Chloroform Extraktion

Zur Reinigung der Nukleinsdure-Losung von Proteinen wurde die Probe mit Wasser auf
mindestens 100 W aufgefullt. Nach Zugabe des gleichen Volumens enes
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches  (50:49:1) wurde gut durchmischt.  Zur
Phasentrennung wurde 3 min zentrifugiert, die obere Phase abgenommen und noch einmal mit dem
gleichen Volumen Chloroform auf die gleiche Welise extrahiert.

Féallung von Nukleinsiuren

Die geloste DNA wurde mit 3 M Natriumazetatlosung (pH 4,8) auf eine Endkonzentration von
0,3M gebracht und mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol gemischt. Die Fallung erfolgte
mindestens 1 Stunde bel -20°C. Das Prazipitat wurde bei 13000g 20 min pelletiert, zur Entfernung
von Salzresten mit 70% Ethanol gewaschen, nochmals zentrifugiert und anschlief3end getrocknet.

2.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Je nach Grol3e der zu trennenden DNA-Fragmente wurden 0,8-1,5% Agarose-Minigele mit eéinem
Gelvolumen von 50 ml, Puffervolumen von 100 ml und Taschenvolumen von 25 pl verwendet.
Die entsprechende Menge Agarose wurde in 50 ml 1x TAE gegeben und im Mikrowellenherd
aufgekocht bis die Agarose vollsténdig gelost war. Nach Zugabe von 1 pl Ethidiumbromid
(20 mg/ml) wurde das Gel in die Kammer gegossen und ein Kamm eingesetzt. Nach Abkihlen
und Erstarren der Agarose wurde das Gel vollstandig mit Laufpuffer (1x TAE) Uberschichtet, der
Kamm entfernt und die mit Glyzerin-Probenpuffer versetzten Proben aufgetragen. Die Auftrennung
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erfolgte in der Regel bel 100 V. Die DNA-Banden wurden im UV-Durchlicht (302 nm) sichtbar
gemacht und zur Dokumentation photographiert.

Ix TAE: 40 mM Tris pH 8,3; 40 mM NaAcetat; 2 mM EDTA pH 8,0
Glyzerin-Probenpuffer: 10 mM EDTA; 10% Glyzerin; 0,1% SDS; 0,02% Bromphenolblau

2.2.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung eines bestimmten DNA-Fragmentes wurde die DNA-Losung in einem Agarosegel
entsprechender Konzentration aufgetrennt. Die entsprechende Bande wurde am UV-Tisch
ausgeschnitten und mit Hife des Easy-Pure Kits (Biozym, Hameln) nach Angaben des Herstellers
isoliert. Pro 100 pg Gelstiick wurden 300 pl Salt-Lésung und 5 Wl Bind verwendet. Das isolierte
Fragment wurde anschlief3end mit 20 ul Wasser duiert und direkt fir Ligationen oder andere
Anwendungen eingesetzt.

2.2.2.4 Plasmid DNA Mini-Priparation

Die Bakterienkolonie wurde in 2 ml Nahrmedium mit dem Antibiotikum Ampicillin (100 pg/ml)
Uber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1,5 ml der Kultur wurden in ein Mikrozentrifugenréhrchen
uberfihrt und 5 min be 4000g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 gl Minilésungl (M1)
resuspendiert und fur 5 min bel Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 yl akalischer
Losung und Mischen wurden 150 pl 3 M Natriumazetat zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert.
AnschliefRend wurden die Bakterienreste bei 13000 rpm fur 5 min abzentifugiert und die Plasmid-
DNA aus dem Uberstand mit 1 ml Ethanol prézipitiert (30 min bei -20°C) und durch 10 min
Zentrifugation bei 13000 UpM sedimentiert. Nach dem Waschen mit 70% Ethanol wurde die
Plasmid-DNA im Vakuum getrocknet und in 50 pl Wasser gel0st.

M1: 50 mM Glukose; 10 MM EDTA pH 7,8; 25 mM Tris pH 8,0
akalische Ldsung: 0,2 M NaOH; 1% SDS

2.2.2.5 Plasmid-DNA Maxi-Priparation

200 ml Selektionsmedium wurden mit dem gewiinschten Bakterienklon angeimpft und Gber Nacht
bei 37°C geschiittelt. Die Bakteriensuspension wurde 10 min bel 3600g sedimentiert, das Pellet in
10 ml Puffer P1 resuspendiert und die Bakterien in 10 ml P2 fir 5 min bei Raumtemperatur lysiert.
Das Bakterienlysat wurde mit 10 ml P3 neutralisiert (10 min bei Raumtemperatur), bel 4°C und bel
10000g 30 min lang zentrifugiert. Die Gewinnung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe von
Quiagen-tip AX-500-Saulen (Diagen, Dusseldorf) laut Herstellerprotokall.
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Nach Elution der Plasmid-DNA von der Saule wurde diese mit dem 0,7-fachen Volumen
Isopropanol bei Raumtemperatur geféllt, abzentrifugiert, getrocknet und anschlief?end in 500
Wasser gel6st.

Puffer P1: 50 mM Tris pH 8,0; 10 MM EDTA; 100 pg/ml RNase A
P2: 0,2 M NaOH; 1% SDS
P3: 3 M Kaliumazetat pH 5,5

2.2.3 Klonierungstechniken

2.2.3.1 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

In ener waligen DNA-LOsung wurde durch Zugabe von 10-fach konzentrierten
Puffer/SalzZlosungen en fir die jeweilige Restriktionsendonuklease notwendiges Milieu
entsprechend den Herstellerangaben eingestellt. Pro pg DNA wurden 2-3 U Restriktions
endonuklease zugegeben. Das Reaktionsvolumen betrug mindestens das 10-fache des Volumens
der zugesetzten Enzym/Glyzerin-L 6sung. Die Inkubation der Reaktionsansétze erfolgte (wenn vom
Hersteller nicht anders empfohlen) bei 37°C fur mindestens 2 h.

2.2.3.2 Dephosphorylierung von DNA

Die DNA wurde mit 1 pl alkalischer Phosphatase (2 U/pl) in einem Endvolumen von 50 Wl CIP-
Puffer versetzt. Die Abspaltung der Phosphatgruppe erfolgte bei 5 -lberhéngenden Enden durch
30 min Inkubation bei 37°C. Danach wurde erneut 1 pl Enzym zugegeben und fur weitere 30 min
bei 37°C dephosphoryliert.

Bei 3 -Uberhéangenden und glatten Enden wurde 15 min bei 37°C und 15 min bel 56°C inkubiert
(ebenfalls mit Zugabe von 1 pl Enzym nach den ersten 15 min).

In beiden Fallen wurden anschlief3end 42,5 Wl H,O; 10yl TNEund 2,5 il SDS zugegeben und 15
min bel 68°C inkubiert. Danach erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion und Prézipitation der
DNA.

CIP-Puffer: 50 mM Tris pH 9,0; 1 mM MgCl,; 0.1 mM ZnCl,; 1 mM Spermidin
1X TNE: 100 mM NaCl; 10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0

2.2.3.3 Auffiillen von 5’-Uberhingen

Die DNA wurdemit 2 gl 10 mM DTT, 1 il 10 mM dNTP-Mixund 1 gl E. coli DNA-Polymerase |
(Klenow-Fragment, 5 U/pl) in einem Endvolumen von 20 gl 1x Polymerase-Puffer versetzt.
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Nach 30 min Resktion bel 30°C erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion. Dabel werden 3'-
Uberhénge abgebauit.

dNTP-Mix: je 10 mM dATP; dCTP, dGTP und dTTPin 10 mM TrispH 7,5
1x Polymerase-Puffer: 7 mM TrispH 7,5; 7 mM MgCl,; 50 mM NaCl

2.2.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden mit 2 pl 10x Ligasepuffer und 1 Wl T4-DNA-Ligase
(2 U/W) versetzt und in einem Endvolumen von 20 pl fir 16 h bei 16°C inkubiert. Fir die Ligation
inkompatibler Enden wurde ein dreifacher Uberschul? an freien Enden des Inserts eingesetzt, fur
die Ligation von glatten Enden (blunt) wurden gleiche Mengen von Vektor und Insert verwendet.

Ligationspuffer: 50 mM Tris pH 7,4; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT; 1 mM Spermidin; 1 mM ATP

2.2.4 Herstellung kompetenter E. coli Bakterien

2.2.4.1 Chemisch kompetente E. coli Bakterien

Der Bakterienstamm E. coli XL1blue wurde auf einer Agarplaite mit LB-Medium ohne Ampicillin
ausgestrichen und bei 37°C fur 16 h inkubiert. Von dieser Platte wurde eine Einzelkolonie gepickt
und damit eine 20 ml Vorkultur angeimpft. Diese Kultur wurde unter Schiitteln bel 37°C tiber Nacht
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Hauptkultur (meist 800 ml) im Verhdtnis 1/100 angeimpft
und die Kultur bis zu einer OD,, von 0,3-0,4 inkubiert und anschlief3end sofort auf Eis abgekihit.
Nach Sedimentation der Bakterien (Centrikon H-401, Rotor A6.9, 5000 UpM, 10 min, 4°C)
wurden diese mit jeweils 10 ml pro 50 ml Orgina kultur eiskalter 50 mM CaCl,-Ldsung gewaschen
und anschlief3end ebenfalls in 10 ml pro 50 ml Orginalkultur eiskalter 50 mM CaCl,-L6sung
aufgenommen. Nach 1 h auf Eiswurden die Bakterien erneut sedimentiert und in /30 bis 1/50 des
Orginavolumens in 50 mM CaCl, mit 15% Glycerin resuspendiert und in 200 p Aliquots
abgefillt. Die schockgefrorenen Bakterien (2 min flissiger Stickstoff) wurden bei -80°C gelagert
und bei Bedarf langsam auf Eis aufgetaut. Pro Transformation wurden 100 pl Zellsuspension
verwendet.

CaCl,-Losung: aus 2,5 M Stockldsung verdiinnt auf 50 mM,
bei Bedarf Zugabe einer 50% Glyzerinlésung bis zur Endkonzetration 15%

2.2.4.2 Elektrokompetente E. coli Bakterien

Der Bakterienstamm E. coli XL 1blue wurde auf einer Agarplatte mit LB-Medium ohne Ampicillin
ausgestrichen und bei 37°C fur 16 h inkubiert. Von dieser Platte wurde eine Einzelkolonie gepickt
und damit eine 20 ml Vorkultur in YNEB angeimpft. Diese Kultur wurde unter Schiitteln bel 37°C
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Uber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Hauptkultur (meist 800 ml) im Verhdtnis 1:100
angeimpft und die Kultur bis zu einer OD,, von 0,3-0,4 inkubiert und anschlief3end sofort auf Eis
abgekuhlt. Nach Sedimentation der Bakterien (Centrikon H-401, Rotor A6.9, 5000 UpM, 10 min,
4°C) wurde das Bakterienpellet zweima mit sterilem, eiskaltem Wasser gewaschen und in 2-4 ml
10% Glyzerin aufgenommen. Jeweils 40 yl Aliquots wurden bei -80°C gelagert und bel Bedarf
langsam auf Eis aufgetaut.

2.2.5 Transformation kompetenter Bakterien

2.2.5.1 Transformation chemisch kompetenter Bakterien:

100 I kompetente Bakterien wurden mit Plamid-DNA (1-100 ng) oder Ligationsansitzen
vermischt und 20 min auf Eis gestellt. Nach einem Hitzeschock bei 42°C fur 90 s und Inkubation
far 5 min auf Eis, wurde 1 ml SOC-Medium zugegeben und die Kultur far 45 min bei 37°C
geschuttelt. Anschlief3end wurden 200 pl des Ansatzes auf einer Agarplatte ausplattiert und bis zum
Erscheinen makroskopischer Kolonien bei 37°C inkubiert.

2.2.5.2 Transformation durch Elektroporation:

Pro Transformation wurde ein 40 pl Aliquot kompetenter Zellen langsam auf Eis aufgetaut. Nach
Zugabevon 1-5 pl DNA (am besten in Wasser) wurden die Bakterien auf Eis fur 1 min inkubiert
und anschlief3end in eine vorgekihlte Elektroporationskiivette (Spaltbreite 0,2 cm) Uberfuhrt. Die
Elektroporation erfolgte bel einer Spannung von 2,5 kV, einer Kapazité von 25 pF am Gene-
Pulser (BioRad, Minchen). Anschlief3end wurden die Zdlen in 1 ml SOC-Medium resuspendiert
und 1 h bel 37°C unter Schiitteln inkubiert. Der Transformationsansatz wurde auf LB/Amp-Platten
(100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert und bei 37°C tber Nacht inkubiert.

2.2.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (''polymerase chain reaction", PCR)

In der Polymerase-Ketten-Reaktion wurden ausgehend von zwei  sequenzspezifischen
Oligonukleatiden (Primer), die komplementdr zu den Endbereichen der vorgelegten Matrizen-DNA
sind, DNA-Fragmente, die innerhalb der Primer liegen, mit der temperaturbestdndigen Tag-
Polymerase kopiert und amplifiziert. Die Reaktion erfolgte unter folgenden Bedingungen in einem
Perkin-EIlmer-Cycler (Norwalk, USA): 1/10 Volumen 10x PCR-Puffer, 1/10 Volumen 10x dNTP-
Losung, je 1/10 Volumen 10x Primer (2,5 mM), 1-2 U Tag-Polymerase und 10-500 ng Matrizen-
DNA wurden mit Wasser auf das Endvolumen aufgeftillt. Die Denaturierung der DNA erfolgte bel
94°C fur 1 min, die Hybridisierung bei der fir die verwendeten Primer optimalen Temperatur und
die DNA-Synthese bei 72°C (als Faustregel gilt, da3 die Tag-Polymerase pro Minute DNA-
Fragmente von 1 kb synthetisieren kann).
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Die Amplifikationsprodukte wurden durch gelelektrophoretische Auftrennung und Anférben mit
Ethidiumbromid kontrolliert.

10x PCR-Puffer: 500 mM KCI; 100 mM Tris pH 8,4; 15 mM MgCl,
10x dNTP-L6sung: je2mM dATP; dCTP; dGTP; dTTP; pH 7,0

2.2.7 Sequenzierung von DNA
2.2.7.1 mit 33P markierten Didesoxy-NTPs:
Gereinigte Plasmid-DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode mit Hilfe des
"Thermo-Sequenase-Kit" der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) sequenziert. Die
Durchfiihrung der Reaktion erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 1 pg Plasmid-DNA wurden
mit 2 yl Reaktionspuffer, je2 pmol Primer und 8 U Thermo SequenaseTM DNA-Polymerase und
Wasser auf ein Endvolumen von 20 il gebracht. Jeweils 4,5 pl wurden in vier markierte PCR-
Gefdlle (ACGT) pipettiet und der Terminationsmix (je 0,5 p  ener Stocklésung von
0,3 puM[0-*P]ddNTP, 1500 Ci/mmol und 2 pl 7,5 pM dNTP) den entsprechenden
Ansdtzen zugegeben. Die Proben wurden in einem Perkin-Elmer-Cycler unter den folgenden
Bedingungen amplifiziert:

95°C, 30s;

55°C, 30s;

72°C, 1 min, 30-60 Zyklen.
Nach Abstoppen der Reaktion mit Formamid-Probenpuffer und 3 min erhitzen auf 95°C wurden
die Proben auf einem denaturierenden 6% Polyacrylamid/8,3 M Harnstoff-Gel aufgetragen und
el ektrophoretisch aufgetrennt.

Formamid-Probenpuffer: 20 mM EDTA pH 7,8; 95% Formamid; 0,03% Xylencyanal;
0,03% Bromphenolblau

2.2.7.2 mit dem Vistra DNA Sequenzierer 725
Texas Red markierte Primer (2 pmol) wurden mit cal pg gereingter Plasmid-DNA in enem
Gesamtvolumen von 25 yl gemischt. Jeweils 6 Wl wurden in vier markierte PCR-Gefél2e (ACGT)
pipettiert und 2 Yl des jeweilgen Terminationsmixes zupipettiert (fertig gemischte Enzym- und
ddNTP-L6sung, Cycle sequencing kit, Amersham Pharmacia Biotech). Die Proben wurden in
einem Perkin-Elmer-Cycler unter den folgenden Bedingungen amplifiziert:
Einmal 94°C, 4 min; dann 20 bis 25 Zyklen

94°C, 30,

50°C, 15s;

72°C, 30s.
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Nach Zugabe von 3 pl Ladepuffer wurden die Proben auf 2-3 pl Volumen eingeengt und
anschlief?end auf einem denaturierenden 6% Polyacrylamid/8,3 M Harnstoff-Gel aufgetragen und
el ektrophoretisch aufgetrennt. Die Sequenzanalyse erfolgte mit Hilfe der Vistra DNA Sequenzierer
725 zugehorigen Software

2.2.8 Protein-Methoden

2.2.8.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Je 5 Y der zu bestimmenden Proteinlésung wurden auf 500 I mit Losung | aufgeflllt und dann
mit 1 ml Lésung Il gemischt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei RT wurden 100 pl Lésung 111
zugegeben und fur weitere 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Zur Quantifizierung wurden
Eichlosungen mit bekannter Proteinkonzentration paralel dazu verarbeitet. Je 300 pl des
Reaktionsansatzes wurden dann in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert und die Extinktion bei
660 nm im ELISA-Reader (Titertek Multiskan PLUS) gemessen. Die Berechnung der
Proteinkonzentrationen der Proben erfolgte anhand der Regressionsgeraden der Eichkurve.

Losung I: 2% Na,CO,in 0,1 N NaOH
Lésung I1: 2% NaK-Tartrat : 1% CuSO, x 5H,0 : Losung | = 100:100:1
Losung I11: 50% Folin-Ciocalteus-Reagenz (in Wasser verdinnt)

2.2.8.2 Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE)

Proteine wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-Gelel ektrophorese analysiert. Dabel wurden
se zunéchst in einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und in einem sich direkt
anschlief3enden, hoherprozentigen Trenngel ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt. Die
Trenngel-Losung wurde nach vorsichtigem Mischen zwischen zwel durch 0,75-1,5 mm dicke
Abstandshalter voneinander getrennte Glasplatten gegossen. Nach Uberschichten mit Isopropanol
|&% man das Gel in vertikaler Lage polymerisieren. Nach erfolgter Polymerisation entfernt man das
Isopropanol und gield die Sammelgel-Ldsung direkt auf das Trenngel. Nach Einsetzen eines
Kammes & man das Sammelgel in vertikaler Lage polymerisieren. Anschlief3end wurde das Gel
in eine Vertikalapparatur eingespannt und die Reservoirs mit Elektrophorese-Puffer gefillt. Die
Proben wurden mit einfachem Volumen 2x Probenpuffer versetzt, zum Denaturieren 5 min auf
100°C erhitzt und nach Entfernen des Kammes in die Taschen des Gels transferiert. Die
Elektrophorese erfolgte in der Regel bel ener Stromstérke von 20 mA. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurden die beiden Glasplatten voneinander getrennt, das Gel entweder direkt oder
nach Anférbung der Proteine mit Coomassie-Brilliant-Blau getrocknet oder die Proteine auf eine
PVDF-Membran Ubertragen (Westernblot). Zur Gréf3enbestimmung wurde ein Proteinmarker (SDS
7B, Sigma) mitgefuhrt.
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Trenngel-Lésung: 6-12% Acrylamid; 0,16-0,32% N,N"-Methylenbisacrylamid;
375 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED

Sammelgel-L 8sung: 4% Acrylamid; 0,1% N,N"-Methylenbisacrylamid; 125 mM Tris-HCI pH 6,8;
0,1% SDS; 0,1% APS; 0,1% TEMED

Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris; 192 mM Glyzin; 0,1% SDS

2x Probenpuffer: 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% Glyzerin; 0,01% Bromphenolblau;
2% 2-Mercaptoethanol

2.2.8.3 Coomassie-Brilliant-Blau-Firbung von Proteinen nach SDS-PAGE

Proteine, die in SDS-PAGE aufgetrennt worden sind, wurden durch Coomassie-Brilliant-Blau-
Farbung sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel 30 min in 0,5 ml/cm? Gelflache Farbeldsung und
danach in den Entfarbeldsungen 1 und 2 inkubiert, bis die Proteinbanden gut sichtbar wurden.
Anschlieffend wurde das Gel im Wasserstrahlvakuum getrocknet.

Féarbel 6sung: 0,2% Coomassie-Brilliant-Blau R250; 50% Methanol; 7,5% Essigsaure
Entfarbeldsung 1. 50% Methanol; 10% Essigsdure
Entférbel6sung 2: 5% Methanol; 7% Essigsdure

2.2.8.4 Immunoblot-Analyse von Proteinen ('"Western-Blot")

Proteine, die in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt worden sind, wurden in ener
Naldransferzelle (Trans-Blot, BioRad, Minchen) auf eine PVYDF-Membran transferiert. Dazu
wurde das Gel zusammen mit ener in Methanol aktivierten PVDF-Membran |uftblasenfrei
zwischen mehrere Lagen mit Transferpuffer getranktem 3MM Papier gelegt und in die Transferzelle
eingespannt. Die Zelle wurde mit Transferpuffer geflillt. Der Transfer erfolgte entweder Giber Nacht
mit 60 mA oder

2 h mit 600 mA bel 4°C. Nach efolgtem Transfer wurde die Membran zur Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen 1 h in 5% fettfreier Milch in TBST geschwenkt und anschlief3end

1 h mit dem Primérantikorper (in der vom Hersteller empfohlenen oder einer empirisch ermittelten
Verdinnung) in 5% fettfreier Milch in TBST (0,1 ml pro cm? Membranflache) inkubiert. Die
Membran wurde dreima 5 min in TBST gewaschen und danach 1 h mit dem Sekundérantikorper
(in der vom Hersteller empfohlenen Verdinnung) in 5% fettfreier Milch in TBST (0,1 ml pro cm?
Membranflache) inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBST wurden Proteine, die
vom Primérantikorper erkannt worden sind, sichtbar gemacht. Das Detektionsverfahren richtete
sich nach dem verwendeten Sekundérantikérper. Bel den hier verwendeten M eerrettichperoxidase-
konjugierten Sekundérantikorpern wurde die Membran 1 min mit einer 1:1 Mischung der beiden
ECL-Losungen (2 ml pro dm? Membranflache, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Uberschichtet. Nach Entfernung Uberschiissiger Flissigkeit wurde auf die Membran en
Rontgenfilm exponiert.
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Transferpuffer: 20 mM Tris; 192 mM Glyzin; 10% Methanol
TBS: 20 mM Tris; 150 mM NaCl; pH7,6
TBST: TBS + 0,05% Tween 20

2.2.8.5 Priparation von zytoplasmatischen und nukleiren Extrakten

Fir die Herstellung von Zytoplasma- und K ernextrakten wurden 510° - 107 Zellen verwendet. Die
Zdlen wurden zweima mit eiskaltem PBS gewaschen, mit enem Gummischaber abgeschabt, in
einem 1,5 ml Eppendorfgeféld gesammelt und abzentrifugiert (500g, 2 min). Anschlief3end wurden
die Zellen in 100-200 Wl Lysispuffer aufgenommen und fir 5 min auf Eis lysiert. Die Lyse der
Zdlen wurde mikroskopisch verfolgt, damit die Lyse nicht zu weit voranschreitet und die Kerne
beschadigt werden. Die intakten Kerne wurden vom Zytoplasmaextrakt durch Zentrifugation
(1000g, 5 min, 4°C) abgetrennt und anschlief?end mit 100 pl RIPA-Puffer lysiert. Der so erhatene
Kernextrakt wurde mit SDS-Probenpuffer versetzt, sonifiziert und bis zur weiteren Verwendung
bel -20°C gelagert. Der Zytoplasmaextrakt wurde nochmals durch Zentrifugation bel 13000g fir
25 min bel 4°C von eventudlen Zdltrimmern befreit, ebenfalls mit SDS-Probenpuffer versetzt,
sonifiziert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Lysis-Puffer: 10 mM HEPES-KOH; 60 mM KCI; 1 mM EDTA; 0,5% NP-40; 1 mM DTT; 1 mM PMSF;
pH7,9
RIPA-Puffer: 50 mM Tris, pH 7,5; 150 mMNaCl; 1% NP-40; 0,5% Natrium Desoxycholat; 0,1% SDS

2.2.8.6 Produktion und Reinigung von Glutathion-S-Transferase Fusionsproteinen
Eukaryontische Proteine konnen durch Fusion mit dem Protein Glutathion-S-Transferase (GST)
aus Schistosoma japonicum in grof3en Mengen und in I6dicher Form in Bakterien exprimiert
werden. Die Affinitdt von GST fur Glutathion ermdglicht eine milde Reinigung der Fusionsproteine
aus bakteriellen Rohlysaten mittels Affinitétschromatographie an immobilisiertem Glutathion. Die
cDNA des zu exprimierenden Proteins wurde dazu in eines der drei pGEX-3T Plasmide (das
Leseraster der Insertionsstelle ist jeweils um ein Nukleotid verschoben - damit stehen dle drel
Leseraster zur Verfligung) an das 3'-Ende des GST-Gens fusioniert.

