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Zusammenfassung

Die Familie der LIM-Proteine ist eine grofle und sehr diverse zytoplasmatische und nukleére
Gruppe von Proteinen, deren gemeinsames Merkmal eine oder mehrere LIM-Dominen
darstellen. LIM-Proteine sind beteiligt an der Ausbildung von Zellidentitit,
Zelldifferenzierung und der Kontrolle von Zellwachstum. Allen gemeinsam ist die LIM-
Domaine, eine Doppel-Zink-finger Struktur die fiir Protein-Protein Interaktionen von
Bedeutung ist. LIM-Proteine sind an der Formation von Multiprotein-Komplexen beteiligt.
Nukledre Vertreter der LIM-Proteine sind die LIM-Homdodoménen (LIM-HD)
Transkriptionsfaktoren und deren Kofaktor Familien, die CLIM-Proteine und LIM-only
(LMO) Proteine. Hierbei modulieren CLIM-Proteine als Adaptoren, mittels Interaktion und
Ausbildung eines tetrameren Protein-Komplexes mit LIM-HD Proteinen, die Genexpression.
Hierbei wird vor allem die Organogenese und Entwicklung bestimmter Hirn-Strukturen
gesteuert. Die Regulation der Transkription ist ein hoch komplexer Prozess, bei dem viele
Proteine am Zielgenpromotor koordiniert wechselwirken. Um ein Gleichgewicht dieser
Multiprotein-Komplexe zu erreichen, werden die Konzentrationen von entscheidenden
Proteinen durch Ubiquitin-abhéngige proteasomale Degradation kontrolliert.

Das Ubiquitin Proteasom System ist filir eine zeitlich koordinierte Degradation von kovalent
Ubiquitin-markierten Ziel-Proteinen verantwortlich. Als ein groBler Protein-Komplex erkennt
und prozessiert das 26S-Proteasom Polyubiquitin-markierte Proteine zu Peptiden und
kleineren Fragmenten. Die selektive Ubiquitinierung von Ziel-Proteinen wird durch
Ubiquitin-Ligasen vermittelt. Die Ubiquitin-Ligase RLIM markiert CLIM-Proteine zum
Abbau und reguliert durch dessen Proteolyse die Expression von Zielgenen der LIM-HD
Proteine. Als Kofaktoren der Transkription, spielen CLIM-Proteine eine entscheidende Rolle
fiir die Aktivitdt der LIM-HD Transkriptionsfaktoren. Viele weitere Transkriptionsfaktoren
werden ebenfalls proteasomal reguliert. Der hormonabhiingige Transkriptionsfaktor Ostrogen-
Rezeptor o (ERa) wird nach Ligandenbindung und Genaktiverung proteasomal degradiert.
Erst die Rekrutierung des 26S-Proteasoms fiihrt zu einer ordnungsméBig durchgefiihrten
Expression von ERa Zielgenen.

Im Rahmen meiner Doktorarbeit sollten vorerst neue Interaktionspartner von CLIM-Proteinen
ndher analysiert werden. Es sollten vor allem molekulare Mechanismen der Assemblierung
und Dynamik von LIM-HD-Multiprotein-Komplexen aufgeklédrt werden. Weiterhin sollte ein
direkter Einfluss der Formation von Multiprotein-Komplexen auf die Regulation der
Genexpression untersucht werden. Es stellte sich heraus, dass die Rekrutierung von SSDP1

(single strand DNA binding protein 1) zu LIM-HD-Zielgenpromotoren, einen wichtigen
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Einfluss auf die Genexpression hat. Uber direkte Interaktion mit CLIM-Proteinen, moduliert
SSDP1 die Stabilitdt des gesamten LIM-HD-CLIM-SSDPI1-Komplexes, mittels Protektion
von CLIM- und LIM-HD-Proteinen vor proteasomalem Abbau durch das 26S-Proteasom. Es
konnte aufgezeigt werden, dass das Proteasom koordiniert in die Genexpression von LIM-
HD-Transkriptionsfaktoren entscheidend eingreift.

In einem weiteren Projekt sollte eingehend analysiert werden, ob die Ubiquitin-Ligase RLIM
und CLIM2-Kofaktor Proteine in ERa vermittelter Transkription in Brustkrebszellen,
involviert sind. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl RLIM als auch CLIM2-Proteine eine
neue Gruppe von Kofaktoren in der Regulation der Expression von ERa Zielgenen darstellen.
Hierbei konnte das CLIM2-Protein als Korepressor und RLIM als Koaktivator der
Transkription identifiziert werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CLIM2 und
RLIM mit ERa interagieren und die Transkription individuell modulieren. Durch den Einsatz
eines Tissue-Microarrays (TMA) mit einem Patientenkollektiv. von ca. 1400
Brustkrebspatientinnen, wurde ein moglicher Zusammenhang der ERo-Expression, als ein

prognostischer Marker fiir Brustkrebs, mit der Expression von CLIM2-Proteinen untersucht.