Eine stationdre Kultur des entsprechend transformierten Bakterienstammes wurde 1:10 mit LB-
Medium verdinnt und bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Nach 2 h wurde die Expression des
Fusionsproteins mit ImM IPTG induziert und die Bakterien nach weiteren 2-4 h durch
Zentrifugation (3000g, 10 min, 4°C) sedimentiert, in eiskaltem Puffer E (5% des Kulturvolumens)
resuspendiert und durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen in Gegenwart von 1 mg/ml
Lysozym lysiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die bakterielle DNA wurde
mechanisch mit Ultraschall geschert. Anschlief3end wurden die unléslichen Bakterienbestandteile
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durch Zentrifugation (10000g, 15 min, 4°C) abgetrennt. Zur Kopplung des GST-Fusionsproteins
wurde der Uberstand mit in PBS gequollener Glutathion-Agarose (die Menge ist fur die jeweilige
Anwendung empirisch zu ermitteln; theoretisch hat 1 ml gequollene Glutathion-Agarose die
Bindungskapazitét fir 8 mg Fusionsprotein) fur 1 h bei 4°C unter Rotation inkubiert. Lag die
Glutathion-Agarose bereits vorgeguollen in 20 % Ethanol vor, so wurde von dieser 1:1 Ldsung
1 ml verwendet und vor Gebrauch zweima mit PBS gewaschen. Die Glutathion-Agarose wurde
mit dem gebundenen Fusionsprotein in eine Sdule transferiert und mit dem Zehnfachen des
Saulenvolumens an PBS gewaschen. Das Fusionsprotein wurde durch 5 mM reduzierten
Glutathion (in 50 mM Tris-HCI pH 8,0) in Fraktionen aus der Sdule eluiert. Die Anwesenheit von
Fusionsprotein in den einzelnen Fraktionen wurde durch Elektrophorese in enem SDS-
Polyacrylamidgel geeigneter Konzentration mit anschlief3ender Coomassie-Blau-Farbung tberprift
und die Proteinkonzentation nach Lowry bestimmt. Fraktionen mit hohem Gehdt an
Fusionsprotein wurden vereinigt und gegen eiskaltes PBS (+10% Glyzerin) Uber Nacht dialysiert.
So gereinigtes Fusionsprotein wurde bei -80°C gelagert.

LB-Medium: 10 g Bactotrypton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; ad 1 | mit H,O

PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 0,7 mM CaCl,; 0,6 mM MgCl,; 5 mM NaHPO,;
1,5 mM KH,PO,
Puffer E: 50 mM HEPES pH 7,9; 15 mM KCI; 5 mM MgCl,; 1 mM EDTA; 5 mM DTT

2.2.8.7 Produktion und Reinigung von Histidin-Fusionsproteinen unter denaturienden
Bedingungen

Eukaryontische Proteine konnen auch durch Fusion mit einem Histidin-Tag (6 Histidinreste in
folge) in grof3en Mengen und in 16dlicher Form in Bakterien exprimiert werden. Die Aufreinigung
erfolgt Uber die Bindung des His-Fusionsproteins an Nickelbeads durch Metal-Affinitéts-
Chromatographie. Die cDNA des zu exprimierenden Proteins wurde hierzu in den Vektor pET-28a,
b oder ¢ (das Leseraster der Insertionsstelleist jeweils um ein Nukleotid verschoben - damit stehen
dle drei Leseraster zur Verfligung) an das 3'-Ende des His-Tags fusioniert. Zur Expression des
Fusionsproteinsin BL21 wurde aus einer stationaren VVorkultur (20 ml), die Hauptkultur in LB mit
25 pg/ml Kanamyzin im Verhdtnis 1:50 angeimpft und bei 37°C biszu einer OD von 0,6 inkubiert.
Durch die Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Expression des Fusionsproteins induziert. Nach
weiteren 3-5 h wurden die Bakterien durch Zentrifugation (4000g, 20 min, 4°C) geerntet und die
Bakterienmasse in flissigem Stickstoff gefroren. Nach Auftauen der Zellen wurden sie in 5 ml
Puffer B pro Gramm Nal3gewicht resuspendiert und 15-60 min bei RT gertihrt bzw. geschittelt.
Die bakterielle DNA wurde mechanisch im Ultraschall geschert und die Suspension anschlief3end
zentrifugiert (10000g, 30 min, RT). Zu dem geklarten Uberstand wurden 1 ml einer 50%
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Suspension der Ni-NTA Matrix (Quiagen) zugegeben und 15-60 min bel RT unter sanftem
Schiitteln inkubiert. Anschlief3end wurde die Suspension in eine Saule umgefillt und 2 ma mit 4
ml Puffer C gewaschen. Das Fusionsprotein wurde zuerst in 4 mal 0,5 ml Fraktionen von Puffer D
und anschlief?end in 4 ma 0,5 ml Fraktionen von Puffer E eluiert. Die Anwesenheit von
Fusionsprotein in den einzelnen Fraktionen wurde durch Elektrophorese in enem SDS-
Polyacrylamidgel geeigneter Konzentration mit anschlief3ender Coomassie-Blau-Farbung tberprift
und die Proteinkonzentation nach Lowry bestimmt. Fraktionen mit hohem Gehdt an
Fusionsprotein wurden vereinigt und gegen eiskaltes PBS (+10% Glyzerin) dialysiert. So
gereinigtes Fusionsprotein wurde bei -80°C gelagert.

Puffer B: 8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PO,; 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0
Puffer C: 8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PO,; 0,01 M Tris-HCI, pH 6,3
Puffer D: 8 M Harnstoff; 0,2 M NaH,PO,; 0,01 M Tris-HCI, pH 5,9
Puffer E: 8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PO,; 0,01 M Tris-HCI, pH 4,5

pH-Werte kurz vor Gebrauch tberprifen!

2.2.8.8 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe von GST-Fusionsproteinen

In vitro Transkription/Translation

Um radioaktiv markierte Proteine fir GST-Fusionsprotein-Interaktionstests zu erhalten, wurde die
entsprechende cDNA in vitro transkribiert und die entstandene mRNA in Anwesenheit von
L-[*S]-Methionin in vitro trandatiert. Diese Reaktionen wurden in einem Schritt mit Hilfe des
TNTTM Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega, Madison, WI,USA) nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50 gl mit folgenden
Komponenten fir 90-120 min bel 30°C:

25 Wl TNT Retikulozytenlysat aus Kaninchen

2 gl TNT Reaktionspuffer

1 TNT RNA Polymerase (T3 oder T7)

1 I Aminosauren-Ldsung (ohne Methionin,1 mM)
4 Wl L-[*S]-Methionin

1 pl RNasin Ribonuklease-1nhibitor (40 U/Wl)

1 pg kodierendes Plasmid

ad 50 yl H,O

Die in vitro trandatierten Glukokortikoidrezeptor-Proteine wurde im Anschlu3 an die TNT-

Reaktion durch Inkubation mit Dexamethason (107 M) fir 15 min bei RT und 15 min auf Eis in
einen aktiven, mit Hormon beladenen Zustand gebracht.
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GST-Fusionsprotein-Interaktionstest

Die Interaktion zweier Proteine wurde mit Hilfe von GST-Fusionsproteinen und in vitro
trand atierten Proteinen untersucht. Hierbei macht man sich die Affinitét von GST-Fusionsproteinen
zu immobilisiertem Glutathion zunutze. 10 pg gereinigtes GST-Fusionsprotein wurden an 20
Glutathion-Agarose (1:1 in PBS ohne Kalzium und Magnesium) in einem Mindestvolumen von
800 Wl PBS (mit 1 mM DTT) fur 20 min bel RT und 1 h bel 4°C unter Rotieren gebunden.
Anschliel?end wurde die mit Fusionsprotein beladene Glutathion-Agarose mit 5 pl  des
entprechenden in vitro trand atierten, *S-markierten Proteins in eéinem Gesamtvolumen von 200 i
PD-Puffer gemischt. Unter Rotieren fur 15 min bel RT und 1 h bel 4°C wurde eine potentielle
Interaktion der beiden Partnerproteine erméglicht. Daraufhin wurde die Glutathion-Agarose durch
wiederholtes Zentifugieren (1 min, 6000g) dreima mit eiskatem PD-Puffer gewaschen. Alle
Proben wurden wahrend dieser Zeit auf Eis gehalten. Die an das Glutathion gebundenen Proteine
wurden schliefdlich durch Zugabe von 2x Probenpuffer sowie Mischen und Erhitzen fr 5 min bel
95°C von der Glutathion-Agarose eluiert. Die Analyse der Proteine erfolgte durch Auftrennung
mittels einer SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) mit anschlief3ender Autoradiographie
bei -80°C.

PD-Puffer: 40 mM HEPES-KOH pH7,9; 100 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 0,2% Triton X-100;
1mM DTT; 1 mM PMSF
2x Probenpuffer: 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% Glyzerin; 0,01% Bromphenolblau;

2% 2-Mercaptoethanol

2.2.8.9 Immunofluoreszenzfirbung intrazellulirer Proteine

Fur die Immunofluoreszenz wurden transient transfizierte oder nicht-transfizierte Cos7 oder Hel a
Zdllen verwendet. 2,510° Zdlen (evt. bereits trangfiziert) wurden am Vortag in 6-well-Platten
ausgesdt, in die zuvor steriliserte Deckgléschen (22x22mm) gelegt wurden. Die Zdllen wurden
Uber Nacht auf den Deckgléschen kultiviert. Am néchsten Morgen wurde das Medium abgesaugt,
die Zdlen zweimal mit PBS gewaschen und dann mit einer 3% Paraformaldehyd-Losung fir
20 min fixiert. Um Uberschissiges Paraformaldehyd abreagieren zu lassen, wurden die Zellen 15
minin 50 mM NH,CI (in PBS) inkubiert und anschlief®end mit 0,1% Triton-X100 (in PBS) fiur 5
min permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zdllen in PBS mit 3% FCS
(PBS-3% FCS) fur 1 h geblockt.

Alle weiteren Schritte wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Hierzu wurde in den Deckel

der 6-well-Platte ein Stuick feuchtes Whatmanpapier gelegt.

Nach komplettem Absaugen der Flissigkeit wurde der erste Antikorper in der entsprechenden
Verdunnung in einem Volumen von 150 pl PBS-3% FCS direkt auf das Deckglas pipettiert und 1 h
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bel RT inkubiert. Anschlief3end wurde dreimal mit PBS-3% FCS gewaschen und der sekundére
Antikorper in der entsprechenden Verdiinnung in einem Volumen von 150 il PBS-3% FCS direkt
auf das Deckglas pipettiert. Nach 30-60 min Inkubation bel RT wurden die Zellen dreimal mit PBS-
3% FCS gewaschen und anschlief3end die Zdlkerne mit Hoechstfarbstoff (H33258) fur 5 min
geférbt (Verdiinnung 1:1000 in PBS-3% FCS).

Nach Beendigung der DNA-Farbung wurde dreimal mit PBS gewaschen, die Deckglaschen aus
den 6-well-Platten gehoben und kurz durch Eintauchen in dest. Wasser gewaschen. Die leicht
angetrockneten Deckgléschen wurden auf der mit Zellen bewachsenen Seite mit einem Tropfen
Einbettharz (Dako, Fluorescence mounting medium) versehen und mit der Zellseite nach unten
luftblasenfrel auf einen Objekttréger gelegt. Anschlief3end wurden die Rénder mit einem farblosen
Nagellack abgeschlossen.

Bis zur Betrachtung der Prdparate unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben im
Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

Herstellen der Paraformaldehyd L 6sung

Angelle der kommerziellen 37% Formaldehydldsung (mit 10-15% Methanol stabilisert) sollte
kristallines Paraformaldehyd verwendet werden, das nach Auflésen in Wasser Formaldehyd
freisetzt. Zur Herstellung einer 10% Paraformal dehyd-Stockl dsung wurden 20 g in 100 ml Wasser
gel6st und unter dem Abzug auf 60°C erhitzt. Die Lédichkeit wurde durch Zugabe einiger Tropfen
NaOH verbessert. Die klare FlUssigkeit wurde nach Abkuthlen mit 100 ml 2x PBS versetzt und
konnte bei -20°C aufbewahrt werden. Fir den Gebrauch wurde die Stockl6sung mit PBS verdiinnt.

2x PBS: 274 mM NaCl; 5,4 mM KCl; 1,4 mM CaCl,; 1,2 mM MgCl,; 10 mM Na,HPO,; 3 mM KH,PO,

2.2.8.10 Immunoprizipitation von in vitro translatiertem Trip6

Trip6 wurde mit Hilfe des TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega, Mannheim) wie
bereits oben beschrieben unter Verwendung des pcDNA3.1-Trip6 Plasmides in Anwesenheit von
L-[*S]-Methionin in vitro trandatiert. Jeweils 10 pl des Trandationsansatzes wurden mit 480
IP-Puffer, mit 10 Yl des polyklonalen Kaninchenserums oder mit 10 pl des vom gleichen
Kaninchen stammenden Praimmunserums bei 4°C fir 1 h unter Rotieren inkubiert. Anschlief3end
wurde jeder Ansatz mit 20 Wl Protein-A-Sepharose versetzt (zuvor im IP-Puffer resuspendiert) und
nochmalsfir 1 h unter Rotieren bel 4°C inkubiert. Die Protein-A-Sepharose wurde bel 360g fur 5
min be 4°C zentifugiert, der Uberstand abgenommen und das Prézipitat dreima mit |P-Puffer
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Prézipitat in 50 Wl 2x Probenpuffer
aufgenommen. Der abgenommene Uberstand wurde mit 5x Probenpuffer versetzt. Als Kontrolle
fur die eingesetzte Menge wurde 1 pl des Trandationsansatzes mit 20 pl 2x Probenpuffer versetzt.
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Alle erhaltenen Proben wurden fir 5 min auf 95°C erhitzt, kurz zentrifugiert und anschlief3end einer
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese unterzogen. Das Gel wurde anschlief3end getrocknet und
autoradiographiert.

| P-Puffer: 50 mM HEPES-KOH pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2,5 mM EGTA;
0,1% Tween 20; 10 % Glyzerin; 1 mM DTT; 0,1 mM PMSF; 10 pg/ml Leupeptin und
Aprotinin

5x Probenpuffer: 12,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 10% SDS; 50% Glyzerin; 0,05% Bromphenolblau;
5% 2-M ercaptoethanol

2.2.9 RNA

2.2.9.1 Priparation von PolyA+-RNA aus Zellen

Zur Praparation von PolyA*-RNA aus Zellen wurden 310° Zelen auf einer 15 cm Kulturschale
ausgesat und fir 24 Stunden mit ihrem entsprechenden Medium im Brutschrank bel 37°C und 6%
CO, inkubiert. Zur Ernte der Zellen wurden sie zweimal mit eiskaltem, sterilem PBS gewaschen
und mit 10 ml sterilem STE abgeschabt,wobei die Zellen lysierten. Die genomische DNA wurde
mit Hilfe eines Ultra-TuraxTM-Homogenisators (Janke und Kunker GmbH & CoKG, Staufen) fir
30 s geschert und die Suspension fur 30 min bel 37°C inkubiert. Nachdem die NaCl-
Endkonzentration auf 0,5 M eingestellt wurde, wurden pro Ansaiz 100 mg Oligo-dT-Zellulose 1:1
in HSB zugegeben. Unter standigem Rotieren Uber Nacht bei Raumtemperatur wurde die PolyA™-
RNA an die Oligo-dT-Zelulose gebunden. Diese Suspension wurde in autoklavierte
Kunststoffsaulen Uberfihrt und dann dreima mit 10 ml HSB gewaschen. Die Elution der PolyA’-
RNA erfolgte einmal mit 2 ml und einmal mit 3 ml Wasser. Die Konzentation der RNA wurde mit
400 W des Eluats spektralphotometrisch bestimmt. Das verbleibende Eluat wurde mit 3 M NaAc
pH 4,8 auf die Enkonzentation 0,2 M eingestellt und zusammen mit Hefe-tRNA (10pg/ml) as
Féllungshilfe und dem 2,5 fachen Volumen an Ethanol Uber Nacht bel -20°C geféllt. Nach der
Fallung wurde die RNA bel 10000g und 4°C fur 30 min zentrifugiert, das Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen und anschlief?end an der Luft getrocknet. Die RNA wurde mit Wasser zu ener
Konzentration von 0,5 pg/pl  aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
aufbewahrt.

PBS. 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,7 mM CaCl,; 0,6 mM MgCl,; 5 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO,

STE: 20 mM Tris-HCI, pH7,4; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0,5% SDS; 300 pg/ml Proteinase K
HSB: 10 mM Tris-HCI, pH7,4, 300 MM NaCl; 5 mM EDTA; 0,1% SDS
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Regeneration der Oligo-dT-Zellulose

Die Oligo-dT-Z€lulose konnte nach Gebrauch regeneriert und somit mehrmals wiederverwendet
werden. Zuerst wurde se zweima in 0,1 M NaOH mit 5 mM EDTA durch wiederholtes
Zentifugieren bei 1000g gewaschen. Anschliel?end wurde die Oligo-dT-Zellulose funfmal mit
Wasser und abschlieffend zweima mit HSB gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung wurde die
Oligo-dT-Z€lulose in HSB bei 4°C aufbewahrt.

2.2.9.2 Herstellung von ¢cDNA aus PolyA+-RNA

Fur die Erststrang-Synthese wurden 1 pl Oligo(dT)12-18-Primer (100 ng/il) mit 0,5 bis 1 pg
PolyA*™-RNA gemischt und auf 12 pl mit sterilen Wasser aufgefullt und fir 10 min bel 70°C
denaturiert. Nach Abschrecken auf Eiswurden 4 Wl des 5x Erststrang Synthese Puffers, 2yl 0,1 M
DTTund 1 pl eines 10 mM dNTP-Mixes zugegeben. Nach Inkubation auf 42°C wurde 1 Wl (200
Units) der SuperScriptTM-Reversen Transkriptase (Gibco BRL, Eggenstein) zugegeben und die
Reaktion fur 1 -1,5 h bei 42°C inkubiert.

Die Zweitstrangsynthese erfolgte direkt aus dem obengenannten Ansatz durch Zugabe von 20 U
E.coli DNA-Ligase; 50 U E. coli DNA Polymerase; 1 U E. coli RNaseH; 6 Wl 0,1 M DTT; 3 10
mM dNTPs und 32 pl 5x Zweitstrang Synthesepuffer in eéinem Endvolumen von 160 pl. Die
Reaktionen wurden fir 2 h bal 16°C inkubiert. Zum "blunten" aler cDNA-Enden wurden
anschliel?end 20 U T4 DNA Polymerase zugegeben. Nach einer Phenol-Chloroformextraktion
wurde die cDNA durch Zugabe 1/10 Volumens 3 M NaAc pH 4,8 mit 2,5 Volumen Ethanol und
10-15 pg Glykogen be -20°C geféllt. Nach dem Abzentrifugieren der prézipitierten cDNA wurde
siein Wasser resuspendiert und bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C aufbewahrt.

5x Erststrang Synthese Puffer: 250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI; 15 mM MgCl,; pH8,3
bx Zweitstrang Synthese Puffer: 100 mM Tris-HCI; 250 mM KCI; 25 mM MgCl,; pH 8,4

2.2.10 Hefemethoden

2.2.10.1 Hefetransformation mit Hilfe von Lithiumazetat

Eine Einzelkolonie des entsprechenden Hefestamms wurde in 10-50 ml des entsprechenden
Mediums (Selektionsmedium bel Hefestammen die bereits ein Plasmid enthalten, sonst YPD)
angeimpft und Uber Nacht bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Am néchsten Morgen wurde aus
dieser Vorkultur die Hauptkultur (100-300 ml fur die Transformation einzelner Plasmide; 1000-
1500 ml fur die Transformation von Genbanken) auf eine Anfangs-ODy,, von 0,2 angesetzt. Bel
einer ODg,, von 0,6 bis 0,8 wurden die Hefen durch Zentrifugation (1000g, 5 min, RT) geerntet

59



und mit 1/5 Volumen Wasser gewaschen. Das Zdlpdlet wurde in /10 Volumen 1x TE/LIAc
aufgenommen, ca. 30 min bei 30°C inkubiert und anschlief3end in einem geringen Volumen 1x
TE/LiAc (1,5 ml fur Einzeltransformationen, 8 ml fir Genbanktransformationen) resuspendiert.

Fur jede Transformation wurden 0,1-1 pg Expressionsplasmid bzw. 1 mg Genbank-DNA mit
100 ng Heringssperma-DNA (20 mg fir Genbanktransformationen) gemischt. Die
HeringsspermaDNA muf3 zuvor fir 15 min be 95°C denaturiert werden. Zu dem DNA-Mix
werden die kompetenten Hefen zugegeben (100 W) und gemischt. Anschlief3end wurden 600
(60 ml be Genbanktransformationen) der vorbereiteten PEG/LiAc-LOsung zugegeben und
gemischt. Die Zellsuspension wird dann bei 30°C ohne schiitteln fur 30 min inkubiert. Nach
Zugabe von 70 Yl bzw. 7 ml DMSO (Endkonzentration 10%) wurden die Hefen fir 15 min bel
42°C einem Hitzeschock unterzogen. Nach dem Abkuhlen auf Eis wurden die Zellen pelletiert, mit
Wasser gewaschen und auf die entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert. Nach 3-4 Tagen
Inkubation bei 30°C wurden die Kolonien sichtbar.

10x LiAc: 1 M Lithiumazetat, pH7,5; sterilfiltriert
10x TE: 0,1 M TrissHCI; 10 mM EDTA, pH 7,5; sterilfiltriert
PEG: 50% (w/v) PEG 4000 in Wasser

Ix TE/LiAc: je 1/10 Volumen der 10x Stammlésungen von TE und LiAc in Wasser
1x PEG/LiAc: je 1/10 Volumen der 10x Stammlsungen von TE und LiAc in PEG

2.2.10.2 Messung der B-Galaktosidaseaktivitit

aus Flussigkulturen (quantitativ)

Einzelkolonien der entsprechenden Hefestdmme wurden tGber Nacht in 3 ml des entsprechenden
Selektionsmediums unter Schiitteln bei 30°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden 1,4 ml in en
Eppendorfgeféald Uberfihrt und abzentrifugiert (10000g, 10 s). Die Hefen wurden in 750 pl
Reaktionspuffer resuspendiert und 25 pl Chloroform zugegeben. Nach starkem vortexen wurden
die Suspensionen bel 30°C bis zu einer deutlichen Gelbférbung inkubiert. Die Reaktionen wurden
dann mit 400 W einer 1 M Na,CO,-L6sung abgestoppt, zentrifugiert und die Gelbféarbung des
klaren Uberstandes bei 420 nm gemessen. Gleichzeitig wurde die OD,,, der verwendeten Kulturen
bestimmt und die Enzymaktivitét nach folgender Formel berechnet:

[3-Galaktosidase Units = (1000 x OD ) / (t X V X ODgy,)

wobei t = Zeit nach Start bis zum Abstoppen der Reaktion (min)
V = eingesetztes Kulturvolumen (ml) entspricht.
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100x Mg: 0,1 M MgCl,; 4,5 M R-Mercaptoethanol

ONPG: 8 mg/ml o-Nitrophenyl-3-D-Galaktopyranosid in NaPO,
NaPO;: 0,1 M Na,HPO,/ NaH,PO,, pH 7,5
Reaktionspuffer: 17,5 ml NaPQ,
(25 Ansétze) 200 ul 100x Mg
8 W 10% SDS
2,3 ml ONPG

durch "Filterlifts" (qualitativ)

Ein steriler Whatmann-Filter (& 75 mm) wurde direkt auf die Hefeplatte aufgelegt und leicht
angedriickt. Nach Markierung der Orientierung wurde der Filter abgezogen und mit der
Kolonieseite nach oben fur 10 s in flussigen Stickstoff getaucht. Anschlief?end wurden die Filter
mit der Kolonieseite nach oben auf einen zweiten Filter aufgelegt, der mit 2-3 ml des
Reaktionspuffers getrankt, im Deckel einer Petrischale vorbereitet wurde. Die Filterlifts wurden mit
Deckel bel 30°C bis zur Entwicklung einer deutlichen Blauférbung inkubiert und anschlief3end unter
dem Abzug getrocknet.

100x Mg: 0,1 M MgCl,; 4,5 M R-Mercaptoethanol

X-Gal: 20 mg/ml X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-1ndosyl-3-Gal aktopyranosid)
in N,N-Dimethylformamid (DMF)

NaPQi: 0,1 M Na,HPO,/ NaH,PO,, pH 7,5

Reaktionspuffer: 10 ml NaPO,
100 Wl 100x Mg
167 pl X-Gal

2.2.10.3 Gesamtproteinextrakte aus Hefe

Der betreffende Hefestamm wurde in 5 ml Selektionsmedium oder Y PD bis zu einer ODg,, von 1,0
angezogen und durch Zentrifugation bei 25009, 4°C fur 10 min geerntet.

Fur den Aufschlufd wurden die Zellen in Lysispuffer aufgenommen. Diese Suspension wurde mit
vorbehandelten Glasperlen (Uber Nacht mit HCI gerdhrt, mit 1 M Tris-HCI pH 7,5 neutralisiert und
getrocknet) bis ca. 3 mm unter den FlUssigkeitsspiegel aufgefillt. Die Ansétze wurden 3 ma 1 min
stark gevortext, und dazwischen 1 min auf Eis inkubiert. Um Zdltrimmer und Glasperlen
abzutrennen wurde 10 min bei 500g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
20 min bel 13000g und 4°C zentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde nach Lowry bestimmt
und die Extrakte anschlief3end mit Probenpuffer versetzt.

Lysispuffer: 200l 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 120 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0; 60 ul 0,2 M PMSF
100 pl H,O; 20 ul Proteaseinhibitoren (je 1 uM Aprotinin, Pepstatin, Leupeptin)
2x Probenpuffer: 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% Glyzerin; 0,01% Bromphenolblau;

2% 2-Mercaptoethanol
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2.2.10.4 Isolieren eines Genbankplasmids

Der betreffende Hefestamm wurde in 5 ml Selektionsmedium oder Y PD bis zu einer ODg,, von 1,0
angezogen und durch Zentrifugation bei 25009 (4°C, 10 min) geerntet.

Fur den Aufschlufd wurden die Zdllen in Plasmid-Rescue-Puffer aufgenommen. Diese Suspension
wurde mit vorbehandelten Glasperlen bis ca. 3 mm unter den FlUssigkeitsspiegel aufgefullt und
200 pl PCI zugesetzt. Die Ansétze wurden 3 mal 1 min stark gevortext, und dazwischen 1 min auf
Eis inkubiert. Um Zdltrimmer und Glasperlen abzutrennen wurde 10 min be 500g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und 20 min bei 13000g und 4°C zentrifugiert.
Nach anschliefRender Chloroformextraktion wurde die in der wassrigen Losung enthaltene DNA
durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaAc pH 4,8 und 2,5 Volumen Ethanol bel -20°C gefdllt.
Die so erhaltene DNA wurde in KC8 Bakterien elektroporiert, und die einzelnen Plasmide
anschlief3end nach Aminosdureselektion aus den KC8 Bakterien isoliert. Fur die Isolierung des
Genbankplasmids wurden die KC8 Bakterien auf Agarplatten ohne Leucin, fur das Angelprotein
auf Platten ohne Tryptophan selektioniert.

Plasmid-Rescue-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 mM NaCl
1 mM EDTA, pH 8,0
2% Triton-X100
1% SDS
PCI: Phenol-Chloroform-lsoamylakohol (25:24:1)

2.2.11 Messung der Firefly- und Renillaluziferaseaktivitit

Die Zellen wurden 24-48 h nach der Transfektion zweima mit PBS (ohne Ca/Mg) gewaschen.
Anschlief3end wurden die Zellen durch Zugabe von 200-400 pl Lysispuffer (5 x passive lysis
buffer, Promega) fur 5-10 min bel 4°C lysiert. 100 pl wurden zur Bestimmung der Fireflyaktivitét
verwendet. Die Messung der Enzymaktivitét erfolgte in einem Luminometer (Berthold, Wildbad)
unter Zugabe von autoinjizierter Luziferinreaktiondsung (100 pl pro Ansatz, Endkonzentration
Luziferin 40 uM) und Reaktionspuffer (350 pl pro Ansatz).

L uziferinstocklésung: 1 mM Luziferin (0,28 mg/ml) in GlyGly-Puffer

L uziferinreaktionsl 6sung: 1:5 Verdiinnung der Stockldsung in GlyGly
GlyGly-Puffer: 25 mM GlyGly; 15 mM MgSO,; 4 mM EGTA; pH 7,8
Resaktionspuffer: 1mM DTT; 2mM ATP in GlyGly
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Zur Bestimmung der RenillaLuziferaseaktivitdét wurden 10 W des Lysats mit 390 W
Codenterazinpuffer und 100 p 5x Substratlosung versetzt (Endkonzentration 25 nM
Coelenterazin). Nach Mischen wurde die Lumineszenz in einem Luminometer (Berthold, Wildbad)
gemessen (ohne Injektion der Reaktiond dsungen).

Coelenterazinpuffer: 0,1 mM KP; 0,5 M NaCl; 1mM EDTA; pH 7,6
5x Coelenterazinsubstratlosung: 1 pl Stammldsung in 8 ml Coelenterazinpuffer (125 nM)
Coel enterazin-Stamml dsung: 1 mM Coelenterazin in 90% Methanol, 10% HCI konz.
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3 Ergebnisse

Der Glukokortikoidrezeptor ist in der Lage die Aktivitdt anderer Transkriptionsfaktoren wie
AP-1 und NF-xB zu reprimieren, was vermutlich die molekulare Grundlage der
antiinflammatorischen Wirkung von Glukokortikoiden bildet. Die AP-1 Repression wird durch
eine Protein-Interaktion des GR vermittelt. /n vitro Daten lassen auf eine direkte Interaktion mit
AP-1 schlieBen. Weitere experimentelle Befunde deuten darauf hin, da3 die direkte Interaktion
(sofern sie in der Zelle in vivo stattfindet) zwischen GR und AP-1 nicht ausreichend ist, sondern
daBl vermutlich weitere Proteine an dem Prozef3 der Transrepression beteiligt sind.

Mit Hilfe des Two-Hybrid Systems konnen bisher noch unbekannte Interaktionspartner des GR
identifiziert werden. Die Isolate sollen anschlieend im Zellkultursystem auf ihre Beteiligung am
Transrepressionsprozef3 von AP-luntersucht werden. Fiir die erfolgreiche Durchfiihrung eines
Two-Hybrid Screens muf3 zunéchst eine geeignete Rezeptormutante hergestellt werden, die selbst
keine Transaktivierungskapazitdt mehr besitzt, aber in ihren Repressionseigenschaften nicht
beeintrachtigt ist. Eine solche Mutante trdgt eine Punktmutation in der Helix 12 der

Ligandenbindedomine.

3.1 Charakterisierung der verwendeten Glukokorikoidrezeptormutanten
hinsichtlich ihrer Transaktivierungs- und Repressionseigenschaften

Der Two-Hybrid Screen erfordert die Verwendung von GR-Mutanten, die in Abb. 3 schematisch
dargestellt sind. In Abb. 3A ist der Wildtyprezeptor dargestellt, in den Teilen B,C und D die in
dieser Arbeit verwendeten Mutanten.

Die Ligandenbindung an GR fiihrt zu einer Reihe von intramolekularen Umlagerungen, wodurch
neue Proteinoberflichen fiir die Koaktivatorbindung entstehen. Wichtig hierbei ist das
Zuriickklappen der Helix 12 auf die Helix 3. Im Zentralbereich der Helix 12 befindet sich die
Aminosdure Glutaminsdure, die fiir die Repositionierung durch Ausbildung elektrostatischer
Wechselwirkungen zwischen der Helix 12 und der Helix 3 wichtig ist.

In der GR-Mutante Helix 12 (GR,,) ist diese Aminosdure gegen Glutamin ausgetauscht. Es

wird erwartet, dal die intramolekulare Umlagerung nach Ligandenbindung bei dieser Mutante
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nicht mehr stattfindet und Koaktivatoren der AF-2 nicht mehr interagieren konnen (Renaud et al.,
1995). Aus diesem Grund sollte diese Mutante in ihrer Transaktivierungsfahigkeit deutlich
reduziert sein.

Bei einer weiteren Mutante (GRg12,ar.1, Abb. 3C) wurde zusétzlich zur Punktmutation in der

Helix 12 die ligandenunabhéngige Transaktivierungsfunktion AF-1 entfernt.
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GRy, C [ Aaf_] [pBD|  LBD/AF2 )
1 777
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77 272 415 500 v
GRuu12 C | ar1 | [DBD | LBD/AF2 )
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Abb. 3: Schematische Darstellung der verwendeten Glukokortikoidrezeptormutanten.

A) Aufbau des Wildtyp-GR Glukokortikoidrezeptor (wt). Er enthédlt eine ligandenunabhingige
Transaktivierungsdomine (AF-1) im N-Terminus, eine DNA-Bindedoméine (DBD) und eine
Ligandenbindedomine (LBD) die mit der ligandenabhéngigen Transaktivierungsfunktion (AF-2)
iiberlappt. Die Ziffern stehen fiir die jeweiligen Aminosdurepositionen. B) GR,jy;, enthilt eine
Punktmutation in der Helix 12 (Position 755) wobei Glutamat (E) gegen Glutamin (Q)
ausgetauscht wurde. C) GRypi2.aF1 enthilt zusétzlich zur Punktmutation in der Helix12 eine
komplette Deletion der AF-1. D) GR,ppp trdgt eine Mutation in einem der Zink-bindenden

Cysteinreste im zweiten Zinkfinger der DBD (C476W) sowie eine weitere Punktmutation
innerhalb der DBD (R479Q).
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Nachfolgend sollte geklirt werden, wie sich die einzelnen Mutanten beziiglich Transaktivierung
und Transrepression verhalten (Abb. 4).

Die Transaktivierung von Genen durch den GR kann in Zellkulturen durch die Verwendung eines
geeigneten Reportergenplasmids analysiert werden. Dieses Luziferasereportergen enthdlt einen
Teil des Maus Mamma Tumor Virus (MMTV)-Promotors, der klassische GREs tragt und durch
GR-Homodimere aktiviert wird. Nach Hormonzugabe in GR exprimierenden Zellen 1d6t sich
somit eine gesteigerte Reportergenaktivitit messen.

Zur Analyse der Transaktivierung wurde das MMTV-Reportergenplasmid pHC,-Luziferase
zusammen mit den entsprechenden Rezeptorkonstrukten in rezeptorlose Cos7-Zellen transient
transfiziert. Da diese Zellen keinen endogenen GR enthalten, kdnnen die Effekte der eingesetzten
Mutanten gezielt analysiert werden (Abb. 4A). In Zellkulturen wurde Dexamethason als Ligand
des GR verwendet.

Der Wildtyp GR ist im Vergleich zur Leervektorkontrolle in der Lage die Expression des
Reportergens ca. 25-fach zu induzieren. Die Helix 12-Mutante zeigt eine wesentlich schwéchere
Aktivierung des Reportergens (8-fach). Diese Restaktivitdit wird vermutlich durch die
ligandenunabhéngige Transaktivierungsfunktion AF-1 vermittelt. Um eine Rezeptormutante zu
erhalten die keine Transaktivierung mehr zeigt, wurde zusdtzlich zur Punktmutation in der
Helix 12 die ligandenunabhingige Transaktivierungsfunktion AF-1 entfernt (GRypioar-1)
(Abb. 3C)

Diese Mutante zeigte im verwendeten Zellkultursystem keine Transaktivierung mehr (Abb. 4A).
Um eventuelle Unterschiede in der Transfektionseffizienz bei den einzelnen Ansétzen
auszugleichen, wurde hier und bei allen weiteren transienten Transfektionen zu jedem Ansatz
0,1 ug eines Expressionsplasmids fiir Renilla-Luziferase unter der Kontrolle eines konstitutiv
aktiven Promotors (Ubiquitin C) zugegeben. Die Aktivitit des Ubiquitinpromotors wird durch die
verschiedenen Behandlungen der Zellen (z.B. TPA oder Dex) nicht beeinflullt. Die gemessenen
Firefly-Luziferaseaktivititen wurden durch die Renilla-Luziferaseaktivitit derselben Transfektion

dividiert und somit normalisiert.
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Die AP-1 Repression durch den GR 148t sich mit Hilfe eines AP-1 abhéngigen Reportergens nach
TPA Induktion bestimmen. In diesem Reporter kontrolliert ein Teil des menschlichen
Kollagenasel Promotors (Position -517 bis +63) die Expression der Firefly-Luziferase und 143t
sich durch den Phorbolester TPA induzieren.

Durch die Aktivierung des GR mit Dexamethason 146t sich die TPA-induzierte
Reportergenaktivitdt reprimieren. Die Luziferaseaktivitit im reprimierten Zustand wurde durch
die Luziferaseaktivitdt nach TPA-Induktion dividiert. Diese Reduktion der Reporteraktivitdt ist
ein MaB fiir die Repressionskapazitit des GR bzw. der eingesetzten GR-Mutanten.

Bei Verwendung des Wildtyprezeptor geht die Reporteraktivitit auf ca. 25% Restaktivitéit zuriick
(Abb. 4B). Die Helix12-Mutante, sowie die zusdtzlich AF-1 deletierte-Mutante sind noch immer
in der Lage das Reportergen zu reprimieren (Riickgang auf ca. 35-40%).

Die Helix12-Mutante (GR,,jy1,) ist demnach eine Mutante die AP-1 noch effizient reprimieren
kann. Das gleiche gilt fiir die zusdtzlich AF-1 deletierte Mutante (GRppioar.1), die aber
zusitzlich keine Transaktivierungseigenschaften mehr besitzt.

Diese Eigenschaft ermdglicht den Einsatz der Mutante GR,y12,ar.1 in einem Two-Hybrid Screen.
Da die Mutante noch reprimieren kann, wird erwartet, da3 die fiir AP-1 Repression erforderlichen

zusdtzlichen Faktoren als Interaktionspartner im Two-Hybrid Screen identifiziert werden konnen.

Fiir die spdtere funktionelle Charakterisierung der Two-Hybrid Isolate wurde eine GR-Mutante
(GRpep) verwendet, die in vitro keine Repression zeigt.

Der GR,ppp trigt im zweiten Zinkfinger der DNA-Bindedomédne und auBlerhalb der
Zinkfingerregion der DBD zwei Punktmutationen. Diese sind schematisch in der Abb. 3D
dargestellt. Diese Mutante zeigt keine Transaktivierung und keine Transrepression mehr (Abb.
4A und B), obwohl sie noch mit AP-1 in vitro interagieren kann (Géttlicher et al., 1996). Dies
fiihrte zu der Hypothese, daBl die Interaktion des GR mit AP-1 fiir die Vermittlung der
Transrepression nicht ausreicht und weitere Faktoren an der Transrepression beteiligt sind, die
von der DBD-Mutante nicht gebunden werden kénnen. Die GR,,pgp wird im Abschnitt 3.5 noch

genauer beschrieben.
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Abb. 4: Transaktivierung und Transrepression der verwendeten Glukokortikoidrezeptor-
mutanten in Cos7-Zellen.

(A) Transaktivierung: 5:10° logarithmisch wachsende Cos7-Zellen wurden mit Hilfe der Calcium-
Phosphatprézipitation mit jeweils 1 pg eines pHC,-Luziferasereporters und des ent-sprechenden
GR-Expressionsplasmids transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fiir 16 h mit 107"M
Dexamethason (wei3) oder nicht behandelt (schwarz). Als Kontrolle wurden Zellen mit dem
Leervektor (prSH-) zusammen mit dem Reportergen transfiziert und auf die gleiche Weise
behandelt. Die relative Luziferaseaktivitét ergibt sich aus dem Verhéltnis der in Anwesenheit und
in Abwesenheit des Hormons gemessenen Luziferaseaktivititen. Alle Luziferaseaktivititen
wurden mit Hilfe der Renilla-Luziferase normalisiert. (B) Transrepression: 5-10° logarithmisch
wachsende Cos7-Zellen wurden mit Hilfe der Calcium-Phosphatprizipitation mit jeweils 1 pg
eines -517-Kolll-Luziferasereporters und des entsprechenden Glukokortikoidrezeptorkonstruktes
transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fiir 16 h mit 60 ng/ml TPA (schwarz), mit 60 ng/ml
TPA und 10"M Dexamethason gleichzeitig behandelt (grau) oder nicht behandelt (wei). Als
Kontrolle wurden Zellen mit dem Leervektor (prSH-) zusammen mit dem Reportergen transfiziert
und auf die gleiche Weise behandelt. Die relative Luziferaseaktivitét ergibt sich aus dem Verhiltnis
zwischen der Luziferaseaktivitit nach TPA mit Hormon bzw. ohne Behandlung und der
Luziferaseaktivitit nach TPA Induktion. Die Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten
mit Standardabweichung sind als Balkendiagramm in A und B dargestellt.
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3.2 Funktionelle Expression des Glukokortikoidrezeptors in Hefe

Bevor ein Two-Hybrid Screen mit dem GR,y12,ar.1 durchgefiihrt werden konnte, mufite zuerst
geklért werden ob sich der GR in Hefe funktionell exprimieren und durch seinen Ligand aktivieren
1aBt. Hierzu wurde der Hefestamm Y 187CU mit einem B-Galaktosidasereportergen transformiert,
der unter der Kontrolle eines Glukokortikoid responsiven Elements (GRE) steht. Dexamethason
zeigte sich in Hefezellen als ungeeigneter Ligand fiir den GR, da es von den Zellen vermutlich
nicht aufgenommen wird. Aus diesem Grund wurde in Hefe Triamcinolonazetonid (TAC)

eingesetzt, ein anderes synthetisches Glukokortikoid.

GRE-B-Gal.reporter

0,6

0,5

0,4+

0,3

0,2+
w

relative B-Galaktosidaseaktivitit

2

0 /7 1 1 I

10° 10° 10* 103
TAC (M)

A\N

Abb. 5: Der Glukokortikoidrezeptor 1463t sich in Hefe funktionell exprimieren.

Der Hefestamm Y 187CU wurde mit jeweils 0,5 pg eines GRE-haltigen 3-Galaktosidase-Reporters
und eines Expressionsplasmids kodierend fiir GR,,; transformiert. Die Reportergenaktivitit nach
verschiedenen Mengen des Hormons TAC wurde mit Hilfe eines B-Galaktosidasetests nach 16 h
aus Suspensionskulturen bestimmt. Aufgetragen wurde die B-Galaktosidaseaktivitidt (Units) aus
Mittelwerten dreier unabhingiger Experimente mit Standardabweichung.
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Die Abb. 5 zeigt die TAC-Dosisabhédngigkeit der Reportergenaktivierung durch den GR in Hefe.
Die maximale Aktivierung liegt zwischen 10* und 10° M TAC, wobei Konzentrationen iiber
10° M bereits eine deutliche Toxizitit fiir die Hefen hervorriefen (schlechtes Wachstum,
Verklumpen). Fiir alle weiteren Experimente in Hefe wurden daher 10* M TAC verwendet.

Der GR ist somit auch in Hefe als ligandenabhingiger Transkriptionsfaktor exprimierbar. Aus
diesem Grund ist es moglich nach interagierenden Proteinen des GR in Hefe mit Hilfe eines Two-

Hybrid Screens zu suchen.

3.3 Die Glukokortikoidrezeptormutante GR,g;2,ar1 ISt eine geeignete
Mutante fiir die Suche nach neuen Partnerproteinen des GR, die an der
Repression beteiligt sind

Fiir die Suche nach interagierenden Proteinen des GR mit Hilfe des Two-Hybrid Screens, wurde
die GR-Mutante GRg12,ar.1 mit der Gal4-DBD fusioniert. Das Plasmid kodiert zusitzlich fiir
ein Schliisselenzym der Tryptophansynthese, dessen Expression als Auxotrophiemarker benutzt
werden kann (Abb. 6A).

GRuuioaar1 konnte in Cos7-Zellen nicht mehr transaktivieren, und zeigte auch als Galpgp-
Fusionsprotein (GALppp-GRyp1o.ar.1) im Hefestamm Y190 keine selbstéindige Aktivierung des
Reportergens nach Hormonzugabe, im Gegensatz zu einem vergleichbaren, die Wildtyp-GR
Sequenz enthaltenden Gal-Fusionsprotein (GALpgp-GRy,¢) (Abb. 6B).

Aus diesem Grund kann die Gal4-Fusion der Mutante als "Angel" fiir den Two-Hybrid Screen
verwendet werden. Die Repressionskapazitit der Mutante ist in Sédugetierzellen nicht
beeintrachtigt. Deshalb ist zu erwarten, dal noch unbekannte Kofaktoren des GR, die fiir die
AP-1 Repression bendtigt werden, durch den Two-Hybrid Screen identifiziert werden kdnnen. Da
die Mutante in Sdugetierzellen nicht mehr transaktivieren kann, sollte sie keine Interaktion mit
Koaktivatoren zeigen. Diese Annahme wurde fiir einen bekannten Koaktivator des GR, TIF1
durch eine Two-Hybrid Analyse {iberpriift. TIF1 kann nicht mehr mit der Mutante interagieren.

Diese Analyse erfolgte semi-quantitativ mit Hilfe von "Filterlifts" (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des verwendeten Two-Hybridkonstrukts und seine
Transaktivierungskapazitit nach Hormonzugabe.

(A) Schematische Darstellung des verwendeten Two-Hybridkonstrukts. Das Fusionsprotein
besteht aus der Galdpgp und GRyyiar1 ab der Aminosdure 262 bis 777. Die DNA-
Bindedomine (DBD) und die Liganden-bindedoméne (LBD) mit enthaltener Aktivierungsfunktion
2 (AF-2) sind zusitzlich markiert. Das Fusionsprotein trigt zusétzlich ein Epitop des
Hamagglutinin aus Hdmophilus influenzae (HA). (B) Der Hefestamm Y190 wurde mit jeweils
1,0 pg eines Expressionsplasmids kodierend fiir Gal4pgp-GRy bzw. fiir Galdpgp-GRyupi2.aF-1
transformiert. Die Reportergenaktivitit nach verschiedenen Mengen des Hormons TAC wurde
mit Hilfe eines B-Galaktosidasetests aus Suspensionskulturen bestimmt. Aufgetragen wurde die
3-Galaktosidaseaktivitit (Units) aus Mittelwerten dreier unabhingiger Experimente mit
Standardabweichung.

Die Expression des Fusionsproteins in den verwendeten Hefestimmen Y190 und Y187, wurde
mit Hilfe der Western-Blotanalyse iiberpriift. Hierzu wurden Proteinextrakte aus drei
unabhéngigen Kolonien des GRyjp.ar.1 transformierten Hefestamm Y190 hergestellt (Spur 3,4
und 5) und einer SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unterworfen (Abb. 7A).
Als Kontrollen wurden Extrakte von GR,, enthaltenden Hefen (Spur 2) und nicht-transformierten
Hefen aufgetragen (Spur 1). Die Detektion des Fusionsproteins erfolgte unter Verwendung des

monoklonalen Antikorpers 12CAS, der das HA-Epitop erkennt. Der Pfeil markiert die Grofe der
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jeweils verwendeten Glukokortikoidrezeptoren. Der GRyppaarg wird in allen getesteten

Kolonien exprimiert. Fiir den nachfolgenden Two-Hybrid Screen wurde die Kolonie 3 verwendet.

A in Y190
1 2 3 4 5 6
(UL - w— — — | <= Gald,. -GR
51 kDa == - — - - N.S.
Gth - GRmH 12AAF-1 Ga14DBD-Fusion
1 2 3 4
Kolonie-Nr.
B in Y187
1 2 3 4 5
78 kDa — — — e o— | <a— Ga14DBD'GR
51 KD ] - e a_— -+ 1N.S.
= GRw  GRpypoaaF-i Galdpyppy-Fusion
1 2 3
Kolonie-Nr.