I. Einleitung

Der menschliche Korper besteht aus ca. 100 Billionen Zellen. Jede einzelne Zelle muss
hierbei die Aktivitdt und Menge seiner Proteine genau regulieren und kontrollieren, um auf
gegebene (duBere) Bedingungen mit definierten zelluldren Programmen antworten zu kdnnen.
Fir die Proliferation, Differenzierung oder Apoptose einer jeden Zelle, ist somit das
Vorhandensein eines bestimmten Protein-Repertoires unerlédsslich. Dazu werden eine Vielzahl
von externen Einfliissen sowie inter- und intrazelluldre Signale von der Zelle durch
Rezeptoren registriert und durch die fein miteinander abgestimmten Aktivititen von
verschiedenen Signaltransduktionswegen verarbeitet. Essentiell ist hier vor allem die
Kontrolle und Regulation der Genexpression. Aufgrund einer Aktivierung oder Repression
verschiedener Gene, reagiert die Zelle auf die Signale und setzt sie in eine Zellantwort um.
Eine Fehlregulation oder Ungleichgewicht in den Signalprozessen bzw. der Genexpression,
kann wihrend der embryonalen Entwicklung schwerwiegende Folgen haben oder
Krankheiten wie Krebs verursachen. Hervorgerufen werden diese Fehlregulationen
insbesondere durch Mutationen in Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen. Auch
posttranslationale Modifikationen spielen eine wichtige Rolle fiir eine intrazelluldre Protein-
Aktivitdt und -Konzentration. Hierbei werden bestimmte Aminosduren des Proteins mit
spezifischen Signalen markiert. Bei diesen Markierungen handelt es sich in der Regel um
kovalente Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung und

Ubiquitinierung.

I.1 Die Regulation der Transkription

Das groBere eukaryotische Genom verlangt im Vergleich zu dem der Prokaryoten, einen
hoheren Grad an struktureller Organisation. Die grole DNA-Menge verleiht den Eukaryoten
Féahigkeiten, die die Prokaryoten nicht besitzen und stellt zusdtzliche Anforderungen an
Replikation und Genexpression. Eukaryotische Zellen sind in bemerkenswertem Umfang in
der Lage, Gene selektiv zu exprimieren. So bendtigen die verschiedenen Zelltypen eines
mehrzelligen Organismus als auch seine unterschiedlichen Entwicklungsstadien, eine
selektive Expression von einem in jeder Zelle identischen Genrepertoire. Diese Selektivitit
unterliegt hierbei sehr umfangreichen und fein abgestimmten Regulationsmechanismen.

Den grofiten und umfangreichsten Anteil an der Regulation der Genexpression hat die
Initiation der Transkription, wobei vielfiltige DNA-Protein-Wechselwirkungen eine zentrale
Rolle spielen. Essentiell flir die Transkription eines Gens sind regulatorische DNA-Elemente,

die sich etwa 100 Basenpaare 5'-stromaufwérts vom Transkriptionsstartpunkt befinden. Zu
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diesen Elementen gehoren die TATA-Box, die GC-Box und die CAAT-Box, welche
gemeinsam den Promotor eines Gens bilden. Durch diese Promotor-Elemente wird eine
ordnungsgeméle Positionierung und Aktivierung des RNA-Polymerase II Komplexes
gewihrleistet. Weiter stromaufwirts gelegene cis-aktive Sequenzen werden als Enhancer
(Atchison, 1988; Kolovos et al., 2012) oder Silencer (Linzer, 1985; Kolovos et al., 2012)
bezeichnet, je nachdem, ob die an sie bindenden Faktoren gewebe- und
entwicklungsspezifisch, hormon- oder signalabhingig sein kdnnen oder die Transkriptionsrate
erhohen oder erniedrigen. Diese cis-aktiven Elemente konnen sich, unabhdngig von ihrer
Orientierung, mehrere Kilobasen stromaufwérts vom Transkriptionsstartpunkt entfernt
befinden und die Transkription beeinflussen.

Transkriptionsfaktoren und ihre sequenzspezifische Bindung an regulatorische Elemente der
DNA, steuern die Genexpression und regulieren dariiber wichtige Ereignisse, wie
Zellentwicklung, -differenzierung und -wachstum. Sie konnen entweder aktivierend oder
inhibierend auf die Transkription bestimmter Gene einwirken (Lewin et al., 1997; Ryan und
Rosenfeld, 1997; Gilbert et al., 2000; Biggin, 2011).

Neben einer DNA-Bindedoméne, mit denen sie sequenzspezifisch bestimmte DNA-
Abschnitte binden konnen, enthalten Transkriptionsfaktoren einen Abschnitt mit
transaktivierender Funktion (Transaktivierungs-Doméne). Mit der Transaktivierungs-Doméne
sind sie in der Lage die Transkription durch Interaktion mit Proteinen, welche die RNA-
Polymerase binden, wie z.B. TFB oder TFE (Sauer et al., 1995; Gilbert, 2000; Amoutzias et
al., 2008) zu aktivieren bzw. zu inhibieren. Diese Doménen sind in der Regel gut
abgrenzbaren Abschnitten in der Proteinsequenz zuzuordnen. Die DNA bindenden Doménen
sind im Laufe der Evolution besonders stark konserviert und weisen somit auf eine
einheitliche molekulare Basis in z.B. Mensch, Hefe oder Fruchtfliege hin. DNA bindende
Doménen erlauben eine Einteilung in verschiedene Gruppen. Hierzu gehoren beispielsweise
die Zink-finger-Protein-, die basische Helix-Loop-Helix (bHLH)-Protein-, die Leucinzipper-,

die POU Protein- und die Homéodoméanen-Familie.

1.2 Das Ubiquitin Proteasom System (UPS)
Ubiquitin, als kovalente Modifikation, ist von entscheidender Bedeutung bei der Regulation
zelluldrer Proteinkonzentrationen. Bei dieser selektiven Degradation von Proteinen in
eukaryotischen Zellen, wird das Substrat-Protein durch kovalente Bindungen von mehreren
Ubiquitin-Molekiilen markiert und anschlieBend hochkomplexen Proteolyse-Maschinen, den

so genannten Proteasomen, zugefiihrt. Ubiquitin besteht aus 76 Aminosduren, hat eine



Molekiilmasse von 8,5 kDa und wird als Fusionsprotein synthetisiert (Ozkaynak et al., 1984;
Komander et al., 2012). Es ist innerhalb von eukaryotischen Spezies hoch konserviert. Nach
hydrolytischer Spaltung durch Ubiquitin-spezifische C-terminale Hydrolasen (ubiquitin
carboxy-terminal hydrolases, UCH) liegt es nativ als globuldres Protein vor, welches als
funktionelle Reste vor allem diverse Lysine und zwei C-terminale Glycin-Reste beinhaltet.
Dieses Glycin-Motiv ist fiir die spédtere Konjugation des Ubiquitins an Ziel-Proteine essentiell.
Die konjugierende Enzymkaskade setzt sich aus einem Ubiquitin aktivierenden E1-Enzym,
einem konjugierenden E2-Enzym und einem verkniipfenden E3-Enzym zusammen (Abb. 1.1)
(Hershko und Ciechanover, 1992; Joazeiro et al., 2000; Pickart, 2001; Weissman, 2001,
Schulman et al., 2009; Komander et al., 2012).

Das El-Enzym katalysiert unter ATP-Hydrolyse zundchst die Bildung eines Ubiquitin-
adenylats (Haas und Rose, 1982; Schulman et al., 2009). Im Anschlul daran wird bei
gleichzeitiger Freisetzung des AMP, das Ubiquitin auf die Thiolgruppe des konservierten
Cystein-Restes im aktiven Zentrum des El-Enzyms tbertragen (McGrath et al., 1991;
Schulman und Harper, 2009). Dabei entsteht zwischen dem Cystein (E1-Enzym) und dem
Glycin (G76-Ubiquitin) eine energiereiche Thioesterbindung. Das so aktivierte Ubiquitin wird
durch Transesterifizierung vom El-Enzym auf eines der vielen E2-Enzyme (ubiquitin
conjugating enzyme, UBC) {ibertragen (Hershko et al., 1996; Komander et al., 2012).

Die E2-Enzyme iibertragen das Ubiquitin direkt oder mit Hilfe einer Ubiquitin-E3-Ligase
(E3-Enzym) auf ein Substrat. Die Konjugation endet mit der Ausbildung einer
Isopeptidbindung zwischen dem G76 und der X -Aminogruppe eines Lysins im Substrat
(Weissman et al., 2001; Schulman et al., 2009). Ubiquitin-E3-Ligasen vermitteln hierbei die
Spezifitit der Substrat-Ubiquitinierung. Ein Protein kann an einem oder mehreren Lysinresten
durch ein Ubiquitin-Molekiil (Monoubiquitinierung), durch eine Kette von Ubiquitin-
Molekiilen  (Polyubiquitinierung) oder durch eine Kombination von beiden
Ubiquitinierungsarten modifiziert werden (Pickart et al., 2001; Weissman et al., 2001;
Schulman und Harper, 2009). Monoubiquitinierungen koénnen zu Modifikationen in der
Protein-Funktion, -Lokalisierung oder Protein-Protein Interaktionen fiihren, wéahrend
polyubiquitinierte Substrat-Proteine in der Regel vom Proteasom spezifisch erkannt und zu

kleineren Peptiden abgebaut werden (Abb. L.1).
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Abbildung 1.1 Das Ubiquitin Proteasom System.