Abb. 7: Das Gal4-GR,y12,ar.1 Fusionsprotein wird in Y190 und in Y187 exprimiert.

(A) Der Hefestamm Y190 wurde mit jeweils 1,0 ug eines Expressionsplasmids kodierend fiir
Galdppp (-), Galdppp-GRy bzw. Galdppp-GRpiz.ar.1 transformiert und Gesamtzellextrakte von
z.T. mehreren Klonen hergestellt. Jeweils 50 pg der Proteinextrakte wurden einer SDS-PAGE
unterworfen und das jeweilige Fusionsprotein durch Western-Blotanalyse mit Hilfe des
HA-Antikorpers detektiert. (B) Der Hefestamm Y187 wurde mit jeweils 1,0 pg eines
Expressionsplasmids kodierend fiir Galdpgp (-), Gald4pgp-GRy: bzw. Galdppp-GRupi2aar-1
transformiert. Die Detektion erfolgte wie in (A) beschrieben.

n.s.: nicht spezifisch

Abb. 7B zeigt die Expression des Fusionsproteins im Hefestamm Y187, der zu einem spéteren
Zeitpunkt des Two-Hybrid Screens verwendet wird (siehe Abschnitt 3.4.3). Proteinextrakte aus
vier unabhdngigen Kolonien von GRppar transformiertem Hefestamm Y187 wurden

hergestellt (Spuren 3,4,5 und 6) und einer SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
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unterworfen. Als Kontrollen wurden Extrakte von GR, enthaltenden Hefen (Spur 1) und nicht-
transformierten Hefen aufgetragen (Spur 2). Die Detektion des Fusionsproteins erfolgte ebenfalls
durch den monoklonalen Antikorpers 12CAS5. Der Pfeil markiert die GroBe der jeweils
verwendeten Glukokortikoidrezeptoren. Die GR-Mutanten wurden in allen vier Klonen

exprimiert.

3.4 Durchfithrung eines Two-Hybrid Screens zur Identifikation neuer
Partnerproteine des GR, die an der Transrepression beteiligt sind

Mit der Gal-GR,,yy12,4F.1 €xprimierenden Kolonie 3 aus Abb. 7A wurde ein Two-Hybrid Screen in
dem dualen Reporterstamm Y190 durchgefiihrt. Wird das GRp12,ar.1 Konstrukt im Stamm Y190
exprimiert, so a6t sich durch Zugabe von 25 mM 3" Aminotriazol (3"AT) die Aktivitit des durch
die hohe Basalaktivitdt des Reporters entstandenen HIS3-Genproduktes inhibieren.

Durch den Two-Hybrid Screen sollten neue Partnerproteine des hormonbeladenen GR
identifiziert werden. Daher wurde der Screen in Anwesenheit von 100 uM Triamcinolonacetonid

durchgefiihrt. Die Abb. 8 zeigt ein FluBdiagramm der einzelnen Schritte des Screens.

3.4.1 Genbank und Hefetransformation

Als Genbank wurde die kommerzielle humane HeLa MATCHMAKER™ ¢cDNA-Genbank
verwendet mit 6'10° unabhéngigen Klonen und einer durchschnittlichen FragmentgroBe von 1,5 kb
(0,4-2,0 kb), die als Selektionsmarker ein Schliisselenzym zur Leucinbiosynthese kodiert. Die
MATCHMAKER-Genbank (in DH10B) wurde expandiert und die daraus gewonnene DNA in
den GRg12,aF.1-Stamm von Y 190 transformiert.

Um sicherzustellen, dafl die gesamte Genbank im durchgefiihrten Two-Hybrid Screen
repriasentiert wurde, ist es wichtig eine ausreichend hohe Anzahl primérer Transformanten nach
der Genbanktransformation zu erhalten. Hierbei gilt folgende Faustregel:

Eine HeLa Zelle enthilt ca. 1 pg mRNA (entspricht 10° Molekiile mRNA) die von 15000
individuellen Genen transkribiert wurde. Um alle Genprodukte nach der Transformation zu
reprasentieren, miissen mindestens 45000 unabhingige Transformanten erhalten werden, die fiir
alle Transkripte der 15000 Gene in 3 moglichen Leserahmen kodieren. Um auch schwicher

exprimierte Gene zu erhalten, wird diese Zahl noch mit dem Faktor 10-100 multipliziert. Die nach
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der Genbanktransformation erhaltenen 2,510° primdren Transformanten sind demnach

ausreichend, um die Genbank zu reprisentieren.

( HeLa-Genbank )
¢ea-enban 6100 unabhingige Klone

in DH5a; InsertgrofB3e 0,4-2 Kb

Transformation
in Y 190 _
2,5%100 primire
Transformanten

Selektion auf
HIS-Auxotrophie
in Anwesenheit
von TAC

400 Klone analysiert

Test auf
B-Gal.aktivitit
+/-TAC

150 Klone blau

Isolierung des
Genbankplasmids

etransformation
in den Stamm
Y187

Test auf
GAL4-DBD
Interaktion

Bestiitigen der
Interaktion mit
GRmH12

47 Klone

Sequenzierung

Abb. 8: FluBdiagramm des durchgefiihrten Two-Hybrid Screens.
In dem FluBdiagramm sind die einzelnen Schritte des Two-Hybrid Screens fiir interagierende

Proteine der GR-Mutante mH12AAF-1 dargestellt. Die Angaben auf der rechten Seite der
Abbildung beziehen sich auf die Anzahl der bei den einzelnen Schritten analysierten Klone.
TAC: Triamcinolonazetonid
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Die primdren Transformanten wurden auf Selektionsplatten ohne Histidin, Leucin
(Auxotrohiemarker des Genbankplasmids) und Tryptophan (Auxotrohiemarker des ,,Angel"-
Plasmids) mit 25 mM 3°AT und 100 uM Triamcinolonacetonid ausplattiert. Nach vier bis sieben
Tagen wurden die sichtbaren Klone gepickt (400 Klone) und zweimal auf Selektionsplatten durch
Ausstreichen auf Einzelkolonien gereinigt. Hierdurch werden Kolonien eliminiert, die sich von den
Histidinvorrdten der durch die Selektion abgestorbenen Hefen erndhren, aber das HIS3-
Reportergen nicht aktivieren konnten. Zusitzlich konnen bei der Transformation zwei
Genbankplasmide aufgenommen werden und durch den anschlieBenden Verlust eines Plasmides zu

inhomogenen Kolonien fiihren. Dies wird bei der Aufreinigung iiber Einzelkolonien verhindert.

3.4.2 Test des zweiten Reporters LacZ

Alle Kolonien wurden bereits auf die Aktivitit des ersten Reportergens vorselektioniert
(Histidinprototrophie), und muflten anschlieBend auf die Aktivitit des zweiten Reporters
tiberpriift werden. Da die beiden Reporter unterschiedliche Promotorkontexte enthalten, lassen
sich bei diesem Schritt bereits viele ,,falsch positive Klone" eliminieren.

Die 400 Klone wurden zur Uberpriifung des zweiten Reportergens B-Galaktosidase auf
Selektionsplatten ohne Leucin und Tryptophan ausgestrichen und in An- oder Abwesenheit des
Hormons TAC auf B-Galaktosidaseaktivitit im ,Filterlift" getestet. 150 der 400 getesteten

Kolonien zeigten eine deutlich sichtbare Blaufarbung.

3.4.3 Isolierung des Genbankplasmids und Retransformation

Die Genbankplasmide dieser 150 Klone wurden isoliert und zusammen mit GR,g12,aF.1 In Y187
transformiert. Der Stamm Y187 ist kein dualer Reporterstamm, er enthélt also nur das
B3-Galaktosidase-Reportergen. Durch diese Retransformation in einen unabhdngigen Hefestamm
mufl sich die bereits beobachtete Interaktion des Genprodukts mit GRyyiz.ar.1 nochmals
bestdtigen. Somit kann ausgeschlossen werden, das die beobachteten Reporteraktivitidten in Y190
nicht durch eine Mutation des Gal4-DBD Konstruktes oder des Hefestamms erfolgten.
Gleichzeitig wurden die Genbankplasmide der 150 Klone zusammen mit einem Plasmid,

kodierend fiir die Gal4-DNA-Bindedoméne, retransformiert um eine nicht-GR-spezifische
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Interaktion auszuschlieBen. Die Expression des Fusionsproten in dem Stamm Y187 konnte mit

Hilfe einer Western-Blotanalyse gezeigt werden (Abb. 7B).

Nachdem sich die Interaktion von 47 Genprodukten mit GRyj2,ar.1 in dem Hefestamm Y187
bestitigen lieB, wurden die zugehorigen Genbankplasmide sequenziert. Die erhaltenen
Sequenzinformationen wurden mit Hilfe des "Advance Blast 2.0"-Programms iiber den WWW-
Zugang im "National Center for Biotechnology and Information NCBI " analysiert. Bereits
bekannte Proteine wurden anhand der Datenbankeintragungen identifiziert.

Eine Zusammenfassung der Sequenzanalysen der einzelnen positiven Klone findet sich in

Tabelle 1.
Klon | Sequenzhomologie Acc. Nummer | Bemerkungen
1 [ Ribosomales Protein S8
2 | Humane XE169 mRNA L.25270
3 [ EST-Klon (RP5-991C6) AL078599
4 | Ribosomales Protein S18 X69150
6 | Cytochrom Oxidase II (Hsa3) U12691 nicht im richtigen Leseraster
10 | B-Tubulin X02344 nicht im richtigen Leseraster
11 | B-Glukosidase J03077 nichtkodierende 3 'Sequenz
12 [ Pohibitin S85655 nicht im richtigen Leseraster
13 [ Mikrosomale Peptidase (SPC18) J05466
16 | HHR23 D21235 nicht im richtigen Leseraster
17 | Wnt-13 771621 nichtkodierende 5'Sequenz
18 | EST-Klon (DKFZp56601646) AL050084
19 | Cytochrom C Oxidase II X55654 nicht im richtigen Leseraster
22 [ Ribosomales Protein L37 D23661
24 | Tripb AJ001902 [ ab Aminosdure 204
25 | HMG2B 717240 nicht im richtigen Leseraster
27 | unbekannt
28 | Cytochrom C Oxidase IV M21575 antisense Orientierung
31 | unbekannt
34 | Inosin Monophosphat DH J04208 nicht im richtigen Leseraster
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Fortsetzung Tabelle 1

39 | Proteasomenuntereinheit hPI31 D88378

40 [KIAA0026 D14812 nicht im richtigen Leseraster
42 | H+ATP Synthase Untereinheit B X60221 antisense Orientierung

43 [ unbekannt

62 | Trip6 AJ001902 [ab Aminosdure 196

72 | RHAMM U29343 nicht im richtigen Leseraster
76 | LLRep3 X17206 antisense Orientierung

106 | Unbekannt, Homologie zu (U04845) | nur 100 Basen homologe Sequenz

Kollagen a6 (IV)

116 | Trip6 AJ001902 [ab Aminosdure 218

129 | DNA abh. Proteinkinase U47077 nicht im richtigen Leseraster
147 | HoxA10

148 | Trip6 AJ001902 | ab Aminosdure 196

154 | GU/RH II bindendes Protein U78524

155 [ Trip6 AJ001902 | ab Aminosdure 282

175 | Trip6 AJ001902 | ab Aminosdure 200

179 | Trip6 AJ001902 [ab Aminosdure 219

185 | Trip6 AJ001902 [ ab Aminosdure 206

192 | Trip6 AJ001902 | ab Aminosdure 218

196 [ Trip6 AJ001902 | ab Aminosdure 225

198 [ Trip6 AJ001902 | ab Aminosdure 190

199 | GAPDH
213 | Ubc9 U29092 Gottlicher et al., 1996
215 | Paraoxonase 148513 nicht im richtigen Leseraster
216 | Trip6 AJ001902 | ab Aminosdure 219
218 | CGI-117 AF151875 | C. elegans homologes Protein
224 | Trip6 AJ001902 | ab Aminosdure 251
227 | Ribosomales Protein S26

Tab.1: Sequenzanalysen der positiven Klone

Die Nummerierung der 400 gepickten Klone wurde bis zum Schlul beibehalten.

Datenbanknummern (Acc. Nummer, Spalte 3) wurden, soweit bekannt, angegeben.
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Die im richtigen Leserahmen kodierten Genprodukte wurden anhand der Hormonabhéangigkeit und
der Stirke der Interaktion mit GR in verschiedene Gruppen eingeteilt. Hierzu wurde das
Verhiltnis der B-Galaktosidaseaktivititen in Anwesenheit und Abwesenheit des Hormons
Triamcinolonacetonid aus Suspensionskulturen bestimmt. Dadurch 148t sich zwischen
hormonunabhingig (Spalte zwei), leicht, und stark hormonabhingig interagierenden Proteinen
(Spalte drei und vier) unterscheiden. Die Isolate der Spalte eins zeigten eine stirkere Interaktion in
Abwesenheit als in Anwesenheit des Hormons. Da AP-1 Repression eine hormonabhingige

Funktion des GR ist, kommen fiir die weitere Bearbeitung nur hormonabhéngige Isolate in Frage.

Hormonabh. <1 [ Hormonabh. <3 | Hormonabh. >3 | Hormonabh.
>10
schwache Rib. Protein S8; | Mikrosom. Peptidase
Interaktion S18; L28; L37
(3-Gadl.aktivitét <2| Rib. Protein S26 Proteasomen- Trip6
units) unbek. Klone #18 untereinheit hP131
und #106
GU/RH I1-bind.
Protein
Trip6
unbek. Klone #27
und #31
starke Interaktion unbek. Klon #43
(B-Gal.aktivitat >2 Trip6 Ubc9
Units) CGl-117

Tab.2: Stirke und Hormonabhingigkeit der einzelnen Interaktionen

Die Isolate wurden nach Stirke und Hormonabhangigkeit der Interaktion in verschiedene Gruppen
eingeteilt. Die Hormonabhéngigkeit (Hormonabh.) ergibt sich aus dem Verhéltnis der gemessenen
3-Galaktosidaseaktivitdt in Anwesenheit und Abwesenheit von Hormon.

Rib. Protein: Ribosomales Protein; unbek.: unbekannt; Mikrosom. Peptidase: Mikrosomale
Peptidase; GU/RH II-bind. Protein: GU/RH II-bindendes Protein
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Finige Klone kodieren fiir bisher noch unbekannte Proteine; fiir sie konnte keine
Sequenzhomologie in der Datenbank gefunden werden. Um zu iiberpriifen, ob dennoch ein Protein
durch die unbekannte Seqenz kodiert wird, wurde die Expression der interagierenden Proteine aus
verschiedenen Klonen mit Hilfe der Western-Blotanalyse unter Verwendung eines Gal4-TAD-
Antikorpers nachgewiesen (Abb. 9). Als Kontrollen wurden Extrakte von nicht-transformierten
Y190 (-) bzw. eines nur die Gal4TAD enthaltenden Hefestammes (+) aufgetragen. Die Klone 3,
27,106, 129 und 218 enthalten bisher noch unbekannte Sequenzen, exprimierten jedoch ein Gal-
Fusionsprotein. Die Klone 18 und 72 zeigen ein Signal, das der GroB3e der Gal TAD entspricht
(+). Die dennoch beobachtete Interaktion mit GR 12,41 in diesen Kolonien kann nur durch die
unspezifische Bindung eines sehr kurzen Peptids erkldrt werden. Die Klone 147 (HoxA10), 154
(GU/RH II-bindendes Protein), 155 und 175 (beide Trip6) sowie 213 (Ubc9) wurden mit Hilfe
des Datenbankvergleichs als bekannte Proteine identifiziert, wurden im richtigen Leserahmen
kodiert und zeigten die Expression der Gal-TAD-Fusionsproteine in der erwarteten GroBle. Die
bei vielen Klonen auftretenden kleineren Banden sind vermutlich Degradationsprodukte, die

wihrend der Extraktpriparation entstanden sind.

78 kDa = [
— | —
51 kDa = —
QY -
30 kDa = —
16 kDa = e — -—— — - —
Klon# = + 3 18 27 72 106 129 147 154 155 175 213 218

Abb. 9: Western-Blot verschiedener interagierender Proteine.

Von den jeweiligen Two-Hybridklonen (bezeichnet mit der zugehdrigen Nummer) wurden
Gesamtzellextrakte hergestellt. Jeweils 50 pg der Proteinextrakte wurden einer SDS-PAGE
unterworfen und das jeweilige Fusionsprotein durch Western-Blotanalyse mit Hilfe eines
Gal4t,p-Antikorpers detektiert. Als Kontrollen wurden Extrakte von nicht-transformierten Y190
(-) bzw. eines nur die Gal4r,p enthaltenden Hefestammes (+) aufgetragen.

Klon#: Klonnummer
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3.5 Interaktion der Two-Hybrid Isolate mit einer GR Mutante, die AP-1
nicht mehr reprimieren kann

Die nun verwendete GR-Mutante wurde bereits im Abschnitt 3.1 beschrieben. Sie trigt eine
Punktmutation in der DBD, wodurch ein koordinierendes Cystein des zweiten Zinkfingers gegen
Tryptophan ausgetauscht wurde. Zusitzlich wurde an der Position 479 Arginin gegen Glutamin
ausgetauscht. Diese Mutante zeigt in Saugerzellen keine Transaktivierung und keine
Transrepression (Abb. 4). In vitro kann die Mutante jedoch immer noch mit AP-1 interagieren
(Gottlicher et al., 1996). Dies fiihrte zu der Hypothese, dal3 die Interaktion des GR mit AP-1 fiir
die Vermittlung der Transrepression nicht ausreichend ist und weitere Faktoren an der
Transrepression beteiligt sind. Die DBD-Mutante kann mit diesen Faktoren eventuell nicht mehr

interagieren.

1 2 3 4

78D —|  — w— e | <— Gald . GR

S1KD2 —| e cum—— S ( ~<— 1.S.

transform. Konstrukt: Gth _— GRmDBD

1 2 Kolonie-Nr.

Abb. 10: Das Gal4-GR,,pgp Fusionsprotein wird in Y187 exprimiert.

Der Hefestamm Y187 wurde mit jeweils 1,0 pg eines Expressionsplasmids kodierend fiir
Gal4pgp (), Galdpgp-GR,,: bzw. Galdppp-GR,,ppp transformiert und Gesamtzellextrakte von z.T.
mehreren Klonen hergestellt. Jeweils 50 pg der Proteinextrakte wurden einer SDS-PAGE
unterworfen und das jeweilige Fusionsprotein durch Western-Blotanalyse mit Hilfe des
HA-Antikorpers detektiert.

Da das Hauptinteresse des Screens auf der Identifizierung neuer, an der Repression beteiligten
Partnerproteine des GR lag, wurden die hormonabhéngigen Isolate auf ihre Interaktion mit der
Mutante GRpi2ar1 getestet. Das GR;,ppp-Expressionsplasmid wurde in den Stamm Y190
transformiert und durch Western-Blotanalyse die Expression der GR-Mutante getestet (Abb. 10).

Hierzu wurden Proteinextrakte aus zwei unabhingigen Kolonien von GR,pgp transformiertem
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Hefestamm Y190 hergestellt (Spuren 3 und 4) und einer SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) unterworfen. Als Kontrollen wurden Extrakte von GR,, enthaltenden Hefen
(Spur 1) und nicht-transformierten Hefen aufgetragen (Spur 2). Die Detektion des
Fusionsproteins erfolgte unter Verwendung des monoklonalen Antikoérpers 12CAS, der das HA-
Epitop erkennt. Der Pfeil markiert die GroBe der jeweils verwendeten Glukokortikoidrezeptoren.

Die GR-Mutante wurde in beiden Klonen exprimiert.

Zur Uberpriifung der Interaktion zwischen den Genbankisolaten und der DBD-Mutante wurden
die jeweiligen Genbankplasmide zusammen mit GR,pgp, und als Vergleich zusammen mit
GRp12aaF.1, In den Hefestamm Y190 transformiert. Die Interaktionsstirke wurde durch einen

B-Galaktosidasetest aus den Suspensionskulturen quantifiziert. Als Kontrolle wurde der

Leervektor (nur TAD) zusammen mit GRyio.ar.1 bzW. GRyppp transformiert und mit Hormon

behandelt oder nicht behandelt.

Mit Hilfe der Interaktion mit der Mutante GR,pgp lassen sich die getesteten Isolate in drei

Gruppen einteilen:

1. Proteine, die mit GR,,y12,aF.1 sehr stark hormonabhéngig interagieren, aber mit GR,,pgp
nicht oder nur sehr schwach hormonunabhingig interagieren, z.B. Trip6 und das
GU-bindende Protein.

2. Proteine, die mit GRy12,ar.1 Schwach hormonabhéngig interagieren, aber mit GR,,pgp
besser oder hormonunabhéngig interagieren, z.B. die mikrosomale Peptidase und der
bisher unbekannte Klon#3.

3. Proteine, die mit beiden Mutanten deutlich hormonabhéngig interagieren, z.B. HoxA10
und Ubc9. Diese Isolate zeigen deutlich, da3 die DBD-Mutante auch hormonabhingig
mit verschiedenen Proteinen interagieren kann und somit in Hefe funktionell exprimiert
wird.

Die Proteine der ersten Gruppe sind die potentiell interessanten Kandidaten fiir neue

Partnerproteine, die an der Repression beteiligt sein konnten.

81



30 GR O -Ttac
/ mHI12AAF-1 . +TAC

%
- A -TAC
g 151 SRubBD B +1AC
2
=
<
S 101
&
E
7 2
2
2
/]
04 A/

. GU-bind. mikros.  unbekannt
Kontrolle Trip6 Protein Peptidase  Klon#3 HoxA10 Ubc9

Abb. 11: Die verschiedenen Isolate werden auf eine potentielle Interaktion mit GR,,pgp
getestet.

Der Hefestamm Y190 wurde mit jeweils 1,0 pg eines Expressionsplasmids kodierend fiir
Gal4ppp-GR,,pgp und des entsprechenden Genbankplasmids transformiert (schraffiert ). Als
Kontrolle wurde der Leervektor pGAD verwendet. AnschlieBend wurde die Reportergenaktivitit
in Anwesenheit (grau) und Abwesenheit (weill) des Hormons TAC aus den Suspensionskulturen
bestimmt. Als Vergleich wurde die Reportergenaktivitit in Gal4pgp-GRygio,ar.1 transformierten
Klonen mit dem entsprechenden Genbankplasmid in An- bzw. Abwesenheit des Hormons
quantifiziert. Die mit dem Kontrollvektor erhaltenen Reporteraktivitdten wurden gleich 1 gesetzt
und alle weiteren Werte darauf bezogen. Die Abbildung zeigt eine Auswahl verschiedener Isolate
der unterschiedlichen Interaktionsgruppen. Das Schaubild zeigt die relativen B-Galaktosidase-
aktivitdten eines repriasentativen Experiments aus drei unabhingigen Experimenten.

Das Gu/RH-II-bindende Protein wurde mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens als Partnerprotein
der GU/RNA-Helikase II identifiziert (Valdez et al., 1997). Diese RNA-Helikase gehort zu der
DEAD-Box Proteinfamilie und enthidlt eine ATP-abhdngige RNA-Helikasefunktion, sowie eine
getrennte RNA-Faltungsaktivitit. Die Funktion der beiden Proteine ist zur Zeit noch ungeklért.

Trip6 wurde ebenfalls mittels eines Two-Hybrid Screens als Partnerprotein des Thyroidhormon-
und Retinsdurerezeptors isoliert (Lee et al., 1995). Da diese nukledren Rezeptoren auch in der

Lage sind mit der AP-1 Aktivitdt zu interferieren, konnte Trip6 ein potentieller Kandidat fiir die
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Beteiligung am AP-1 Repressionsprozef sein. Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf der

Arbeit das Trip6-Protein und sein Einflul auf die AP-1 Repression ndher untersucht.

3.6 Trip6 ist ein Lim-Domiinenprotein

Trip6 wurde erstmals als Thyroidhormonrezeptor interagierendes Protein (Trip) isoliert (Lee et
al., 1995). Zudem ist es in der Lage, auch mit einem weiteren Hormonrezeptor, dem
Retinsdurerezeptor, in hormonabhingiger Weise zu interagieren. Die bisher publizierte Form von
Trip6 besteht aus 476 Aminosduren. Der N-Terminus des Trip6-Proteins ist extrem prolinhaltig

(20%) und der C-Terminus ist aus drei Lim-Dominen aufgebaut (Abb. 12A).