Ubiquitin wird durch das Ubiquitin aktivierende E1-Enzym ATP-abhingig aktiviert (1) und
anschlieBend auf das Ubiquitin-konjugierende E2-Enzym iibertragen (2). In den meisten Féllen
bindet der E2-Enzym/Ubiquitin-Komplex und das Substrat-Protein (S) spezifisch an eine
bestimmte Ubiquitin E3-Ligase, wodurch Ubiquitin auf das Substrat-Protein libertragen wird (3).
Durch die sukzessive Konjugation von Ubiquitin-Molekiilen entstehen Polyubiquitin-Ketten, die
das Substrat-Protein fiir den Abbau durch das Proteasom markieren (4). Wahrend das wieder
verwendbare Ubiquitin durch de-ubiquitinierende Enzyme (DUB’s) freigesetzt wird (5), kommt es
zur Prozessierung des Substrates zu kurzen Peptiden (6).

Ubiquitin verfiigt iiber 7 konservierte Lysinreste (K®!''72%3348%) "welche potentiell weitere
Ubiquitin-Molekiile binden kénnen. Fiir die Lysinreste, K”, K29, K* und K® konnte bereits
eine in vivo Ubiquitin-Interaktion nachgewiesen werden (Hicke, 2001; Weissman et al., 2001,
Komander et al., 2012). Polyubiquitinierungen von Substraten als Markierung fiir eine
Protein-Degradation entstehen anhand einer Verkettung der unterschiedlichen Lysine K'', K*’
K* und K® des Ubiquitins. Ein proteasomaler Abbau zu kleineren Peptiden (5-20
Aminosduren) durch das Proteasom, verlangt allerdings eine Mindestanzahl von vier
Ubiquitin-Molekiilen, die entweder iiber das K*° oder K* verkettet sind. Die regulierenden
Signale die zwischen Mono- und Polyubiquitinierung unterscheiden, sind noch weitgehend

unbekannt.

1.2.1 Enzyme der Ubiquitin-Kaskade
Fiir den aktivierenden Schritt in der Ubiquitinierung, ist als EI-Enzym das in verschiedenen
Organismen hoch konserviert vorliegende Ubal (ubiquitin activating 1) als erstes identifiziert

worden (Haas und Rose, 1982; Haas ef al., 1982). Ubal wurde zunichst aus Weizen kloniert
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(Hatfield et al., 1990) und kurz darauf auch in der Hefe identifiziert (McGrath et al., 1991).
Homologe des Ubal sind in allen untersuchten eukaryotischen Spezies vorhanden und
lebenswichtig. Mittlerweile sind insgesamt 8§ humane E1-Enzyme mit der Féhigkeit Ubiquitin
zu aktivieren identifiziert (Schulman et al., 2009). Des Weiteren stellt die Inhibition von E1-
Enzymen ein neues Ziel in der Bekdmpfung maligner Erkrankungen dar (Xu ef al., 2012).

Ein charakteristisches Merkmal der E2-Enzyme ist die Ubiquitin-konjugierende Doméne
(UBC-Doméne), in der das aktive Zentrum mit dem Akzeptor-Cystein lokalisiert ist. Die E2-
Enzyme bilden eine grofe und hoch konservierte Protein-Familie (Hochstrasser, 1996;
Matuschewski et al., 1996; Schulman, 2011; Wenzel et al., 2011). In S. cerevisiae konnten 11
verschiedene E2-Enzyme identifiziert werden, die spezifisch an den zahlreichen Funktionen
der Ubiquitinierung beteiligt sind (Pickart, 2001). Je nach Vorhandensein weiterer Doménen,
werden die E2-Enzyme in mehrere Gruppen unterteilt. Hierbei werden auch E2-Enzyme
unterschieden, welche die Féhigkeit besitzen das Ubiquitin direkt und ohne Vermittlung von
E3-Enzymen, auf das Substrat zu {ibertragen (Jentsch et al., 1987; Schulman, 2011; Wenzel et
al.,2011).

An der Regulation der Ubiquitinierung hat jedoch das E3-Enzym einen erheblichen Anteil.
Damit eine Ubiquitin-E3-Ligase spezifisch binden kann, muss das auf einem Sequenz
und/oder Strukturmotiv basierende Signal im Protein zuginglich vorliegen. Daraus folgt, dass
die E3-Ligasen in der Ubiquitinierung die Triger der Substrat-Spezifitit sind (Laney und
Hochstrasser, 1999; Pickart, 2001). Haufig ist das Ubiquitinierungssignal eine Abfolge
weniger Aminoséduren (AS) in der Priméirsequenz des Substrats (Pickart, 2001; Komander et
al.,2012).

Eines der ersten Ubiquitinierungssignale wurde in mitotischen Cyclinen und Substraten des
APC-Komplexes (anaphase-promoting-complex) entdeckt und als destruction box bezeichnet
(Glotzer et al., 1991; Deshaies, 1999; Koepp et al., 1999; Page und Hieter, 1999; Schulman
und Harper, 2009). In Bindungsstudien wurde gezeigt, dass sowohl die Aminosduren der
Primérsequenz (Glotzer et al., 1991; Yamano et al., 1998) als auch die Konformation der
Signalsequenz, die Affinitit zwischen Substrat und E3-Ligase beeinflussen (Laney und
Hochstrasser, 1999). Der Konformationseinfluss konnte anhand der Strukturdaten
verschiedener Ubiquitinierungssignale bestitigt werden [destruction box, (Jiang und
Basavappa, 1999; Yamanaka et al., 2000)].

Die bislang bekannten Ubiquitin-E3-Ligasen gehoren zu zwei Protein-Familien: den HECT-
E3-Ligasen (homologous to E6-AP carboxy terminus, HECT) oder den RINGfinger-E3-
Ligasen (really interesting new gene, RING) (Chhangani et al., 2012). Die E3-Ligasen mit
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HECT-Domine besitzen C-terminal eine ca. 350 AS grofBe Domine mit konserviertem
Cystein-Rest, welcher mit Ubiquitin einen Thioester bildet, bevor das Ubiquitin mit dem
Akzeptor-Lysin im Substrat verkniipft wird (Huibregtse et al., 1995; Metzger et al., 2012).
Die E3-Ligasen mit RINGfinger-Struktur bilden keinen Thioester mit Ubiquitin, sind jedoch
fiir die Interaktion zwischen Substrat und E2-Ubiquitin-Intermediat essentiell (Deshaies, 1999;
Lorick et al., 1999; Metzger et al., 2012). Die RING-Doméne umfasst ca. 50-70 AS mit
mehreren Cystein- und Histidin-Resten, deren Abstand die Bindung von zwei Zink-Ionen
ermoglicht und so zu einer charakteristischen globuldren Konformation fiihrt (Borden, 2000).
Durch die spezifische Erkennung und Bindung des Substrat-Proteins sowie des E2-Ubiquitin-
Komplexes, ermdglichen sie die direkte Ubertragung des Ubiquitins vom E2-Enzym auf das
Ziel-Protein (Abb. 1.2.B). Des Weiteren besitzen RINGfinger E3-Enzyme auch die Féhigkeit
zur Auto-Ubiquitinierung, wodurch sie sich selbst zum proteasomalen Abbau markieren
konnen (Metzger et al., 2012). U-Box Proteine hingegen koordinieren eine RING-&hnliche
Struktur, ohne die Fahigkeit Zink-Ionen zu binden.

Eine weitere Klasse von Ubiquitin-Ligasen bilden die multimeren RINGfinger Ubiquitin-
Ligasen wie z.B. SCF (Skp1-Cullin-F-box protein) (Abb. 1.2.C) oder der APC-Komplex. SCF
ist ein Multiprotein-Komplex, der durch spezialisierte Untereinheiten zur Bindung des E2-
Ubiquitin-Konjugats und des Substrat-Proteins gekennzeichnet ist. Die Rekrutierung des
Ubiquitin-beladenen E2-Enzyms wird durch das RINGfinger Protein ROC (regulator of
cullins) ermdglicht, welches mit Cullin-Proteinen (CUL) assoziiert ist (Ohta et al., 1999;
Tang et al., 2001; Vodermaier et al., 2004; Choo et al., 2012). Die Substrat-Bindung an SCF
wird durch F-Box-Proteine (Namensgebung durch das erste F-Box-Protein Cyclin F)
ermdglicht, die ihrerseits iiber das SKP1-Protein (S-phase-kinase-associated protein 1) mit
der CULI1-Untereinheit assoziiert sind (Zheng et al., 2002; Choo et al., 2012). SCF-Ubiquitin-
Ligasen konnen F-Box-Proteine mit unterschiedlichen Substrat-Spezifititen enthalten, so dass
eine Vielzahl von verschiedenen Ziel-Proteinen ubiquitiniert werden kann. Als eine reversible
Bindung kann Ubiquitin erneut von de-ubiquinierenden Enzymen (DUB’s) prozessiert
werden (Burrows et al., 2012). In der Hefe sind 19 Ubiquitin-Proteasen bekannt, in
Sdugerzellen wesentlich mehr. Diese werden in zwei Klassen spezifischer Cystein-Proteasen
unterteilt. Die Klasse der C-terminalen Hydrolasen (ubiquitin carboxy-terminal hydrolases,
UCH) prozessieren das als Fusionsprotein exprimierte Ubiquitin (Lee et al., 2011). Die
Ubiquitin-spezifischen Proteasen (ubiquitin specific proteases, UBP) spalten die
Isopeptidbindungen der Poly-Ubiquitin-Ketten und ubiquitinierter Substrate (Wilkinson, 2000;
Lee et al., 2011).
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Abbildung 1.2 HECT- und RINGfinger Ubiquitin-Ligasen.