A
prolinreicher N-Terminus Lim-Doménen
Tript [ - [T
1 280 336 389 476
langstes Two-Hybrid Isolat [ 1 I 2 -
Klon #198; Tripbyyy, 190 280 336 389 476
kiirzestes Two-Hybrid Isolat

Klon #135; Tripbyg 282 336 389 476

B
17-19 16-20

C N 7 H C\ 4 H
(2 ’Zn\ 2 (2 ,Zn\ 2)
C C C D/H/C —

2

Abb. 12: Schematische Darstellung des Trip6-Proteins und seiner Lim-Doménen.

(A) Trip6 besteht aus 476 Aminosduren. Es enthilt einen prolinreichen N-Terminus und drei Lim-
Dominen im C-Terminus. Der Klon #198 (Trip6ryy) ist das ldngste Isolat von Trip6, das im
Two-Hybrid Screen gefunden wurde. Es beginnt mit der Aminosdure 190 und enthdlt den
komletten C-Terminus. Das kiirzeste Isolat von Trip6 (Klon #155; Tripbtys) beginnt mit der
Aminosdure 282. (B) Schematische Darstellung einer Lim-Doméine. Hierbei handelt es sich um ein
Strukturmotiv, welches zwei Zinkfinger enthilt. Die Zahlen geben die Zahl der Aminosduren
zwischen den charakteristischen Positionen an.

83



Lim-Doménen sind eine besondere Form eines doppelten Zinkfingermotivs, dessen schematischer
Aufbau in Abb. 12B gezeigt wird. Sie kommen in einigen Homeoboxtranskriptionsfaktoren,
Proteinkinasen und anderen Proteinen vor und dienen allgemein als Oberflichenmodule fiir
Protein-Proteinwechselwirkungen (zur Ubersicht Dawid et al., 1998). Trip6 wird auf dem
Chromosom 7q22 kodiert, eine Region die mit malignen myeloiden Krankheiten und mit Myomen
der glatten Gebarmuttermuskulatur in Verbindung gebracht wird (Johnson et al., 1996; Le Beau et
al., 1996; Xing et al., 1997; Yi et al., 1998). Trip6 zeigt in den Lim-Doménen eine hohe Homologie
(57 % Aminosdure-Identitit) zu Zyxin, einem Phosphoprotein, das entlang von Aktinfilamenten
und in Focalkontakten (engl. focal adhesions; Kontaktstellen mit der extrazelluliren Matrix
und/oder anderen Zellen) exprimiert wird (Crawford und Beckerle, 1991). Uber die Funktion von
Zyxin ist noch nichts bekannt, es wird jedoch spekuliert, dal es als Signaliibertriger zwischen
dem Zytoskelett und dem Zellkern (bedingt durch ein nukledres Exportsignal) dienen kann
(Macalma et al., 1996; Beckerle, 1997).

Es wurden 10 unabhingige Trip6-Hybridklone isoliert, d.h. durch die jeweiligen Genbankplasmide
wurden unterschiedliche Regionen des Proteins kodiert. Das lidngste Isolat war der Klon#198 (ab
Aminosdure 190 bis 476), der im weiteren Verlauf der Arbeit hdufig verwendet wurde und im
folgenden nur mit der Nummer #198 bezeichnet wird. Das kiirzeste Trip6-Isolat (#155) beginnt
mit der Aminoséure 282. Dies 146t den Schlufl zu, da} die Interaktions-oberfliche mit dem GR in
den Lim-Doménen von Trip6 liegt.

Um nachfolgend die Funktion des kompletten Proteins (und nicht nur den Teilbereich, der durch
den Klon #198 kodiert wurde) genauer zu untersuchen, wurde die komplette cDNA von Trip6

kloniert.

3.7 Die Trip6-cDNA tritt in verschiedenen Splei3formen auf

Das langste Two-Hybrid Isolat von Trip6 umfaflte Teile des N-Terminus und den kompletten C-
Terminus des Proteins. Dieser Klon #198 zeigte in diesem Bereich eine 99% Homologie zu der
bereits in den Datenbank hinterlegten Form von Trip6. Aus diesem Grund wurde davon
ausgegangen, daf} sich der fehlende N-Terminus durch die Datenbanksequenz vervollstindigen

1aft.
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Die komplette cDNA-Sequenz von Trip6 wurde mit Hilfe von zwei genspezifischen Primern aus
HeLa-PolyA+-RNA  mittels reverser Transkription mit anschlieBender Polymerase
Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden komplett sequenziert
um eventuell entstandene Punktmutationen auszuschlieen.

Hierbei wurde deutlich, daB3 Trip6 nicht nur in einer, der Datenbank entsprechenden Variante,
sondern in mindestens vier verschiedenen Splei3formen in der Zelle vorkommt. Es handelt sich
somit nicht um ein einzelnes Protein, sondern um eine Proteinfamilie. Es wird daher fiir die
Zukunft in Erwidgung gezogen, das Protein bzw. die Proteinfamilie umzubenennen. Der

Einfachheit halber wurde in dieser Arbeit die Nomenklatur Trip6 beibehalten.

A Lim-Doménen
| prolinreiche Region 3
1 0D a6
B -»> -+
) 5 3
Variante 1 T T
ATG Stop
Variante 2 <~ RAS ¥
Austausch Stop
von 40 bp
Variante 3 < \/ —3
Sto
Fehlen P
von 150 bp
0 3'
Variante4 < \/ v :
Fehlen Fehlen Stop

von 150 bp von 6 bp

Abb. 13: Die Trip6-cDNA tritt in verschiedenen Spleiiformen auf.

(A) Schematische Darstellung des Trip6-Proteins. Die Aminosduren 1 bis 280 bilden den
prolinreichen N-Terminus, gefolgt von den drei Lim-Doménen. (B) Zusammenfassung der bisher
sequenzierten verschiedenen Varianten der Trip6-cDNA. Mit PolyA+-mRNA aus HeLa-Zellen
wurde eine RT-PCR mit dem in Variante 1 dargestellten Primerpaar durchgefiihrt. Die dabei
entstandenen cDNA-Fragmente wurden subkloniert und sequenziert. Die Variante 1 entspricht
der publizierten Genbank-Sequenz von Trip6. Die Pfeile bei den Varianten 2, 3 und 4 deuten an,
dafl die Sequenz am 5°Ende noch nicht komplett ist, d.h. noch kein kompletter offener
Leserahmen bekannt ist.
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Im Teil A der Abbildung 13 ist das Trip6-Protein schematisch, maBstéblich zur cDNA dargestellt.
Die Abb. 13 B zeigt eine Zusammenfassung der verschiedenen SpleiBformen. Die Variante 1
entspricht der Datenbank-Sequenz und wurde im folgenden in dieser Arbeit verwendet. Sie
umfaft die bisher einzige komplette cDNA des Trip6-Proteins.

Bei der Variante 2 sind 40 Basenpaare ausgetauscht und eine zusitzliche Base eingefiihrt. Dies
fiihrt zu einer Verschiebung des Leserasters. Nimmt man an, da der Leserahmen des Carboxy-
Terminus bei allen Varianten beibehalten wird, so ist bei keiner der Varianten die kodierende
Sequenz am 5'Ende komplett, d.h. es ist bisher noch kein potentielles Startkodon ATG mit
davorliegenden Stopkodons im richtigen Leseraster erkennbar. Dies wurde in der Abbildung durch
die nach links gerichteten Pfeile angedeutet.

In der Variante 3 fehlen 150 Basenpaare, was im Protein zu einer Verdnderung im N-Terminus
fuhrt. Die Variante 4 unterscheidet sich nur unwesentlich von der Variante 3. Auffallend ist, daf3
bisher keine Variationen im C-Terminus entdeckt wurden, was darauf hindeutet, daf} dieser

Bereich des Proteins wichtig fiir seine Funktion und daher konserviert ist.

3.8 Antisense-Trip6-RNA erhoht das Transaktivierungspotential und
erniedrigt das Transrepressionspotential des GR

Um die Bedeutung des Trip6-Proteins fiir Transaktivierung oder AP-1 Repression durch den GR
zu untersuchen, wurde die Proteinmenge von Trip6 in der Zelle verindert.

Zunichst wurde die Trip6 Proteinmenge durch Uberexpression erhoht und nachfolgend der
EinfluB auf Transaktivierung und Transrepression des GR getestet. Die Uberexpression des
gesamten Proteins konnte zu einer Verbesserung der AP-1 Repression durch den GR fiihren, falls
Trip6 nur in limitierenden Mengen in der Zelle vorliegt. Desweiteren konnte durch die
Uberexpression eines Teilbereiches von Trip6, der mit GR interagiert, die Interaktion des GR mit
dem endogenen Trip6-Protein gestort werden und somit das Proteinfragment eine ,,dominant
negative" Funktion ausiiben. Fiir die Uberexpression in HeLa-Zellen wurden das gesamte Trip6-
Protein (Variante 1) und der durch Klon #198 kodierte Teilbereich von Trip6 verwendet. Als
Kontrolle wurde der zugehorige Leervektor (pcDNA3.1-HA) ebenfalls in HeLa-Zellen

iberexprimiert.
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Die Uberexpression des gesamten Trip6-Proteins und der Teilsequenz ab der Aminosiure 190 bis
476 zeigte keinen Effekt auf die beiden GR-Funktionen (Daten nicht gezeigt). Trip6 liegt somit
nicht in limitierender Menge in der Zelle vor und der eingesetzte Teilbereich ab der Aminosiure

190 zeigt keine ,,dominant negative" Wirkung.

Ist Trip6 an der AP-1 Repression beteiligt, so sollte die Erniedrigung der endogenen Proteinmenge
von Trip6 durch Expression einer ,antisense” RNA zu einer Verschlechterung der
Transrepression fiihren.

Zu diesem Zweck wurde die DNA-Sequenz des Klons #198 in der umgekehrten Orientierung in
einen Expressionsvektor kloniert, was zur Transkription einer mRNA fiihrte, die der kodierenden
Sequenz komplementér ist. Diese sog. ,,antisense"-RNA hybridisiert mit dem endogenen Trip6-
Transkript. Solche RNA-RNA-Hybride werden von dem Enzym RNAseH erkannt und abgebaut.
Dadurch verringert sich die exprimierte Proteinmenge in der Zelle (zur Ubersicht Schlingensiepen,
1997).

HeLa-Zellen wurden mit dem ,,antisense"-Trip6-Konstrukt transfiziert und anschliefend die
AP-1 Repression und die Transaktivierung durch den GR mit Hilfe geeigneter Reportergene
gemessen. Abb. 14 zeigt das Ergebnis eines solchen ,,antisense"-Experiments.

Zur Messung der AP-1 Repression wurde ein -517-Kollagenasel-Luziferasereporter verwendet.
Die Luziferaseaktivititen wurde mit Hilfe der Renilla-Luziferase normalisiert und anschlieend
das Verhiltnis zwischen den reprimierten (TPA+Dex) und den induzierten (TPA)
Luziferaseaktivititen gebildet.

Die so erhaltenen relativen Luziferaseaktivititen wurden in einem Balkendiagramm aufgetragen.
Die Repression des AP-1 Reportergens ist im Vergleich zur Leervektorkontrolle im Falle der mit
dem ,,antisense"-Konstrukt transfizierten Zellen deutlich reduziert (um 47,5%) (Abb. 14A). Die
TPA-induzierten Werte der ,,antisense"-Transfektion und der Leervektorkontrolle waren

vergleichbar hoch und wurden durch das ,,antisense"-Konstrukt nicht beeinfluf3t.
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Abb. 14: Die Expression eines ,,antisense'-Konstruktes von Trip6 beeinflufit die AP-1
Repression und die Transaktivierung durch den GR.
(A) Transrepression: 5:10° logarithmisch wachsende HeLa-Zellen wurden mit Hilfe von DEAE-
Dextran mit jeweils 1 pg eines -517-Koll I-Luziferasereporters und eines Trip6-,,antisense"-
Konstruktes transfiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen fiir 16 Stunden mit 60 ng/ml TPA
(grau), mit 60 ng/ml TPA und 107 M Dexamethason gleichzeitig (weil) oder nicht behandelt
(schwarz). Als Kontrolle wurden Zellen mit dem Leervektor (pcDNA3.1-) zusammen mit dem
Reportergen transfiziert und genau wie die ,,antisense"-transfizierten Zellen behandelt. Die
Luziferaseaktivitdt im reprimierten Zustand wurde durch die Luziferaseaktivitit nach TPA-
Induktion dividiert und die relativen Luziferaseaktivitdten in dem Schaubild aufgetragen (Renilla
normalisiert).
(B) Transaktivierung: 5:10° logarithmisch wachsende HeLa-Zellen wurden mit Hilfe von DEAE-
Dextran mit jeweils 1 pg eines pHCwt-Luziferasereporters und eines Trip6-,,antisense"-
Konstruktes transfiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen fiir 16 Stunden mit 107M
Dexamethason (weill) oder nicht behandelt (schwarz). Als Kontrolle wurden Zellen mit dem
Leervektor (pcDNA3.1-) zusammen mit dem Reportergen transfiziert und genau wie die
,antisense"-transfizierten Zellen behandelt.
Das Schaubild zeigt die Renilla-normalisierten Enzymaktivitdten. In A und B sind die Mittelwerte
dreier unabhéngiger Experimente und die sich daraus ergebenden Standardabweichungen gezeigt.
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Die Transaktivierung durch den GR wurde mit Hilfe eines MMTV-Reportergens analysiert. Das
Transaktivierungspotential des GR wurde durch die Expression des ,,antisense"-Konstruktes
verdoppelt (Abb. 14B). Die basale Aktivitit des Reporters wurde durch die ,,antisense"-RNA
nicht beeinfluf3t.

Dies deutet darauf hin, daBl Trip6 ein negativ regulierender Faktor ist, der an der Transaktivierung

und an der AP-1 Repression durch den GR beteiligt ist.

3.9 Herstellung eines Antiserums gegen Trip6

Fiir die weitere biochemische Charakterisierung von Trip6 war es notwendig, ein fiir das Protein
spezifisches Antiserum zu erzeugen. Zu diesem Zweck wurde die cDNA des lidngsten Two-
Hybridklons (#198) in einen bakteriellen Expressionsvektor kloniert, der fiir ein Histidin-Peptid
kodiert (Wiederholung von sechs Histidinresten). Somit war es moglich das rekombinante His-
Fusionsprotein im Bakterienstamm BL21 zu exprimieren und mit Hilfe einer Nickel-Chelat-Sdule
aufzureinigen. Das unter denaturierenden Bedingungen hergestellte rekombinante Protein wurde
von der Firma Genosys (Pempisford, UK) in zwei Kaninchen (Kaninchen-Nr. 354 und 355)
injiziert. Vor der ersten Injektion wurde beiden Kaninchen Blut abgenommen, Serum daraus
gewonnen und als Prdimmunserum aufbewahrt. Zur Immunisierung wurde jeweils 1 mg des
rekombinanten Proteins eingesetzt. Die Immunisierung wurde in zweiwdchigem Abstand
wiederholt. Nach der sechsten Injektion wurde das gesamte Blut zur Gewinnung des Trip6-
Antiserums verwendet.

Da die Sequenz des langsten Two-Hybridklons (#198) in allen Trip6-Varianten vorkommt,
erkennt das Antiserum wahrscheinlich alle verschiedenen Spleiflformen des Proteins.

Abb. 15 zeigt einen Western-Blot des Trip6-Proteins in verschiedenen Zellinien. Die Detektion
erfolgte mit dem ungereinigten polyklonalen Kaninchenantiserum Nr. 355, da dieses im Gegensatz
zum Serum Nr. 354 stirkere spezifische Banden und weniger Hintergrundsignale lieferte. In Spur
1 wurden Gesamtzellextrakte von HelLa-Zellen aufgetragen. Der Antikorper zeigt ein Signal bei
einer Masse von ca. 50 kDa. Diese Bande wiirde der berechneten Grof8e der Variante 1 von Trip6

entsprechen. Zusétzlich detektiert der Antikdrper noch eine Bande mit einer geringeren Masse
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(ca. 40 kDa). Ob dies eine andere Spleiliform von Trip6 ist oder ob es sich um eine unspezifische

Kreuzreaktion des Antikorpers in HeLa-Zellen handelt, ist bisher noch nicht geklért.

1 2 3 4 5
58 kDa — — -
48 kDa —| S e “ ~— Trip6
— -
36,5 kDa — -
HeLa Cos
P o .
/ / '&b ,&‘\Q ,%x\o’ Uberexpression
< QS* QS‘

Abb. 15: Ein polyklonales Antiserum gegen Trip6 erkennt das Protein im Western-Blot.
Gesamtzellextrakte verschiedener Zellinien wurden einer SDS-PAGE unterworfen und das Trip6-
Protein  anschlieBend durch  Western-Blotanalyse mit Hilfe eines polyklonalen
Kaninchenantiserums detektiert. In der Spur 1 wurden Extrakte von HelLa-Zellen geladen. In Spur
2 wurden Cos7-Zellextrakte, in Spur 3 und 4 Cos7-Extrakte nach Uberexpression eines Trip6
bzw. eines HA-Trip6 Konstruktes geladen. Zur Kontrolle der Spezifitit des Antikdrpers wurden
in Spur 5 Cos7-Extrakte von HA-#198 iiberexprimierenden Zellen analysiert.

Das in HeLa-Zellen erhaltene Muster unterscheidet sich von den detektierten Banden aus Cos7-
Gesamtzellextrakten. In Spur 2 wurden Extrakte von untransfizierten Cos7-Zellen aufgetragen.
Auch hier wurde ein Protein von ca. 50 kDa detektiert. Das in HeLa-Zellen beobachtete kleinere
Signal (40 kDa) fehlt. Zusétzlich zeigt der Antikdrper noch eine reaktive Bande bei ca. 56 kDa.
Nach der Uberexpression von Trip6 bzw. einer mit einem HA-Epitop versehenen Version von
Trip6 in Cos7-Zellen (Spuren 3 und 4), erkennt der Antikorper ein starkes Signal, das der 50 kDa-
Bande in nicht-transfizierten Zellen entspricht. Dieses Signal liel sich somit eindeutig Trip6
zuordnen.

Als zusidtzliche Kontrolle fiir die Spezifitit des Antikorpers wurden Cos7-Zellen mit einer
Version des klons #198 transfiziert, die mit einem HA-Epitop versehen war. Auch dieses

Fusionsprotein mit der berechneten Masse von ca. 32 kDa wird vom Antiserum erkannt. Die
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Tatsache, dal das Signal fiir das endogene Trip6 in dieser Spur kaum sichtbar ist, kann auf eine
geringere Lademenge des Proteins zuriickgefiihrt werden (Coomassifarbung des Gels, Daten nicht
gezeigt).

Das 50 kDa Trip6-Protein kann mit Hilfe des polyklonalen Kaninchenantiserums in
verschiedenen Zellinien detektiert werden. Zusétzliche Banden mit unterschiedlicher Grof3e
konnten fiir die verschiedenen Spleilformen des Proteins spezifisch sein, was zu diesem

Zeitpunkt jedoch noch nicht geklért wurde.

Nachfolgend wurde iiberpriift, ob sich der polyklonale Antikdrper auch fiir
Immunoprézipitationen eignet. Hierzu muf} er in der Lage sein, das native Protein zu erkennen.
Abb. 16 zeigt eine Immunoprizipitation eines in Anwesenheit von *°S-Methionin in vitro
translatierten Trip6-Proteins. Trip6 wurde hierzu mit dem Trip6-Antiserum oder mit dem
Prdiimmunserum inkubiert und die Antikorper-Antigenkonjugate mit Hilfe von ProteinA-

gekoppelten Sepharosekiigelchen prézipitiert.
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Abb. 16: Der polyklonale Trip6-Antikorper kann in vitro translatiertes Trip6 spezifisch
immunopraézipitieren.

Ein in Anwesenheit von *°S-Methionin in vitro translatiertes Trip6-Protein wird durch das
polyklonale Kaninchenantiserum spezifisch prizipitiert. In der Spur 1 wurden 15% der in den
einzelnen Prézipitationen eingesetzten Menge des in vitro translatierten Materials aufgetragen
(Input). In den Spuren 2 und 3 wurde der Uberstand der Immunoprizipitation (IP) geladen, wobei
in Spur 2 das Prdimmunserum (PIS) des Kaninchens verwendet wurde. In den Spuren 4 und 5
wurde das Immunoprizipitat des Pridimmunserums bzw. des Trip6-Antiserums (0T6)
aufgetragen. Der Pfeil markiert die erwartete GroBle des in vitro translatierten Proteins. Die
Prozentangaben beziehen sich auf die in die einzelnen Prizipitationen eingesetzte Menge des in
vitro translatierten Materials.
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Die Uberstinde und das Prizipitat der beiden Ansitze wurden einer SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese unterworfen. Das Gel wurde anschlieBend getrocknet und einer
Autoradiographie unterzogen. In Spur 1 wurde 15% der in die einzelnen Prizipitationen
eingesetzten Menge des in vitro translatierten Materials aufgetragen (Input). Trip6 ist in den
Uberstiinden beider Prizipitationen (2% im Bezug auf die eingesetzte Menge) noch nachzuweisen
(Spuren 2 und 3), d.h. der Trip6-Antikorper prazipitiert nur einen geringen Teil des radioaktiven
Materials. Das Immunoprizipitat (40% bezogen auf die eingesetzte Menge) zeigt nur bei der
Verwendung des Trip6-Antikorpers ein radioaktives Signal (Spur 5), dieses Signal fehlt in der
Kontrollprazipitation mit dem zugehorigen Praimmunserum (Spur 4).

Das polyklonale Kaninchenantiserum gegen Trip6 ist in der Lage, das in vitro translatierte Protein
spezifisch zu prézipitieren. Der Antikorper kann somit fiir Immunoprézipitationen des Proteins
eingesetzt werden, ist allerdings in dieser Anwendung nicht sehr effizient. Es werden nur ca. 10%

des eingesetzten Materials immunoprézipitiert.

3.10 Trip6 ist ein nukleires Protein

Fiir die weitere Charakterisierung des Proteins wurde seine subzelluldre Lokalisierung mit Hilfe
des oben beschriebenen Antiserums im Western-Blot untersucht. Hierzu wurde bei Cos7-Zellen
das Zytoplasma von den Zellkernen getrennt und diese dann mit RIPA-Puffer aufgeschlossen. Je
1/50 der so erhaltenen Zytoplasma- und Kernextrakte wurden einer SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese unterworfen und das Trip6-Protein mit Hilfe des polyklonalen Antiserums
detektiert (Abb. 17).

In Spur 4 wurde das Gesamtzell-Lysat der verwendeten Cos7-Zellen aufgetragen (1/30). Nach der
Antikorperdetektion ergibt sich ein zur Abb. 15 vergleichbares Muster. Das 50 kDa Trip6-
Protein ist durch einen Pfeil rechts markiert. Das Trip6 Signal kann mit Hilfe der in Spur 1
geladenen Extrakte von HA-Trip6 iiberexprimierenden Cos7-Zellen eindeutig zugeordnet werden
(vgl. Abb. 15).

Trip6 148t sich verstirkt in den Kernextrakten nachweisen, ist jedoch auch in den
Zytoplasmaextrakten schwach detektierbar. In den Kernextrakten werden zusétzlich zwei Signale

von ca. 70 kDa und 40 kDa detektiert. Das Signal fiir die ca. 56 kDa gro3e Bande reichert sich im
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Zytoplasma an. Ob es sich hierbei um verschiedene Spleiformen handelt ist, wie bereits oben

diskutiert, bisher nicht geklart.

1 2 3 4
B -
48 kDa _‘—— | <a— Trip6
GZL Kern Zytopl. GZL
HA-Trip6 — Uberexpression

Abb. 17: Trip6 ist ein vorwiegend nukleires Protein.

Zur Analyse der subzelluldren Lokalisierung des Trip6-Proteins wurden Zytoplasma- und
Kernextrakte von 2:10" Cos7-Zellen hergestellt. Je 1/50 der Zytoplasma- und Kernextrakte und
1/30 des Gesamtzell-Lysats (GZL) wurden einer SDS-PAGE unterworfen und anschlieend das
Trip6-Protein durch Western-Blotanalyse mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchenantiserums
detektiert. Als Kontrolle wurden in der Spur 1 Gesamtzell-Lysate von HA-Trip6
tiberexprimierenden Cos7-Zellen aufgetragen. In Spur 2 wurden Kernextrakte, in Spur 3
Zytoplasmaextrakte und in Spur 4 Gesamtzell-Lysat von nicht-transfizierten Cos7-Zellen
geladen. Der Pfeil markiert das fiir Trip6 spezifische Western-Blotsignal.