A. HECT Ubiquitin-Ligasen sind monomere Proteine, die spezifisch mit dem Substrat-Protein und
dem Ubiquitin-beladenem E2-Enzym interagieren konnen. Die HECT-Doméne verfiigt iiber einen
konservierten Cystein-Rest, der durch das E2 mit Ubiquitin beladen wird und dieses auf das
gebundene Substrat iibertrdgt. B. Monomere RINGfinger Ubiquitin-Ligasen binden ebenfalls
spezifisch das Substrat-Protein und den E2-Ubiquitin-Komplex. Im Gegensatz zu HECT-E3
Ligasen gehen RING-E3 Ligasen keine Thioesterbindung mit Ubiquitin ein, sondern vermitteln
direkt die Ubertragung des Ubiquitins auf das Substrat. C. Multimere RINGfinger Ubiquitin-
Ligasen wie das SCF (SKP1-CULI1-F-Box-Protein) binden das Substrat-Protein iiber ein F-Box-
Protein, welches iiber die Proteine SKP1 (S-phase-kinase-associated protein 1) und CUL1 mit
ROC (regulator of cullins) assoziiert ist. Letzteres besitzt das RINGfinger-Motiv zur Bindung des
Ubiquitin-beladenen E2-Enzyms (modifiziert aus Pickart, 2004).

1.2.2 Das 26S-Proteasom
Unkontrollierter Proteinabbau wiirde unweigerlich zur Zerstérung der Zelle fiihren. Um dies
zu verhindern, ist eine stringente Auswahl der Proteine notwendig. In eukaryotischen Zellen
haben sich im Laufe der Evolution zwei proteolytische Systeme, das Endosom-Lysosom
System und das Ubiquitin-Proteasom System, ausgebildet, die diese Selektivitit auf
unterschiedliche Weise gewihrleisten. Im Endosom-Lysosom System wird die Proteolyse auf
abgeschlossene Zellorganellen, den Lysosomen, beschrinkt. Lysosome besitzen die hochste
Konzentration an proteolytischen Enzymen innerhalb einer Zelle und sind Abbauorte fiir
extrazelluldre Proteine und Proteine der Plasmamembran, die spezifisch iiber Endozytose von
den Zellen aufgenommen werden. Der Abbau zytoplasmatischer Proteine durch lysosomale

Proteasen erfolgt durch Autophagozytose (Knop et al., 1993; Miiller et al., 2012). Daneben



sind Lysosomen auch fiir den selektiven Abbau eines geringen Prozentsatzes intrazellulédrer
Proteine, die ein spezifisches Degradationssignal in ihrer Aminosduresequenz enthalten,
verantwortlich (Cuervo und Dice, 1997). Das Ubiquitin-Proteasom System hingegen ist fiir
eine Ubiquitin-abhéngige Degradation von Proteinen im eukaryotischen Zytoplasma (Rock et
al., 1994), Nukleus (Hershko und Ciechanover, 1998) und endoplasmatischem Retikulum
(Plemper und Wolf, 1999) verantwortlich. Ubiquitin-markierte Proteine werden in einem
ATP-abhidngigen Mechanismus in kleine Peptide und freies Ubiquitin prozessiert (Komander
et al., 2012). Das 26S-Proteasom, ein ~2,5 MDa groBBer Protein-Komplex, besteht aus dem
20S Proteasom, das die proteolytisch aktiven Untereinheiten enthédlt und dem 19S
regulatorischen Komplex, der in Anwesenheit von ATP an ein oder beiden Enden des 20S
Proteasoms bindet (Abb. 1.3) (Tanaka et al., 2012). Die ~700 kDa groBBen 20S Proteasomen
bestehen aus 7 verschiedenen a- und 7 verschiedenen B-Untereinheiten. Der Komplex ist aus
vier heptameren Ringen (al-7, B1-7, B1-7, al-7) aufgebaut. Die beiden dueren Ringe des
Enzym-Komplexes werden aus den 7 a-Untereinheiten gebildet und die zwei inneren Ringe
sind aus den 7 B-Untereinheiten (Kopp et al., 1993, Lupas et al., 1993; Groll et al., 2011)
zusammengesetzt. 20S Proteasome konnen Peptide und entfaltete Proteine hydrolysieren, sind
alleine aber nicht zum Abbau gefalteter Proteine befahigt (Pickering et al., 2012).

Die Auswahl und Vorbereitung der Proteine fiir den Abbau geschieht demnach also durch die
regulatorischen 19S Komplexe. Der regulatorische 19S Komplex, auch Lid (Deckel) genannt,
ist fiir eine spezifische Erkennung des zum Abbau bestimmten Substrats unerlédsslich. Die
wichtigsten Komponenten des Lid-Komplexes sind 6 homologe ATPasen, welche an der
Entfaltung des Substrates und dessen Translokation in den 20S Partikel beteiligt sind (Pickart,
2004; Tanaka et al., 2012). Des Weiteren zeigt der 19S Komplex eine Isopeptidaseaktivitit
(Lam et al., 1997; Groll et al., 2011), durch welche die Ubiquitine der Abbausignale

abgespalten werden konnen.
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Abbildung 1.3 3D-Modell vom Aufbau eines 26S-Proteasoms.
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Links. 3D-Modell des katalytischen Komplexes, das 20S Proteasom. In griin dargestellt sind die 7
a-Untereinheiten, in blau und rot die 7 verschiedenen (-Untereinheiten, wobei die Ringstruktur
(Pfeile) der zusammen gelagerten o- bzw. B- Untereinheiten und die Gesamtform des Komplexes
veranschaulicht werden. Rot hervorgehobene B-Untereinheiten (B1,82,835) weisen eine
katalytische Aktivitdt auf. Rechts. 3D-Modell des gesamten Komplexes, das 26S-Proteasom. Im
Zentrum dargestellt sind die o- und B-Ringe des 20S Kern-Komplexes (Base). Die 19S
Regulatoren (Lid) bestehen aus 2 Sub-Komplexen. Orange: die 9 nicht- ATPase- Untereinheiten
des ,,Lid“-Sub-Komplexes, der fiir die Substratbindung von Bedeutung ist. Violett: abgebildet sind
die Triple-A (AAA-) ATPase-Untereinheiten, welche mit weiteren Proteinen den ,,Base*-Sub-
Komplex formieren. Deutlich wird die Symmetrie des Komplexes aus 19S- und 20S- zum 26S-
Proteasom (modifiziert aus Kloetzel, 2001).

Isolierte 26S-Proteasomen aus Drosophila (Walz et al., 1998), Xenopus (Peters et al., 1993),
Rattenleber (Yoshimura et al., 1993) und Spinat (Fujinami et al., 1994) sehen auf
elektronenmikroskopischen Aufnahmen dhnlich aus. Die Gesamtliange der 26S-Proteasomen
betragt ungefdhr 45 nm, ihre Breite 20 nm. Die an den Seiten des zylinderféormigen 20S
Proteasoms assoziierten regulatorischen 19S Komplexe sind asymmetrische Komplexe, deren
Form an die K6pfe chinesischer Drachen erinnern (,,Chinese dragon head motif*) (Beal et al.,

1998).

1.2.3 Physiologische Funktionen der Ubiquitinierung in der Zelle
Das Proteasom-System ist in der proteolytischen Degradierung von Regulatoren oder Ziel-
Proteinen mafgeblich involviert und ist somit fiir die Aufrechterhaltung der zelluldren
Homdostase essentiell. Die Aktivitdt(en) oder Stabilitdt vieler Proteine werden iiber den
Abbau des Proteins reguliert. Anfianglich wurde vermutet, dass das Proteasom als eine Art
zelluldre ,,Miillabfuhr* tatig ist. Die Wissenschaft der letzten zwei Dekaden zeigte jedoch,
dass die Proteindegradation iiber den proteasomalen Abbauweg gerade bei den kurzlebigen
Proteinen aus Zellzyklus, Zellwachstum und Zelldifferenzierung eine bedeutende Rolle spielt.
Die Ubiquitin vermittelte Proteolyse ist aulerdem fiir den Abbau geschiadigter oder mutierter
Proteine verantwortlich, wie sie unter Stressbedingungen wie Hitzeschock oder Sauerstoff-
mangel entstehen (Finley et al., 1987; Grune et al., 2003). Der selektive Abbau falsch
gefalteter Proteine im endoplasmatischen Retikulum wird durch so genannte ERAD-Prozesse
(ER associated degradation) eingeleitet und ins Zytoplasma zur Eliminierung dirigiert
(Sommer und Wolf, 1997; Goder, 2012). Neben einer vollstindigen Proteolyse, spielt das
Proteasom auch eine wichtige Rolle bei der Prozessierung von Proteinen. So wurde
beispielsweise flir den Transkriptionsfaktor NF-kB (Nuclear Factor kappa B) beschrieben,
dass eine Prozessierung des inaktiv synthetisierten Vorlduferproteins (p105), zu einer 50 kDa
aktiven Form fiihrt (Lin et al., 1996; Liu et al., 2012). Ein vollstdndiger Abbau des p105-

Vorlduferproteins wird hierbei durch eine N-terminale, hochstabile Rel homology domain
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verhindert (Lin und Kobayashi, 2003; Kanarek et al., 2012). AuBBerdem ist das Proteasom in
der Prozessierung viraler Antigene und daher flir eine Abwehr viraler Infektionen sehr
wichtig (Jonathan et al., 1999; Stoltze et al., 2000; Hwang et al., 2011). In eukaryotischen
Organsimen werden beispielsweise Zellteilungen von Cyclin-abhédngigen Kinasen (CDKs)
strengstens reguliert. Durch eine Bindung von entsprechenden Cyclinen (Aktivatoren),
kommt es zu einem zeitlich koordinierten Abbau (Zavrski et al., 2005).