Die vorwiegend nukledre Lokalisierung wurde auch mit Hilfe der Immunocytochemie bestitigt.
Hierzu wurden Cos7-Zellen mit Expressionsplasmiden, die fiir verschiedene Trip6-
Fusionsproteine (Ha-Trip6 enthélt ein HA-Epitop, Flag-Trip6 enthélt ein Flag-Epitop) kodieren,
transient transfiziert und auf Deckglédschen kultiviert. Nach Paraformaldehydfixierung der Zellen
wurde das entsprechende Fusionsprotein mit Hilfe der jeweiligen spezifischen Antikorper
markiert. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des sekundéiren AntikOrpers, der einen geeigneten
Fluoreszenzfarbstoff (FITC oder TRITC) tragt. AnschlieBend lieB sich die subzellulidre
Lokalisierung des Fusionsproteins fluoreszenzmikroskopisch bestimmen. Zur Detektion der
Zellkerne wurden die fixierten Zellen zusitzlich mit dem Fabstoff Bisbenzimid H 33258 (Hoechst
Farbstoff) markiert (Abb. 18 B und D).
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Abb. 18: Immunofluoreszenzanalyse der subzelluléiren Lokalisation des Trip6-Proteins.
Transient transfizierte oder nicht-transfizierte Cos7-Zellen wurden auf Deckgldschen fixiert und
das Trip6-Protein durch geeignete Antikorper detektiert. (A) Transient transfiziertes Flag-Trip6
wurde unter Verwendung des polyklonalen Flag-Antikorpers detektiert. Parallel wurden die
Zellkerne mit Hoechst Farbstoff markiert (B,D,F). (C) Transient transfiziertes HA-Trip6 wurde
unter Verwendung des monoklonalen HA-Antikdrpers 12CAS detektiert. (E) Nicht-transfizierte
Cos7-Zellen wurden fiir die Detektion des endogenen Trip6-Proteins mit Hilfe des polyklonalen
Trip6-Antiserums verwendet.
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Beide Fusionsproteine zeigen eine deutliche nukledre Lokalisierung. Zudem zeigt sich auch im
Zytoplasma der transfizierten Zellen ein schwécheres Signal, das in den nicht-transfizierten Zellen
nicht sichtbar ist. In Abb. 18 E und F wurden das endogene Trip6-Protein in nicht-transfizierten
Cos7-Zellen unter Verwendung des polyklonalen Kaninchenantiserums detektiert. Auch hier zeigt
sich die gleiche subzelluldre Lokalisierung des endogenen Proteins und der Fusionsproteine.

Mit Hilfe der Immunofluoreszenztechnik konnte die im Western-Blot detektierte, hauptséchlich

nukledre Lokalisation des Trip6-Proteins bestétigt werden.

3.11 Trip6 interagiert mit GR in vitro

Die beobachtete Two-Hybrid Interaktion sollte durch einen zweiten, von Hefezellen
unabhédngigen Ansatz bestitigt werden. Eine Moglichkeit besteht darin, die Interaktion in vitro mit
Hilfe von GST-Fusionsproteinen nachzuweisen. Hierzu wird eines der interagierenden Proteine
als Fusion mit dem Protein Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum in
l6slicher Form in Bakterien exprimiert. Die Affinitdt von GST zu Glutathion ermdglicht die
einfache Aufreinigung durch eine Affinititschromatographie mit immobilisiertem Glutathion.
Diese Affinitdt macht man sich auch beim in vitro-Interaktionstest zunutze. Wihrend ein Protein
als GST-Fusion vorliegt, wird das potentielle Partnerprotein in Anwesenheit von *°S-Methionin
in vitro translatiert. Beide Komponenten werden gemischt und das GST-Fusionsprotein
anschlieBend mit Hilfe von an Agarose immobilisiertem Glutathion prizipitiert. Interagieren die
zwei Proteine, so kann das radioaktive Protein préazipitiert und nach der SDS-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) durch Autoradiographie detektiert werden.

Abb. 19 zeigt das Autoradiogramm des in vitro-Interaktionstests von GR mit Trip6. Hierbei
wurde das langste Isolat des Two-Hybrid Screens (#198) als GST-Fusion eingesetzt und GR in
Anwesenheit von **S-Methionin in vitro translatiert. In Spur 1 wurde 10% der in den einzelnen
Reaktionen eingesetzten Menge aufgetragen (Input). Das radioaktive GR-Signal kann nur beim
Ansatz mit GST-Trip6 im Prizipitat nachgewiesen werden, nicht jedoch im Kontrollansatz, in
dem nur die Glutathion-S-Transferase (GST) eingesetzt wurde.

Somit konnte die beobachtete Two-Hybrid Interaktion von GR mit Trip6 in vitro bestdtigt

werden.
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Diese in vitro-Interaktion ist jedoch nicht hormonabhingig (Daten nicht gezeigt). Dieser Befund
wurde auch schon in anderen Arbeitsgruppen mit anderen hormonabhingigen Interaktionspartnern
der Steroidhormonrezeptoren beobachtet (A. Cato, pers. Mitteilung). Ein Grund hierflir konnte
sein, dal die Hitzeschockproteine, die den nicht-hormonbeladenen Rezeptor binden, bei den
verwendeten Pufferbedingungen bereits ohne Hormon leicht vom GR dissoziieren, und dadurch

Interaktionsoberflichen auf dem Rezeptor zuginglich werden

135 kDa |
97 kDa —| e— =GR

Input  GST GST-T6
10%

Abb. 19: Trip6 interagiert mit dem Glukokortikoidrezeptor in vitro.

Ein in Anwesenheit von *>S-Methionin in vitro translatiertes GR-Protein wird durch ein an
Glutathion-Agarose immobilisiertes GST-Trip6 Fusionsprotein (GST-T6) spezifisch prazipitiert.
Als Kontrolle dient das an Glutathionbeads gekoppelte GST-Protein. In Spur 1 wurde 10% der in
den einzelnen Prizipitationen eingesetzten Menge des in vitro translatierten Materials aufgetragen
(Input). In Spur 2 und 3 wurden 30% im Bezug auf den Input geladen. Der Pfeil markiert die
erwartete Grofle des in vitro translatierten Proteins.

Der néchste Schritt wire nun, die Interaktion der beiden Proteine auch in vivo in Saugerzellen mit
Hilfe einer Koimmunoprézipitation nachzuweisen. Solche Experimente scheiterten bisher daran,
daB keine geeigneten, nicht denaturierenden Bedingungen fiir die effiziente Extraktion des Trip6-
Proteins aus dem Zellkern gefunden wurden, unter denen sich anschlieBend die

Koimmunoprizipitation von Trip6 und GR erfolgreich durchfiihren lieB3.
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3.12 Trip6 interagiert mit der AP-1 Komponente cFos in einem GST-
Fusionsprotein-Interaktionstest

Mit Hilfe des GST-Fusionsprotein-Interaktionstests konnte nun auch die Interaktion mit anderen
potentiellen Partnerproteinen getestet werden. Da Trip6 eine Rolle bei der AP-1 Repression des
GR spielt (siehe ,,antisense" Experiment Abb. 14), wurde als nichstes iiberpriift, ob Trip6 in der
Lage ist, direkt mit AP-1 zu interagieren.

Hierzu wurde ein GST-Fusionsprotein-Interaktionstest mit den beiden AP-1 Hauptkomponenten
cJun und cFos durchgefiihrt. In Anwesenheit von **S-Methionin in vitro translatiertes cJun- und
cFos-Protein wurden mit dem GST-Trip6 Fusionsprotein oder GST als Kontrolle gemischt und
anschlieend mit Hilfe von an Agarose immobilisiertem Glutathion préizipitiert. Abb. 20 zeigt das

Autoradiogramm des GST-Fusionsprotein-Interaktionstests.
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Abb. 20: Trip6 interagiert mit cFos in vitro.

In Anwesenheit von **S-Methionin in vitro translatiertes cJun und cFos wird mit an Gluthation-
Agarose gekoppeltem GST-Trip6 Fusionsprotein (GST-T6) oder als Kontrolle mit GST-Protein
inkubiert und anschlieend prézipitiert. In den Spuren 1 und 2 wurden 10% der in den einzelnen
Prazipitationen eingesetzten Menge des in vitro translatierten Materials aufgetragen (Input). In
den Spuren 3 und 4 sind die Prizipitationen von cJun mit dem GST-Protein bzw. dem GST-
Trip6 Fusionsprotein geladen, in den Spuren 5 und 6 die entsprechende Prazipitation von cFos
(es wurden jeweils 30% des eingesetzten Materials aufgetragen). Die Pfeile markieren die
erwarteten Grofen der in vitro translatierten Proteine cJun und cFos.

In den Spuren 1 und 2 wurden jeweils 10% der in die einzelnen Reaktionen eingesetzten Menge

aufgetragen (Input), die geladene Menge bei allen Prézipitaten entspricht 30% des eingesetzten in
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vitro translatierten Materials. Das radioaktive cJun-Signal kann sowohl bei dem Ansatz mit GST-
Trip6 im Prazipitat detektiert werden, als auch in der GST-Kontrolle (Spuren 3 und 4).

Anders jedoch das cFos-Protein; das radioaktive cFos-Signal kann nur bei dem Ansatz mit GST-
Trip6 im Prézipitat detektiert werden, nicht jedoch im Kontrollansatz, wo nur die Glutathion-S-
Transferase (GST) eingesetzt wurde (Spuren 5 und 6).

Es ist daher anzunehmen, daB8 Trip6 mit cFos interagieren kann. Uber eine mdgliche Interaktion
von Trip6 mit cJun kann keine Aussage getroffen werden, weil cJun auch unspezifisch mit GST
interagiert.

Auffallend ist, daf die Interaktion mit cFos im GST-Fusionsprotein-Interaktionstest wesentlich
schwicher ist, als die fiir den GR beobachtete Interaktion. Eine Erklarung hierfiir konnte sein, daf}
AP-1 in vivo in vielfdltiger Weise modifiziert ist und dadurch die Interaktion mit Trip6 stabilisiert
werden konnte. Ein in vivo Beweis fiir diese Interaktion steht bisher aus den bereits im Abschnitt
3.11 genannten Griinden noch aus.

Die potentielle Interaktion von Trip6 mit anderen Mitgliedern der Jun/Fos-Familie wurde bisher

noch nicht iiberpriift.

3.13 Trip6 interagiert auch mit einer Komponente des Transkriptions-faktors
NF-kB (RelA, p65) in einem GST-Fusionsprotein-Interaktionstest

Der Glukokortikoidrezeptor ist auch in der Lage, die transkriptionelle Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors NF-kB zu reprimieren. Ein potentieller molekularer Mechanismus beruht
auf einer Protein-Protein-Wechselwirkung des GR mit NF-xB (hauptsdchlich {ber die
Komponenten RelA (p65 und p50).

Aus diesem Grund wurde zunichst eine potentielle Interaktion von Trip6 mit der NF-xB
Komponente RelA (p65) iiberpriift. Das mit **S-Methionin in vitro translatiertes RelA wurde mit
dem GST-Trip6 Fusionsprotein oder GST als Kontrolle gemischt und anschlieBend mit Hilfe von
an Agarose immobilisiertem Glutathion prazipitiert. Abb. 21 zeigt das Autoradiogramm des
GST-Fusionsprotein-Interaktionstests von Trip6 mit RelA. In Spur 1 wurde 10% der in die
einzelnen Reaktionen eingesetzten Menge aufgetragen (Input). Das radioaktive RelA-Signal kann

nur bei dem Ansatz mit GST-Trip6 im Prézipitat detektiert werden, nicht jedoch im
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Kontrollansatz, bei dem nur die Glutathion-S-Transferase (GST) eingesetzt wurde (Spuren 2 und

3).
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Abb. 21: Trip6 interagiert mit RelA (p65) in vitro.

In Anwesenheit von *°S-Methionin in vitro translatiertes RelA wird durch das GST-Trip6
Fusionsprotein (GST-T6) mit Hilfe von an Agarose immobilisiertem Glutathion spezifisch
prézipitiert. Als Kontrolle diente das immobilisierte GST-Protein. In der Spur 1 wurden 10% der
in den einzelnen Prizipitationen eingesetzten Menge des in vitro translatierten Materials
aufgetragen (input), in den einzelnen Prézipitationen 30%. Der Pfeil markiert die erwartete Grof3e
des in vitro translatierten Proteins.

Trip6 ist somit in der Lage, in einem GST-Fusionsprotein-Interaktionstest an cFos und an RelA
zu binden. Welche Doménen von Trip6 bzw. cFos und RelA fiir diese Interaktion benoétigt
werden, wird im Moment im Rahmen einer Diplomarbeit analysiert.

Andere NF-xB Komponenten wurden bisher nicht getestet. Die Interaktion von Trip6 mit RelA
wurde kiirzlich auch von einer anderen Arbeitsgruppe mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens

gefunden (Zhao et al., 1999).

3.14 Trip6 hat transkriptionelle Repressorfunktion

Trip6 scheint ein wichtiger Faktor bei der AP-1 Repression durch den GR zu sein, wie das
santisense"-Experiment zeigte (Abb. 14). Wie 14dBt sich generell die Repression eines
Transkriptionsfaktors erkldren? Hier gibt es zumindest drei mogliche Mechanismen wie ein

Protein mit der Transaktivierungsfunktion eines anderen Faktors interferieren kann.
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l. Das Protein kdnnte mit dem Transkriptionsfaktor um gemeinsame Koaktivatoren
konkurrieren und thn dadurch in seiner Aktivitdt hemmen.

2. Das Protein konnte durch die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor wichtige
Proteinoberfldchen blockieren, die normalerweise fiir die Bindung von Koaktivatoren
notwendig sind.

3. Das Protein konnte selbst eine Repressorfunktion tragen und beispielsweise durch

Interaktion mit chromatinmodifizierenden Faktoren die Transkription hemmen.

Die dritte Moglichkeit 146t sich mit Hilfe von Gal4ppp-Fusionsproteinen und deren Effekt auf ein
Gal4-abhingiges Reportergen untersuchen. Trip6 wurde hierzu an die DNA-Bindedomine des
Hefetranskriptionsfaktors Gal4 fusioniert und der Effekt des Fusionsproteins auf ein Reportergen
analysiert, welches fiinf Gal4-Bindestellen vor einem heterologen Thymidinkinase-Promotor
(Position -109 bis +52) besitzt. Dieser Gals-Tk-Luziferasereporter hat eine hohe Basalaktivitit,
die durch konstitutive Bindung von sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren (z.B. SP-1,
NF-1) an den Thymidinkinasepromotor verursacht wird. Besitzt ein Protein eine autonome

Repressionsfunktion, so wird die Expression des Reportergens reprimiert.

Abb. 22 zeigt das Ergebnis einer solchen Transfektion. Im oberen Teil wurde das Trip6-Protein
schematisch dargestellt (Abb. 22A). Der prolinreiche N-Terminus (weifl) und die drei Lim-
Doménen (grau bzw. schwarz) sind markiert. Im Teil B der Abb. 22 wurden die verwendeten
Fusionsproteine schematisch dargestellt.

Als Kontrolle wurde eine Gal-Fusion des Thyroidhormonrezeptors (TR) verwendet. Solange der
Rezeptor keinen Liganden gebunden hat, interagiert er mit dem Repressorprotein N-CoR, welches
in der Lage ist, die Transkription durch Rekrutierung von Histon-Deazetylasen zu reprimieren
(Horlein et al., 1995, Alland et al., 1997; Heinzel et al., 1997).

HeLa-Zellen wurden mit dem Gals-Tk-Luziferasereporter zusammen mit einem
Expressionsplasmid fiir die jeweiligen Gal-Fusionsproteinen transfiziert, nach zwei Tagen die

Luziferaseaktivitit gemessen und mit Hilfe der Renilla-Luziferase normalisiert (Abb. 22).
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Abb. 22: Trip6 ist ein Transkriptionsrepressor.

(A) Schematische Darstellung des Trip6-Proteins. Der prolinreiche N-Terminus ist weif}
dargestellt, die drei Lim-Doménen in verschiedenen Grauténen. (B) 5:10° logarithmisch wachsende
HeLa-Zellen wurden mit Hilfe von Calcium-Phosphatprizipitation mit jeweils 1 pg eines GalsTk-
Luziferasereporters sowie eines Galpgp-Fusionsproteinkonstruktes transfiziert. Als Kontrolle
wurde die entsprechende Menge des Leervektors (pcDNA3.1+) transfiziert. Zur Standardisierung
wurde bei jeder Transfektion ein Expressionsplasmid flir die Renillaluziferase zugegeben. Die
Reportergenaktivitdt mit der Galpgp wurde auf 1 gesetzt und alle anderen Reporteraktivititen
hierauf bezogen. Als Fusionsproteine wurden Gal-#198 und Gal-Trip6 verwendet. Als positive
Kontrolle wurde Gal-TR eingesetzt. Das Schaubild zeigt die Mittelwerte mit zugehorigen
Standardabweichungen von mindestens drei unabhidngigen Experimenten.

Der Reporter hat in HeLa-Zellen eine hohe Basalaktivitét (oberster Balken; Kontrolle). Durch die
Koexpression der Gal4-DNA-Bindedoméne 148t sich diese Basalaktivitit noch um den Faktor 2-3
steigern, obwohl in der Galpgp keine Transaktivierungsdomine liegt. Vermutlich ist diese
Steigerung auf eine Anderung der Promotorstruktur zuriickzufiihren, der dadurch fiir andere basale

Faktoren besser zuginglich wird (T. Heinzel, pers. Mitteilung). Alle weiteren
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Reportergenaktivititen wurden durch die mit der Galppp erhaltene Reporteraktivitét dividiert und
die relativen Werte in einem Balkendiagramm aufgetragen. Die Gal-Fusion des lédngsten Two-
Hybridisolates von Trip6 (#198) reprimiert den Gal-Reporter ca. 8-fach, das gesamte Trip6 ist
etwas weniger effektiv in der Repression. Die Repression durch Trip6 ist auch bezogen auf die
Basalaktivitdt des Reporters deutlich sichtbar (2-3 fach).

Trip6 ist ein effizienter Repressor des Gals-Reporters und besitzt somit eine autonome

Repressionsfunktion.

3.14.1 Der Repressionseffekt ist abhingig von der eingesetzten DNA-Menge und der
Anwesenheit von Gal4-Bindestellen im Promotor

Nachfolgend sollte {iiberpriift werden, ob sich der beobachtete Repressionseffekt durch die
Variation der Proteinmenge optimieren 14Bt. Hierzu wurden HeLa-Zellen mit steigenden Mengen
des Expressionsvektors flir Gal-Trip6 oder der Galdpgp transfiziert. Bei allen Transfektionen
wurde die gleiche Menge des Reportergens eingesetzt. Die Reporteraktivitdt zusammen mit der
Galpgp nimmt mit steigender DNA-Menge zu und erreicht bei 1 ug DNA ihr Maximum. Der
Repressionseffekt von Gal-Trip6 nimmt ebenfalls mit steigender Menge Expressionsplasmid zu
und ist bei 1 pg maximal. Fiir alle weiteren Experimente wurde deshalb 1 pg Gals-Reporter

zusammen mit 1 pg des entsprechenden Plasmids fiir das Gal-Fusionsprotein verwendet.
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Abb. 23: Der Repressionseffekt von Trip6 ist von der eingesetzten DNA-Menge abhingig.
5'10° logarithmisch wachsende HeLa-Zellen wurden mit Hilfe von Calcium-Phosphatprizipitation
mit jeweils 1 pg eines GalsTK-Luziferasereporters, sowie den angegebenen Mengen der
entsprechenden  Galpgp-Fusionsproteinkonstrukte  transfiziert. Die  Gesamtmenge der
transfizierten DNA betrug in jedem Ansatz 2 pg, und wurde bei Bedarf mit pBlueskript
aufgefiillt. Als Expressionsplasmide wurden die Galpgp (grau) und Gal-Trip6 (schwarz)
verwendet. Alle Transfektionen wurden mit Hilfe der Renilla-Luziferase normalisiert. Das
Schaubild zeigt ein repréisentatives Experiment aus mindestens drei unabhdngigen Experimenten.

Der beobachtete Repressionseffekt ist von der Anwesenheit von Gal4-Bindestellen im Promotor
abhingig (Abb. 24).

HeLa-Zellen wurden mit einem Reportergen transfiziert, das zwar den Thymidinkinasepromotor
enthielt, jedoch keine Gal4-Bindestellen. Der Tk-Luziferasereporter (Position -109 bis +52) zeigt
auf Grund der konstitutiven Bindung basaler Transkriptionsfaktoren ebenfalls eine hohe
Basalaktivitdt. In der als Kontrolle bezeichneten Transfektion wurde nur der Leervektor der Gal-
Fusionsplasmide transfiziert. Weiterhin wurde die Galpgp und Gal-Trip6 zusammen mit dem
Reportergen transfiziert.

Die Galpgp hatte keinen wesentlichen Effekt auf die Luziferaseaktivitit. Durch die Expression des
Gal-Trip6-Proteins wurde die Aktivitdt des Reporters ohne Gal4-Bindestellen nicht reprimiert.
Dies 14Bt darauf schlieen, daB fiir den Effekt der Repression die Lokalisation zur Promotorregion

notwendig ist. Dariiberhinaus beruht die Repression weder auf einer Kompetition des Gal-
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Fusionsproteins mit dem Reporter um notwendige Koaktivatoren, noch auf einer Stérung der
Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschinerie.
Der beobachtete Repressionseffekt unter Verwendung des Gals-Tk-Reportergens ist demnach auf

eine aktive Repressionsfunktion des Trip6-Proteins zuriickzufiihren.

Tk pg-Luziferasereporter

rel. Luziferaseaktivitas
%)
1

Feporter  Kontrolle IZi::II.l._”:_ Canl=Tripd

Abb. 24: Der Repressionseffekt von Trip6 ist von der Anwesenheit von Gal-Bindestellen
im Reporter abhéingig.

5'10° logarithmisch wachsende HeLa-Zellen wurden mit Hilfe von Calcium-Phosphatprizipitation
mit jeweils 1 pg eines pGL3-Tk-Luziferasereporters sowie des angegebenen Expressionsvektors
transfiziert. Als Kontrolle wurde die entsprechende Menge des Leervektors (pcDNA3.1+,
Kontrolle) transfiziert bzw. die Basalaktivitit des Reporters ohne weitere Kotransfektion
gemessen (Reporter).

3.14.2 Trip6 besitzt mindestens zwei unabhiingige Repressionsdoméinen

Trip6 besitzt transkriptionelle Repressorfunktion. Nachfolgend sollte untersucht werden, ob sich
diese Repressionsfunktion auf eine bestimmte Proteindoméne im Trip6 eingrenzen 1463t.

Dieser Aspekt wurde mit Hilfe von Deletionsmutanten des Proteins analysiert. Abb. 25 zeigt eine
schematische Darstellung des Trip6-Proteins und der verwendeten Deletionsmutanten.

Der prolinreiche N-Terminus ist weil3 dargestellt, die drei Lim-Doménen in verschiedenen
Graustufen. Die verschiedenen Konstrukte wurden nach den kodierten Aminosduren benannt. So
enthilt das Konstrukt Gal-Tg;_30 zum Beispiel den kompletten N-Terminus von der Aminoséure
1 bis 280 fusioniert an die Galpgp.

Wie im Abschnitt 3.14 beschrieben, wurde ein Gals-Tk-Luziferasereporter zusammen mit den

angegebenen Gal-Fusionsproteinen transfiziert und die resultierende Reporteraktivitit gemessen.
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Abb. 25: Eine Repressionsdomine vonTrip6 liegt im N-Terminus.

(A) Schematische Darstellung des Trip6-Proteins. Der prolinreiche N-Terminus ist weil3
dargestellt, die drei Lim-Dominen in verschiedenen Grautdnen. (B) 5:10° logarithmisch wachsende
HeLa-Zellen wurden mit Hilfe von Calcium-Phosphatpriazipitation mit jeweils 1 pg eines
Gal;TK-Luziferasereporters, sowie eines Expressionsplasmids fiir das angegebene Fusionsprotein
transfiziert. Als Kontrolle wurde die entsprechende Menge des Leervektors (pcDNA3.1+)
transfiziert. Die Reporteraktivitit mit der Galpgp wurde auf 1 gesetzt und alle anderen
Reporteraktivititen hierauf bezogen. Als Fusionsproteine wurden Gal-#198 und Gal-Trip6
verwendet, sowie verschiedene Deletionsmutanten des N-Terminus. Die enthaltenen
Aminosduren sind durch Start- und Stopposition mit Zahlen charakterisiert und links auch
schematisch dargestellt.

Das Schaubild zeigt die Mittelwerte mit zugehorigen Standardabweichungen von mindestens drei
unabhédngigen Experimenten.
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Alle Reportergenaktivitdten wurden durch die mit der Galpgp erhaltene Reporteraktivitit dividiert
und die relativen Werte in einem Balkendiagramm aufgetragen (Renilla normalisiert). Die
Basalaktivitit des Reporters (Kontrolle) wurde durch die Galpgp um den Faktor 2,5 erhdht und
durch die Trip6-Fusionen (Gal-Trip6 und Gal-#198) 8-10 fach reprimiert.

Wird der komplette N-Terminus eingesetzt (Aminosduren 1 bis 280), so kann die
Reporteraktivitit im gleichen Mafe reprimiert werden wie mit dem Gesamtprotein. Dies deutet
darauf hin, dal der N-Terminus eine Repressionsdoméne trigt. Um diese weiter einzugrenzen,
wurden weitere Deletionen hergestellt und auf ihre Repressionsféahigkeit getestet.

Die ersten 70 Aminosduren von Trip6 (Gal-Trip6;_;) waren nicht in der Lage den Reporter zu
reprimieren, sondern resultierten im Gegenteil in einer zweifachen Aktivierung des Reportergens.
Uberraschenderweise hatten die Aminosiuren 70 bis 280 iiberhaupt keinen Effekt, die
Reportergenaktivitdt war hier mit der Aktivitidt nach Transfektion der Galpgp vergleichbar. Die
Konstrukte mit den Aminosduren 1 bis 190 bzw. 190 bis 280 (Gal-T6;.199 und Gal-T690.250)
zeigten nur eine Repression der Reporteraktivitit auf ca. 50-60% mit der Galpgp-Werte. Diese
Ergebnisse zeigen, daBl der N-Terminus eine Repressionsfunktion enthélt, die sich aber mit den
gewihlten Mutanten nicht weiter eingrenzen lie. Teilt man den N-Terminus in zwei Teile, so
sind die einzelnen Mutanten nur noch schlecht, bzw. iiberhaupt nicht in der Lage den Reporter zu
reprimieren. Im Extremfall wird dieser sogar von den ersten 70 Aminoséduren aktiviert. Dies deutet
darauf hin, dal die ecinzelnen Berciche des N-Terminus in definierter Weise miteinander
kooperieren. Da aus der Primérstruktur des N-Terminus mit Hilfe einer Computeranalyse keine
besonderen Strukturmotive abgeleitet werden konnten, ist es schwierig, die fiir die Repression
notwendigen Dominen einzugrenzen, ohne sie zu zerstdren. Die genaue Repressionsdoméne des
N-Terminus konnte aus diesem Grund noch nicht identifiziert werden.

Im Gegensatz zum N-Terminus besteht der C-Terminus aus drei sehr charakteristischen
Strukturmotiven, den Lim-Doméinen. Diese dienen, wie bereits im Abschnitt 3.6 erwihnt, als
wichtige Oberfldchen fiir Protein-Protein-Interaktionen.

Durch die in Abb. 26 gezeigten Experimente wurde nun der C-Terminus von Trip6 auf seine

repressorischen Eigenschaften genauer untersucht. Die angegebenen Gal-Fusionsproteine wurden
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zusammen mit einem Gals-Tk-Luziferasereporter in HeLa-Zellen transfiziert und die resultierende

Reporteraktivitit gemessen.
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Abb. 26: Eine Repressionsdomiine von Trip6 liegt im C-Terminus.

(A) Schematische Darstellung des Trip6-Proteins. Der prolinreiche N-Terminus ist weil3
dargestellt, die drei Lim-Dominen in verschiedenen Grauténen. (B) 5:10° logarithmisch wachsende
HeLa-Zellen wurden mit Hilfe von Calcium-Phosphatpréizipitation mit jeweils 1 pg eines GalsTk-
Luziferasereporters sowie des angegebenen Galpgp-Fusionsproteinkonstruktes transfiziert. Als
Kontrolle wurde die entsprechende Menge des Leervektors (pcDNA3.1+) transfiziert. Die
Reporteraktivitit mit der Galpgp wurde auf 1 gesetzt und alle anderen Reporteraktivititen hierauf
bezogen. Als Fusionsproteine wurden Gal-#198 und Gal-Trip6 verwendet, sowie verschiedene
Kombinationen der Lim-Doménen. Als positive Kontrolle wurde Gal-TR eingesetzt. Das
Schaubild zeigt die Mittelwerte mit zugehorigen Standardabweichungen aus mindestens drei
unabhdngigen Experimenten.
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Alle Reportergenaktivitdten wurden durch die mit der Galpgp erhaltene Reporteraktivitit dividiert
und die relativen Werte in einem Balkendiagramm aufgetragen (Renilla normalisiert). Der
komplette C-Terminus, bestehend aus den Lim-Doménen 1 bis 3, reprimiert den Reporter noch
stairker als die bisher eingesetzten Trip6-Konstrukte (Gal-Trip6 und Gal-#198). Dies deutet
darauf hin, daB auch der C-Terminus eine Repressionsdomdne tragt. Um diese weiter
einzugrenzen, wurden Gal-Fusionen von verschiedenen Kombinationen der Lim-Doménen oder
der einzelnen Dominen selbst auf ihre Repressionsfihigkeit getestet. Die Domine 1 und 2
zusammen zeigen nur einen schwachen Repressionseffekt, dieser ist bei der Fusion der Doménen
2 und 3 verbessert.

Die einzelnen Lim-Doménen unterscheiden sich in ihrer Repressionsfahigkeit. Die Lim-Doméne 1
zeigt den schwichsten Effekt, gefolgt von der Lim-Doméne 2, wéhrend die Lim-Domine 3 die
stiarkste Repressionsfunktion zeigt.

Die Lim-Domine 3 ist demnach die Hauptrepressionsdomine, wihrend die beiden anderen zwar
auch noch Repression vermitteln, aber nicht in dem Ausmall wie Lim 3. Die drei Lim-Doménen
kooperieren sehr stark, da eine Fusion aller drei Doménen effizienter reprimiert als die Doménen 2
und 3 zusammen. Vermutlich bilden die drei Doméinen zusammen eine Proteinoberfldche fiir die
Interaktion mit weiteren Repressorproteinen.

Uber den Mechanismus der Repression ist zur Zeit noch nichts bekannt. Vorliufige Experimente
zeigen, daBl ein Histondeazetylaseinhibitor, Trichostatin A, keinen Effekt auf die durch Trip6
vermittelte transkriptionelle Repressionsfunktion hat. Dies 1483t darauf schlieBen, da3 bei dem
Repressionsprozel} keine Histondeazetylasen beteiligt sind.

Um sicherzugehen, daB} die unterschiedlichen Repressionseffekte nicht auf einer unterschiedlichen
Proteinmenge der einzelnen Konstrukte beruhen, wurden die Fusionsproteine mit Hilfe einer
Western-Blotanalyse aus den gemessenen Luziferaseextrakten detektiert (Abb. 27). Die
Proteinmenge des in Spur 1 geladenen Gal-Trip6 ist hoher als die Menge von Gal-#198, Lim1-3,
Liml und Lim3 (vgl. Spuren 2, 3, 5 und 7). Diese werden ungefdhr gleich stark exprimiert. Die
Menge von Gal-Lim2+3 ist im Vergleich dazu etwas erhoht (Spur 4), zeigt aber im
Reportersystem eine schlechtere Repression als Gal-Lim1-3. Der schwichere Repressionseffekt

der Lim2 kann jedoch eventuell auf eine niedrigere Proteinmenge zuriickzufiihren sein (Spur 6).
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Die unterschiedlichen Repressionskapazititen der verschiedenen Lim-Dominenkombinationen

konnen, mit Ausnahme der Lim2, nicht auf Unterschiede in der Proteinmenge beruhen.
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Abb. 27: Vergleich der Fusionsproteinmengen aus den einzelnen Luziferaseextrakten

Die Zellextrakte, die im Experiment der Abb. 27 zur Bestimmung der Luziferaseaktivititen
hergestellt wurden, wurden einer SDS-PAGE unterworfen und das Gal-Fusionsprotein
anschlieend durch Western-Blotanalyse mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchenantiserums gegen
die Galpgp detektiert. Die jeweils transfizierten Konstrukte sind angegeben.

3.15 Herstellen einer Zellinie mit reduzierten Trip6 Proteinmengen

Um die Rolle von Trip6 bei der Repression enogener Zielgene des Transkriptionsfaktors AP-1 zu
untersuchen, sollte eine Zellinie hergestellt werden, die kein oder nur geringe Menge an Trip6
exprimiert. Dies sollte durch eine stabile Integration des bereits fiir die transienten Transfektionen
benutzten ,,antisense"-Konstruktes von Trip6 in das Genom von HeLa-Zellen erreicht werden.
Nach der Transfektion mit Hilfe der Calcium-Phosphatmethode wurden die HeLa-Zellen auf
Neomycin-Resistenz selektioniert, ein Resistenzmarker der auf dem ,,antisense"-Vektor kodiert
wurde. Die nach drei Wochen erhaltenen stabilen Klone wurden mit Hilfe der Western-
Blotanalyse unter Verwendung des polyklonalen Immunserums gegen Trip6 auf reduzierte oder
nicht mehr vorhandene Trip6-Proteinexpression getestet.

Bei keinem der 50 getesteten Klone war die Proteinmenge von Trip6 beeinflult (Daten nicht
gezeigt). Dies fithrte zu der Hypothese, daBl Trip6 eventuell einen wichtigen Faktor fiir das

Uberleben von Zellen darstellen konnte.
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Um dennoch ,antisense"-Klone zu erhalten, wurde ein Tetracyclin-induzierbares
Expressionssystem gewihlt. Bei dem verwendeten Tet-Off System kann die Expression der
»antisense"-RNA durch Entzug von Tetracyclin induziert werden.

Das Tet-Off System besteht aus zwei Komponenten, einem sog. Tet-Repressor (beim Tet-Off
System fusioniert an die VP16 Transaktivierungsdoméne, also eigentlich ,, Tet-Aktivator") und
einem Expressionsplasmid, dessen Promotor mehrere ,,Tetracyclin responsive Elemente" enthélt.
In Anwesenheit von Tetracyclin kann der Tet-Repressor nicht an die ,,Tetracyclin responsiven
Elemente" in der DNA binden und die Expression des Zielgens unterbleibt, wihrend in
Abwesenheit von Tetracyclin das Tet-Repressor-VP16 Fusionsprotein an den Promotor bindet
und durch die Transaktivierungsdoméne die Transkription des Zielgens induziert. In den
verwendeten HeLa-Tet Off Zellen (Clontech) ist das Expressionsplasmid fiir das Tet-Repressor-
VP16 Fusionsprotein bereits stabil ins Genom integriert.

In diese kommerzielle Zellinie wurde das ,,antisense"-Trip6 Plasmid unter der Kontrolle eines
Tetracyclin sensitiven Promotors durch Elektroporation transfiziert. Der Tetracyclin sensitive
Promotor ist bidirektional und treibt zusidtzlich ein Firefly-Luziferasereportergen. Durch
Messung der Firefly-Luziferaseaktivitdt nach Tetracyclinentzug konnen positive Klone leicht
identifiziert werden. Anstelle von Tetracyclin kann auch das in Zellkultur stabilere Doxycyclin
verwendet werden.

Drei der tiberpriiften Klone (Klon as-15, 25 und 27) zeigten eine hohe Luziferaseaktivitdt nach
48 h Doxycyclinentzug. Diese Klone wurden mit Hilfe der Western-Blotanalyse auf Trip6-
Proteinmenge nach verschiedenen Zeiten ohne Doxycyclin getestet (Abb. 28). Hierzu wurden
Gesamtzellextrakte der Klone in Anwesenheit von Doxycyclin (+) und nach 3 bzw. 9 Tagen ohne
Doxycyclin  hergestellt und jeweils gleiche Proteinmengen einer Poly-Acrylamid-
Gelelektrophorese unterworfen. Im ,,antisense"-Klon 15 und 27 ist das Trip6 Protein nach neun
Tagen ohne Dox nicht mehr nachweisbar, im Klon 25 ist es nach neun Tagen deutlich reduziert.
Im Klon 15 und 25 verschwindet die bereits in Abb. 15 beschriebene 40 kDa-Bande (eventuell
SpleiBprodukt), bei Klon 27 wird diese nur leicht reduziert. Es zeigte sich, dal Trip6 eine lange
Halbwertszeit hat, da die Proteinmengen nach drei Tagen Doxycyclinentzug nicht beeintrachtigt

waren.
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Abb. 28: Drei ,antisense"-Trip6 Klone zeigen einen deutlichen Riickgang des Trip6
Proteins nach Doxycyclinentzug.

Gesamtzellextrakte der drei ,,antisense"-Trip6 exprimierenden stabilen Klone (os-15, 25 und 27)
wurden nach verschiedenen Zeiten des Doxycyclinentzugs (3 oder 9 Tage) hergestellt. Zum
Vergleich wurden Extrakte von in Anwesenheit von Doxycyclin kultivierten Klonen geladen (+).
Der Pfeil markiert das fiir Trip6 spezifische Signal.

Anschlieend sollte iiberpriift werden, ob in Abwesenheit von Trip6 (Doxycyclinentzug von
mindestens neun Tagen) AP-1 durch den GR noch reprimierbar ist. In einem ersten Ansatz wurde
die Repression eines endogenen Gens, die Kollagenase I, untersucht. Aus bisher unbekannter
Ursache haben sowohl die parentalen HeLa-Tet-Off Zellen als auch die drei ,,antisense"-Klone die
Fahigkeit zur Kollageaseinduktion nach TPA verloren und es konnte somit keine Repression
gemessen werden.

Deshalb muB} die Frage, ob Trip6 essentiell fiir die AP-1 Repression durch den GR ist, mit Hilfe
einer transient exprimierten ,,antisense"-RNA von Trip6 beantwortet werden. Durch eine gezielte
Analyse der transfizierten Zellen (durch Sortieren) kann dann tberpriift werden, ob das Trip6-
Protein nicht mehr exprimiert wird. Ist dies der Fall, so kann in den ,,antisense"-transfizierten
Zellen die AP-1 Repression mit Hilfe eines Reportergens oder unter Verwendung des endogenen

Kollagenase I Gens gemessen werden.
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4 Diskussion

Der GR ist in der Lage nach Bindung seines Liganden in den Zellkern zu translozieren und dort die
Genexpression in verschiedenster Weise zu beeinflussen. Zum einen bindet der GR als
Homodimer an klassische GREs (engl. glucocorticoid responsive elements) in den Promotoren
hormoninduzierbarer Gene und aktiviert die Transkription dieser Zielgene. Zum anderen ist der
GR auch in der Lage die Aktivitdt anderer Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 und NF-xB
durch eine Protein-Protein Wechselwirkung zu hemmen.

Obwohl funktionelles AP-1 und der GR in vielen Zellen exprimiert werden, zeigt die AP-1
Repression durch den GR eine Zelltypspezifitidt (Shemshedini et al., 1991). In Hefe 148t sich
AP-1 und der GR funktionell exprimieren, doch der Repressionseffekt kann nicht rekonstituiert
werden. Zusammengenommen deuten diese Befunde auf eine Beteiligung weiterer Faktoren am
RepressionsprozeB3 hin. Die Hypothese, daB3 die einfache GR/AP-1 Interaktion nicht ausreicht,
um AP-1 Repression zu vermitteln, wurde durch eine GR-Mutante unterstiitzt, die in
Saugetierzellen keine Hemmung der AP-1 Aktivitét zeigt, aber in vitro noch an AP-1 binden kann
(Gottlicher et al., 1996). Das Ziel dieser Arbeit war, diese zusétzlichen, AP-1 Repression
vermittelnden Faktoren, zu identifizieren. Sie sollten mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens als GR
interagierende Proteine identifiziert werden und anschlieend funktionell auf eine Beteiligung am

AP-1 Repressionsprozef3 in Sdugetierzellen getestet werden.

In dieser Arbeit gelang die Isolierung mehrerer bisher unbekannter Partnerproteine des GR. Eines
der Isolate ist das bereits 1995 als Thyroidhormonrezeptor (TR) interagierendes Protein
identifizierte Trip6. Die in meiner Arbeit priasentierten Ergebnisse machen eine Beteiligung des
Trip6-Proteins an der GR-abhéngigen Repression der AP-1 Aktivitdt sehr wahrscheinlich. Damit
tragt die Arbeit nicht nur zu einem detaillierteren mechanistischen Verstdndnis der GR-abhéngigen

Transrepression bei, sondern definiert auch eine neue Klasse von Kofaktoren des GR.
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4.1 GRg1204F-1 ist eine geeignete Mutante fiir den Einsatz im Two-Hybrid
Screen

Voraussetzung fiir die Durchfiihrung eines Two-Hybrid Screens ist, dal das Zielprotein selbst
keine transaktivierenden Eigenschaften besitzt.

Die bisher in der Literatur beschriebene GR-Mutante, die zwischen der Transaktivierung und
Transrepression dissoziiert, konnte als Zielprotein nicht eingesetzt werden.

Die GRy;,-Mutante trigt eine Punktmutation in einem fiir die Dimerisierung notwendigen Bereich
der DNA-Bindedoméne. Sie kann durch ausbleibende Dimerisierung in Siugetierzellen nicht mehr
transaktivieren. Da jedoch beide Transaktivierungsdomdnen intakt sind, ist diese Mutante als
Gal4-Fusionsprotein im Hefesystem nicht einsatzfahig.

Aus diesem Grund war es notwendig eine GR-Mutante herzustellen, die keine Transaktivierung
mehr zeigt. Die Repressionskapazitit sollte nicht eingeschrinkt sein, damit potentielle

Kofaktoren der Repression noch an die Mutante binden kdnnen.

Diese Mutante GR,j, trigt eine Punktmutation in der Helix 12 der Ligandenbindedoméne, eine
Aminosédureposition die fiir die Stabilisierung der intramolekularen Umlagerungen des Rezeptors
nach Ligandenbindung verantwortlich ist. Durch die Umlagerung werden neue Proteinoberfiachen
fiir die Koaktivatorinteraktion gebildet (Renaud et al., 1995). In der verwendeten Mutante wurde
zusitzlich die N-terminale Transaktivierungsfunktion AF-1 deletiert. Es ergab sich somit eine
transkriptionell inaktive Rezeptormutante, die aber in ihrem Repressionspotential nicht
eingeschrankt war (Abschnitt 3.1). Somit war die Mutante GRg12,ar.1 €ine ideale Mutante fiir
den Einsatz in einem Two-Hybrid Screen. Im Gegensatz zu vorangegangenen Two-Hybrid
Screens, bei denen nur kleine Teilbereiche des GR verwendet wurden, konnte nun erstmals ein
groler zusammenhéngender und funktioneller Bereich des Proteins fiir die Suche nach neuen

Interaktionspartnern eingesetzt werden (Aminosdure 262 bis 777).
Trip6 wurde im Rahmen eines fritheren Two-Hybrid Screens, bei dem es als TR interagierendes

Protein identifiziert wurde (Lee et al., 1995), auch auf eine potentielle Interaktion mit dem GR

getestet. Der hierzu verwendete Bereich des GR umfafite die Aminosduren 481 bis 777 und zeigte
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keine Interaktion mit Trip6. Demnach interagiert Trip6 in dem Bereich zwischen der N-terminalen
Transaktivierungsfunktion AF-1 und der DNA-Bindedoméane des GR.

Fiir die AP-1 Repression ist die DBD des Rezeptors und Bereiche des N-Terminus und C-
Terminus des GR notwendig (Lucibello et al., 1990; Schiile et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990;
Kerpolla et al.,1993). Anhand der verwendeten GR Mutante GR,,512,aF.1 zeigte sich nun, daf die

Transaktivierungsdoméinen AF-1 und AF-2 bei der AP-1 Repression nicht beteiligt sind.

4.2 Neue Interaktionspartner des GR

Fiir den Two-Hybrid Screen wurde die gerichtete humane HeLa cDNA-Genbank (Clontech)
verwendet, mit 6:10° unabhingigen Klonen und einer durchschnittlichen FragmentgroBe von 1,5 kb
(0,4-2,0 kb).

Das Hauptinteresse des Screens lag in der Identifikation von neuen, an der AP-1 Repression
beteiligten Partnerproteinen des GR. Potentielle Kandidaten hierfiir sollten mit dem GRy12,aF-1
hormonabhéngig interagieren und keine Interaktion mit einer GR-Mutante zeigen, die AP-1 nicht
mehr reprimieren kann. Diese Mutante GR,pgp tridgt zwei Punktmutationen in der DNA-
Bindedomidne (C476W und R479Q) die erwartungsgemdl die DNA-Bindung und
Transaktivierung verhindern, aber zundchst unerwartet auch die Transrepression beeinflu3ten
(Heck et al., 1994). In vitro ist die Mutante allerdings noch in der Lage, mit AP-1 zu interagieren,
was zu der Hypothese fiihrte, dal der direkte Kontakt von GR und AP-1 nicht ausreichend ist

um AP-1 Repression zu vermitteln.

Viele Isolate des Screens zeigten nur eine schwach-hormonabhéngige Assoziation mit GRy12,aF-1
und interagierten auch mit der GR-Mutante GR,,pgp (sieche Abschnitt 3.4 und 3.5). Diese Proteine
sind vermutlich nicht am AP-1 Repressionsprozel beteiligt. Sie sind jedoch neue Partnerproteine
des GR und konnten bei anderen Rezeptorfunktionen eine Rolle spielen. Die inhibitorische
Proteasomenuntereinheit hPI31 und das Ubiquitin konjugierende Enzym Ubc9 konnten z.B. in

der Degradation des Rezeptors involviert sein. Fiir Ubc9 wurde zusétzlich eine Funktion als
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Koaktivator von p53 und des Androgenrezeptors publiziert (Firestein und Feuerstein, 1998;

Poukka et al., 1999; Rodrigues et al., 1999).

Potentiell interessante Isolate hinsichtlich AP-1 Repression waren das GU/RH-II-bindende
Protein und Trip6. Beide zeigten eine starke, hormonabhéngige Interaktion mit GRy12,ar. und
interagierten mit der GR,,pgp nicht mehr.

Das Gu/RH-II-bindende Protein wurde erstmals mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens als
Partnerprotein der GU/RNA-Helikase II identifiziert (Valdez et al., 1997). Diese RNA-Helikase
gehort zu der DEAD-Box Proteinfamilie und enthdlt einen ATP-abhingige RNA-
Helikasefunktion.

Uber die Funktion sowohl der GU/RNA-Helikase I als auch des Gu/RH-II-bindenden Proteins
ist zur Zeit noch nichts bekannt. Seit kiirzlich jedoch ein RNA-Molekiil als Koaktivator der
Transaktivierungsfunktion AF-1 von Steroidhormonrezeptoren und Teil des SRC1 Komplexes
isoliert wurde (Lanz et al., 1999), wird nun auch iiber die potentielle Beteiligung von RNA-
modifizierenden Enzymen an der Transkriptionsregulation spekuliert. In diesem Zusammenhang
wire es in Zukunft interessant, die Rolle des GU/RH-II-bindenden Protein bzw. der GU/RNA-
Helikase im Bezug auf Transkriptionsregulation durch den GR genauer zu untersuchen.

Das zweite interessante Isolat, Trip6 wurde erstmals als Thyroid-Rezeptor interagierendes
Proteins ebenfalls durch einen Two-Hybrid Screen identifiziert (Lee et al., 1995). Zusitzlich
zeigte Trip6 mit dem Retinsdurerezeptor RXR eine hormonabhédngige Interaktion. In einem
weiteren Two-Hybrid Screen wurde Trip6 als Partnerprotein eines Oberflichenproteins (Opa)
von Neissereia gonorrhoeae isoliert, das bei der Adhidsion an und Invasion der Bakterien in
humane Zellen beteiligt ist (Williams et al, 1998).

Da Trip6 bereits als Interaktionspartner zweier nukledrer Rezeptoren (TR und RXR) identifiziert
wurde, und diese Rezeptoren beide in der Lage sind AP-1 zu reprimieren, wurde im weiteren
Verlauf der Arbeit Trip6 auf seine potentielle Beteiligung am AP-1 Repressionsprozel3 nédher

untersucht.
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Trip6 besteht aus 476 Aminosduren und besitzt im C-Terminus drei Lim-Domédnen. Lim-
Doménen sind eine besondere Form eines doppelten Zinkfingermotivs (sieche Abschnitt 3.6). Sie
dienen in verschiedensten Proteinen als Oberflaichenmodule fiir Protein-Proteinwechselwirkungen
(zur Ubersicht Dawid et al., 1998). Der N-Terminus ist extrem prolinreich (20%), zeigt jedoch
keine charakteristischen Strukturmotive.

Trip6 zeigt in den Lim-Dominen eine hohe Homologie (55% Aminosdureidentitit) zu Zyxin,
einem Phosphoprotein, da3 entlang von Aktinfilamenten und in Focalkontakten (Kontaktstellen
mit der extrazelluliren Matrix und/oder anderen Zellen) exprimiert wird. Uber die Funktion von
Zyxin ist noch nichts bekannt, es wird jedoch spekuliert, dal es als Signaliibertriger zwischen

dem Zytoskelett und dem Zellkern dienen kann (Macalma et al., 1996).

4.3 Trip6 ist ein nukleires Protein und tritt in verschiedenen Spleiiformen
auf

Zellfraktionierungen und direkte Immunofluoreszenzfiarbung sowohl des endogenen als auch
zweier ektopisch exprimierter Epitop-markierter Trip6-Fusionen zeigten eine vorwiegend
nukledre Lokalisation des Proteins in Cos7 (sieche Abschnitt 3.10) und HeLa-Zellen (Daten nicht
gezeigt). Dies steht im Gegensatz zu der kiirzlich publizierten Lokalisation des murinen Trip6 in
embryonalen Hiihnerfibroblasten (Wang et al., 1999). Hier zeigt die Flag-Trip6-Uberexpression
eine Lokalisation in Focalkontakten und entlang von Aktinfilamenten. Erst nach Deletion der
ersten 115 Aminosiuren 148t sich das Protein verstirkt im Kern nachweisen (Wang et al., 1999).
Ob die unterschiedliche Lokalisation an den verwendeten Zellsystemen liegt, oder durch
Sequenzunterschiede des murinen und humanen Trip6 verursacht werden (75% Homologie im N-

Terminus), ist bisher noch nicht geklért.

Das lingste Two-Hybrid Isolat von Trip6, der Klon#198 umfafite Teile des N-Terminus und den
kompletten C-Terminus des Proteins. Da in der Datenbank nur eine Form von Trip6 publiziert
war, wurde davon ausgegangen, daf3 sich durch die Datenbanksequenz der durch den Two-Hybrid

Screen erhaltene Teilbereich vervollstandigen 146t. Nach Klonierung der kompletten cDNA aus
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HeLa-RNA zeigte sich, daB3 Trip6 in mehreren Spleiliformen existiert (siche Abschnitt 3.7). Die
Varianten sind im C-Terminus in den drei Lim-Doménen konserviert und variieren im N-
Terminus. Die cDNAs der alternativen Varianten sind am 5 Ende noch nicht komplett, was sich
aus der Abwesenheit eines Start-Codons ATG mit davorliegenden ,,in frame" Stop-Codons
schlieen 14Rt.

Fir alle weiteren Experimente wurde die Variante 1 verwendet, die der publizierten
Datenbanksequenz entspricht, weil sie die einzige bisher komplette cDNA darstellt. Die anderen
Spleiiformen wurden bisher nicht auf ihre Funktion getestet. Es kann daher nicht mit Sicherheit
davon ausgegangen werden, dafl die Variante 1 diejenige Spleilform des Proteins ist, die AP-1
Repression vermittelt. Vermutlich werden alle Splei3formen mit GR interagieren kdnnen, da die
Lim-Doménen als Interaktionsoberflache fiir den GR bei allen Spleifliformen konserviert sind.
Dennoch kdnnten die Spleiliformen unterschiedliche Funktionen am Rezeptor ausiiben.

Durch Uberexpression von Epitopmarkierten Spleiivarianten in Zellen kénnten die einzelnen
Splei3formen auf ihre Beteiligung hinsichtlich Transaktivierung und Transrepression durch den

GR detailierter untersucht werden.

4.4 Trip6 ist ein Kofaktor des GR und ist an der Transaktivierungs- und an
der Transrepressionsfunktion beteiligt

Das Hauptinteresse des Two-Hybrid Screens war, neue Partnerproteine des GR zu identifizieren,
die bei der Transrepression von AP-1 eine Rolle spielen. Deshalb wurde Trip6 auf seine
Beteiligung bei der AP-1 Repression in Sdugerzellen untersucht.

Uberexpression des gesamten Trip6-Proteins fiihrte nicht zu einer Verbesserung der AP-1
Repression (Daten nicht gezeigt).

Ein Grund hierfiir konnte sein, daB Trip6 in nicht limitierender Menge in der Zelle vorliegt. Es
konnte auch sein, da3 die iiberexprimierte Spleilform (Variante 1) beim Repressionsproze3 nicht
beteiligt ist und eine andere Spleifiform fiir den Prozef3 limitierend ist.

Die Uberexpression eines Teilbereichs des Protein (Aminosdure 190 bis 476) hatte keine

dominant negative Wirkung auf die beiden GR-Funktionen. Dies ist nicht verwunderlich, da sich
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anschlieBend zeigte, dafl die GR- und AP-1 Interaktionsoberfliche, sowie die Repressionsfunktion

des Proteins in dem eingesetzten Fragment enthalten waren.

Die Erniedrigung der Proteinmenge durch die Expression einer ,,antisense" RNA fiihrte allerdings
zu einer Verschlechterung der AP-1 Repression (siehe Abschnitt 3.8). Dies deutet darauf hin, daf3
Trip6 einen essentiellen Faktor fiir die AP-1 Repression darstellt.

Durch die Erniedrigung der Proteinmenge von Trip6 wurde auch das Transaktivierungspotential
des GR mehr als verdoppelt. Somit scheint Trip6 ein Kofaktor des GR zu sein, der nicht nur bei
der AP-1 Repression durch den GR eine zentrale Rolle spielt, sondern auch bei der
Transaktivierung durch den GR negativ regulierend eingreift.

Das verwendete ,antisense"-Konstrukt umfalt den bei allen Spleilformen konservierten
C-Terminus, und sollte somit zu einer Reduktion aller Spleiformen des Proteins fiihren.

Der Nachteil des transienten ,,antisense” Experiments lag darin, dal die Reduktion der Trip6
Proteinmenge durch das "antisense"-Kontrukt nicht gezeigt werden konnte.

Aus diesem Grund wurde der Ansatz der stabilen Integration einer durch Tetracyclin
induzierbaren ,,antisense"- RNA in HelLa-Zellen gewéhlt (das verwendete Konstrukt entsprach
dem, in den transienten Transfektionen eingesetzten ,,antisense"-Konstrukts, siche Abschnitt
3.15). Somit konnten Zellinien hergestellt werden die nach Induktion der ,,antisense"-RNA nur
noch reduzierte Mengen oder kein Trip6 mehr exprimierten. Dies zeigt eindeutig, dafl die
verwendeten ,,antisense"-Konstrukte in der Zelle die gewlinschte Wirkung haben. Mit Hilfe dieser
stabilen Klone konnen nun viele, noch offene Fragen adressiert werden, z.B kann AP-1 und
NF-xB in Abwesenheit von Trip6 noch reprimiert werden? Spielt Trip6 auch bei der AP-1
Repression durch TR und RXR eine Rolle?

Erste Ergebnisse der ,,antisense"-Klone zeigen, da3 Trip6 eine sehr hohe Halbwertszeit besitzt, da
das Protein erst nach 4-5 Tagen in der Menge reduziert wird und erst nach 9 Tagen nicht mehr
oder nur noch schwach nachweisbar ist. Diese hohe Stabilitit des Proteins konnte auch ein Grund
sein, weshalb das transiente "antisense"-Experiment nur eine teilweise Hemmung der AP-1

Repression erbrachte. In diesem Experiment wurde die AP-1 Repression vier Tage nach der
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transienten Transfektion des ,,antisense"-Konstruktes gemessen, also zu einem Zeitpunkt, an dem
die Expression des Proteins noch nicht drastisch vermindert ist.

Ungliicklicherweise haben die stabilen ,antisense"-Klone die Féhigkeit zur Kollagenase I
Induktion nach TPA verloren. Somit kann die AP-1 Repression durch den GR anhand dieses
endogenen Gens nicht mehr analysiert werden.

Im Moment werden weitere endogene AP-1 Zielgene, die durch den GR reprimiert werden,
hinsichtlich einer Beeintrachtigung der AP-1 Repression in Abwesenheit von Trip6 untersucht
(z.B. Stromelysin). Zusétzlich wird diese Fragestellung auch durch den Einsatz von geeigneten
Reportergenen adressiert. Ist dieser Ansatz nicht erfolgreich, so konnen die noch offenen Fragen
auch mit Hilfe von transient transfizierten und anschlieBend sortierten Zellen untersucht werden.
AnschlieBend wird auch die NF-kB Repression durch den GR in Abwesenheit von Trip6 mit
Hilfe endogener Gene oder Reportergenkonstrukten analysiert werden. Zeigt sich, dal Trip6 auch
bei der NF-xB Repression eine essentielle Rolle spielt, so stellt Trip6 einen generellen
Mechanismus der Repression durch Protein-Protein-Wechselwirkungen des GR mit anderen

Transkriptionsfaktoren dar.

4.5 Fihrt die Interaktion von Trip6 mit GR und AP-1 (bzw. NF-xB) zur
Ausbildung eines terniren Komplexes?

Das Antisense-Experiment zeigte eine Beteiligung von Trip6 an der AP-1 Repression. Da diese
vermutlich durch eine Protein-Protein-Wechselwirkung von GR und AP-1 vermittelt wird, stellte
sich die Frage, ob Trip6 eventuell auch direkt mit AP-1 interagieren kann.

Durch einen in vitro GST-Interaktionstest konnte eine spezifische Interaktion von Trip6 mit der
AP-1 Komponente cFos nachgewiesen werden, nicht jedoch mit cJun (siche Abschnitte 3.12 und
3.13). Weitere Mitglieder der Jun/Fos-Familie wurden bisher nicht auf ihre potentielle Interaktion
mit Trip6 getestet.

Aus diesen Interaktionsdaten ergibt sich das einfache Modell, daB8 Trip6 zusammen mit GR und

AP-1 (vermittelt iber cFos) einen terndren Komplex bildet.
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Eine Moglichkeit wire, daB3 Trip6 mit dem hormonbeladen monomeren GR interagiert und somit
vom GR an AP-1 gebracht wird. Fiir diese Hypothese spricht, dal Trip6 auch das
Transaktivierungspotential des Rezeptors erniedrigt (siche Abschnitt 3.8). Somit scheint Trip6
ein negativ regulierender Faktor des GR zu sein. Es ist im folgenden noch zu kléren, ob Trip6 nur
mit dem monomeren GR interagiert (und eventuell die Dimerisierung verhindert) oder ob Trip6
auch nach Dimerisierung zweier GR-Molekiile im Komplex vorhanden ist. Trip6 konnte einen
stabilisierenden Faktor darstellen oder ein Briickenprotein, welches die Interaktion von GR mit
AP-1 vermittelt. Dies wiirde auch erkldren, weshalb die direkte Interaktion von AP-1 und GR in
vivo oder in vitro von vielen Arbeitsgruppen bisher nicht {iberzeugend nachgewiesen werden
konnte. Da sich Trip6 nur sehr schwer aus dem Zellkern extrahieren 148t, konnte es sein, daf3
unter den bisher gewéhlten Bedingungen, Trip6 nicht in dem, zur Koimmunoprizipitation

eingesetzten Lysat vorhanden war.

GR ist auch in der Lage mit der transkriptionellen Aktivitit von NF-xB zu interferieren. Hierfiir
wurden als Mechanismus u.a. die Hemmung durch eine Protein-Protein-Interaktion zwischen GR
und NF-xB (RelA-Untereinheit p65 und p50) als Ursache der Repression postuliert. Wird
NF-kB Repression genauso wie AP-1 Repression durch Protein-Protein Wechselwirkung mit dem
GR vermittelt, so stellte sich die Frage, ob Trip6 eventuell auch an diesem Proteinkomplex
beteiligt ist und ein genereller Faktor dieses Repressionstyps darstellt.

Es zeigte sich eine deutliche in vitro Interaktion von RelA mit Trip6, die kiirzlich auch durch eine
andere Arbeitsgruppe mit Hilfe eines Two-Hybrid Screens entdeckt wurde (Zhao et al., 1999).
Durch Kartieren der einzelnen Interaktionsoberfachen auf Trip6, GR und Fos (und p65) 148t sich
die Frage, ob Trip6 als Briickenprotein fungieren kann, eventuell beantworten.

Die Existenz der postulierten terndren Komplexe zwischen GR, Trip6 und AP-1 bzw. NF-xB
muf} durch Koimmunoprézipitationen in vivo nachgewiesen werden. Desweiteren wiirden Trip6
Mutanten, die selektiv die Fahigkeit zur Interaktion mit GR oder mit Fos bzw. NF-kB verloren
haben, zeigen, welchen Stellenwert die Ausbildung des terndren Komplexes fiir den beobachteten
Repressionseffekt hat. Interaktionsdefiziente Mutanten von Trip6 konnten eine dominant

negative Wirkung auf die AP-1 Repression ausiiben.
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4.6 Trip6 hat transkriptionelle Repressorfunktion

Wie interferriert der GR/Trip6 Komplex mit der Transaktivierungsfunktion von AP-1 oder NF-
kB?

Hier gibt es zumindest drei mogliche Mechanismen (zur Ubersicht Johnson 1995; Lefstin und

Yamamoto, 1998):

1. GR zusammen mit Trip6 konnte mit AP-1 bzw. NF-xB um gemeinsame Koaktivatoren
konkurrieren und AP-1 dadurch in seiner Aktivitit hemmen.

Falls GR zusammen mit Trip6 verstirkt mit Koaktivatoren fiir GR bzw. AP-1 (wie
beispielsweise CBP) interagiert, sollte die Reduktion der Trip6-Proteinmenge, durch die
Expression eines ,,antisense"-Konstrukts, die Transaktivierungsfunktion des GR hemmen. Es
wurde jedoch eine Erhdhung des Transaktivierungspotentials des GR beobachtet (siche Abschnitt
3.8).

Die Uberexpression von Trip6 sollte in diesem Modell zu einer verstirkten Repression fiihren,
was jedoch nicht der Fall war. Deshalb ist nicht anzunehmen, dal es zu einer stirkeren
Assoziation von Kofaktoren an den GR/Trip6-Komplex kommt, die dadurch fiir AP-1 ober

NF-xB limitierend werden konnten.

2. Das Protein konnte durch die Interaktion mit AP-1 bzw. NF-xB wichtige
Proteinoberflichen blockieren, die normalerweise fiir die Bindung von Koaktivatoren
notwendig sind.

Diese Frage 1dBt sich erst nach genauer Kartierung aller involvierten Proteinoberflichen

beantworten.

3. Trip6 konnte selbst eine Repressorfunktion tragen und beispielsweise durch
Interaktion mit chromatinmodifizierenden Faktoren oder durch Interaktion mit der
basalen Transkriptionsmaschinerie die Trankription reprimieren.

Bei den chromatinmodifizierenden Faktoren sind héufig Enzymaktivititen beteiligt, die mit dem

Azetylierungs- oder Methylierungsstatus des Chromatins interferieren. Die bekanntesten
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Korepressoren dieser Gruppe sind N-CoR/Smart, die mit dem nicht-liganden gebundenen TR und
RXR interagieren und durch die zusédtzliche Interaktion mit Sin3 Histon-Deazetylasen rekrutieren
(Horlein et al., 1995; Alland et al., 1997; Heinzel et al., 1997). Histon-Deazetylasen entfernen
Azetylreste an Histonen und fiihren dadurch zu einer geschlossenen Chromatinstruktur ( zur
Ubersicht Wade und Wolffe, 1997; Ashraf und Ip, 1998). Auch Methylierung ist eine
Modifikation des Chromatins, die zur Repression der Transkription fiihrt. Die Proteine MeCP1
und 2 binden an methylierte DNA und rekrutieren ebenfalls liber Sin3 Histon-Deazetylasen an die
DNA (Meehan et al., 1989; Nan et al., 1997; Jones et al., 1998).

Eine andere Art der Repression umfafit keine Enzymaktivititen, sondern resultiert aus
Proteininteraktionen mit den Histonen oder Faktoren der basalen Transkriptionsmaschinerie.

Die Repressoren Sir3, Sir 4, Tupl und Groucho interagieren direkt mit den Histonen H3 und H4
und halten somit das Chromatin geschlossen (Paroush et al., 1994; Hecht et al., 1995; Edmondson
et al.,, 1996; Palaparti et al., 1997). Der Drl/Drapl-Komplex und Notl vermitteln Repression
durch Bindung an das TATA-Box bindene Protein (TBP) und verhindert dadurch die Assoziation
von TFIIB (Kim et al., 1997; Lee et al., 1998). Der Repressor Mot1 verdriangt TBP von der DNA
(zur Ubersicht Hampsey et al., 1998). In beiden Fillen kann sich der Pri-Inititionskomplex nicht

ausbilden und die Transkription unterbleibt.

Um die transkriptionellen Eigenschaften eines Proteins zu untersuchen, kann das Protein an eine
heterologe DNA-Bindedoméine (z.B. Gal4) fusioniert werden. Besitzt das Protein Trans-
aktivierungsdoménen, so laBt sich dies als gesteigerte Transkription eines Gal4-abhdngigen
Reportergens messen. Ist das Protein ein autonomer transkriptioneller Repressor, so wird die
Basalaktivitdt des Gal4-abhéngigen Reporters gehemmt.

In diesem experimentellen System ist Trip6 in der Lage die Transkription des Gal-Reporters ca.
10 fach zu reprimieren und ist demnach ein effektiver Repressor der Transkription. Die Lim-
Domaénen von Trip6 zeigten die volle Repressionskapazitit vergleichbar der des Gesamtproteins.
Die isolierte Lim-Domine drei zeigte ebenfalls eine 10-fache Repression des Gal-Reporters.

Trip6 war ebenso effizient wie eine als Kontrolle verwendete Gal-Fusion des

Thyroidhormonrezeptors (TR). Der nicht-ligandengebundene TR bindet an den Korepressor N-
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CoR (Horlein et al., 1995), der Histondeazetylasen rekrutiert und somit im Gal-System mit der

Transkription des Reportergens interferriert (Alland et al., 1997; Heinzel et al., 1997).

4.7 Modell: Trip6 bringt seine transkriptionelle Repressorfunktion durch
Ausbildung eines terniren Komplexes an AP-1

Trip6 wird vermutlich vom ligandengebundenen GR an AP-1 gebracht. Durch die Interaktion mit
Fos bildet sich ein terndrer Komplex zwischen AP-1, GR und Trip6 aus. Mit Hilfe der
transkriptionellen Repressorfunktion, die Trip6 mitbringt kann nun erkldrt werden, weshalb
dieser terndre Komplex transkriptionell inaktiv ist. Durch die Ausbildung des terndren Komplexes
wird Trip6 tber AP-1 indirekt an die DNA gebunden (vergleichbar zu der Bindung an die DNA
mit Hilfe der Gal4DBD) und lokalisiert somit seine Repressorfunktion in die direkte Umgebung
von AP-1.

Was ist der Mechanismus der Repressorfunktion von Trip6? Trip6 konnte selbst enzymatische
Aktivititen besitzen, die den Chromatinstatus verdndern. Beispiele hierfiir sind die
enzymatischen Aktivititen von Histon-Deazetylasen oder DNA-methylierenden Enzymen. Auch
der Phosphorylierungsstatus der Histone spielt bei der Transkriptionsaktivierung eine Rolle
(Pruss et al. 1996; Wolffe et al., 1997). Durch die Phosphorylierung der Linkerhistone HI wird
die elektrostatische Interaktion mit der DNA geschwidcht, was zu einer offenen
Chromatinstruktur fithrt. Die Dephosphorylierung der Linkerhistone kehrt diesen Effekt um
(Clark et al., 1988; Hill et al., 1991; Szilak et al., 1997).

Trip6 konnte diese enzymatischen Aktivitidten selbst tragen oder iiber seine Lim-Doméinen die
entsprechenden Faktoren rekrutieren.

Das Rekrutieren zusétzlicher Proteine scheint das wahrscheinlichere Modell. Lim-Doménen
kommen in einer Reihe von Proteinen vor, wie z.B. in Homeobox-Transkriptionsfaktoren,
Proteinkinasen und Faktoren die mit dem Cytoskelett assoziiert sind. Sie dienen in allen bisher

identifizierten Lim-Proteinen als Oberflachen fiir die Interaktion mit anderen Proteinen (Breen et

123



al., 1997; zur Ubersicht Dawid et al., 1998). Ein enzymatische Aktivitit wurde fiir die Lim-
Domaénen bisher noch nicht beschrieben.
Die Lim-Domine drei zeigte die volle Repressionskapazitit wie das gesamte Protein. Es ist daher

anzunehmen, dal3 der Kontakt zu zusétzlichen Proteinen durch die Lim3 vermittelt wird.

Vorlaufige Ergebnisse deuten darauf hin, daB die Repressionswirkung von Trip6 durch den
Histon-Deazetylaseinhibitor TSA nicht aufgehoben werden kann. Trip6 scheint somit nicht zu
der Klasse Korepressoren zu gehoren, die ihre Funktion {iber Histon-Deazetylasen vermitteln.
Alle bisher bekannten Korepressoren der Steroidhormonrezeptoren wirken durch die Rekrutierung
von Histon-Deazetylasen (z.B. N-CoR/SMART fiir den Thyroidhormonrezeptor TR und den
Retinsdurerezeptor RXR).

Trip6 konnte zu der zweiten Klasse von Repressoren gehoren, die ihre Repressorfunktion durch
den direkten Kontakt mit der Transkriptionsmaschinerie (z.B. durch Bindung an TBP oder an die
Histone H3 und H4) ausiiben oder den Phosphorylierungsstatus von Histon H1 verdndern. Auch
fiir dieses Modell gilt, daB Trip6 die Interaktionen nicht selbst durchfiihren muf3, sondern daf}
entsprechende Faktoren liber die Lim-Doménen rekrutiert werden konnten.

Trip6 konnte die AP-1 Repression auch durch einen bisher unbekannten Mechanismus der
transkriptionellen Repression vermitteln. In jedem Fall stellt Trip6 eine neue Klasse von

Korepressoren der Steroidhormonrezeptoren dar.

Zukiinftig sollte die Beteiligung von Trip6 an der NF-kB Repression durch den GR niher
untersucht werden. Eventuell ist Trip6 auch bei dieser Form der Repression essentiell und bildet
einen generellen Mechanismus der Repression des GR iiber Protein-Protein-Interaktion mit
anderen Transkriptionsfaktoren. Die in vivo Funktion des Trip6 Proteins sollte in jedem Fall
durch die Herstellung von sog. "knock-out" Méusen analysiert werden. Es ist dabei zu iiberlegen,
ob gezielt bestimmte Spleiliformen von Trip6 oder ob die ganze Genfamilie inaktiviert wird. Diese
"knock-out" Miuse bieten mit Sicherheit wertvolle Einblicke in die Wirkungsweise des GR und

dessen Transkriptionskontrolle allgemein.
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4.8 Physiologische Bedeutung

Basierend auf ihrer Fiahigkeit zur physiologischen Regulation der Immunfunktionen des
menschlichen Korpers sind Glukokortikoide sehr wirksame antiinflammatorische und
immunsupressive Substanzen. lhre therapeutische Anwendung wird jedoch durch schwere
Nebenwirkungen begrenzt, die vor allem nach Langzeitanwendungen auftreten.

Ist die Interaktion des GR mit Trip6 tatsdchlich der molekulare Mechanismus iiber den der GR
die AP-1 und die NF-xkB Aktivitit hemmen kann, so bietet dieses Molekiil einen potentiellen
Ansatzpunkt zur Entwicklung gezielter und somit eventuell besser vertrdglicherer

antiinflammatorischer und immunsuppressiver Medikamente.
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