Andere Forschungsergebnisse weisen auf einen Zusammenhang zwischen der Genexpression
und dem Proteasom hin. In Eukaryoten ist die Genexpression ein streng kontrollierter Prozess.
Transkriptionsfaktoren, als kurzlebige Proteine, konnten bei einem Uberschuss letale Folgen
fiir eine Zelle haben (Hochstrasser und Kornitzer, 1998; Liu et al., 2012). Indem das
Proteasom den Umsatz dieser Transkriptionsfaktoren und anderer an der Transkription
beteiligter Proteine (Kofaktoren) durch zeitgenaue Degradation kontrolliert (Lipford et al.,
2003; Geng et al., 2012), spielt es eine wichtige Rolle fiir die Transkription (Reid et al., 2003;
Geng et al., 2012). So werden die Transkriptionsfaktoren p53 oder Ostrogen-Rezeptor o
(ERa) vollstindig durch das Proteasom abgebaut. Durch eine Polyubiquitinierung, vermittelt
durch die E3-RING-Ligase Mdm2 (Murine double-minute protein 2), kommt es zum Abbau
von p53. Somit wird die Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase und die Apoptose der
Zellen durch p53-Aktivitdt verhindert, was im Falle von DNA-Schidigung verheerende
Folgen hat (Hilt, 2004). Fiir den ligandenabhingigen ERa wurde gezeigt, dass eine
Polyubiquitinierung fiir die Transaktivierung von Zielgenen von entscheidender Bedeutung ist
(Nawaz et al., 2003).

Die Regulation der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren kann allerdings auch indirekt
auf Grundlage eines Abbaus von Kofaktoren erfolgen. Die beiden homologen CLIM1/Ldb2-
und CLIM2/NLI/Ldbl-Proteine sind Bestandteile von Multiprotein-Komplexen, die
verschiedene Transkriptionsfaktoren wie LIM-Homdodoménen-, bHLH-, GATA-, und Otx-
Transkriptionsfaktoren enthalten konnen. Sie bilden Homodimere, was fiir ihre Funktion als
positive Koregulatoren vor allem fiir LIM-Homdodoménen-Transkriptionsfaktoren (LIM-HD)
duBerst wichtig ist (Agulnick et al., 1996; Jurata et al., 1996, 1997; Bach et al., 1997,
Mukhopadhyay et al., 2003; Narkis et al., 2012). In diesem System konnte fiir die
RINGfinger Ubiquitin-Ligase RLIM eine Funktion als negativer Regulator der LIM-HD-
Transkriptionsfaktoren aufgezeigt werden (Bach et al., 1999). Der Mechanismus des
negativen FEinflusses von RLIM wurde verstanden, nachdem dem RLIM-Protein eine
Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt zugewiesen werden konnte. So war es moglich die CLIM

Kofaktoren als Substrat-Proteine zu identifizieren, die von RLIM fiir den proteasomalen
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Abbau markiert werden, wodurch wiederum die von CLIM vermittelte Aktivitdt der LIM-
HD-Transkriptionsfaktoren verringert wird (Ostendorff et al, 2002). Diese vielfdltigen
Funktionen des Proteasoms bestdtigen demnach ein groBes Interesse an der Entwicklung
neuer Proteasom-Hemmer als Therapieoption fiir die Behandlung maligner Erkrankungen
oder chronischer Entziindungen (Mujtaba et al., 2011). So konnte bereits gezeigt werden, dass
maligne Zellen sensibler auf eine Proteasomhemmung reagieren als normale Zellen. Die
spezifische Hemmung seiner proteolytischen Aktivititen ruft eine Vielzahl wiinschenswerter,
therapeutisch relevanter Effekte hervor. Beispielsweise fiihrt die Inhibition des Apoptose
einleitenden Proteins Bcl-2, zu einer ldngeren Lebensdauer der Zellen (Pattingre und Levine,
2006). Weiterhin wird der Abbau von IkB, des natiirlichen zelluldren Inhibitors des
Transkriptionsfaktors NFkB, unterbunden, wodurch verhindert wird das NFxB in den
Zellkern translokiert und dort zahlreiche Gene aktiviert, welche fiir die Vermehrung und
Anheftung von Krebszellen wichtig sind (Lin und Kobayashi, 2003). Das einzige bisher
zugelassene Arzneimittel ist der Proteasomhemmer Velcade® (oder Bortezomib); eine
vielversprechende Substanzklasse, die sich wahrscheinlich in den nichsten Jahren zu einer

neuen Sédule der Tumortherapie entwickeln wird.

1.3 LIM-Proteine

Die Familie der LIM-Proteine ist eine grofle und sehr diverse Gruppe von Proteinen, deren
gemeinsames Merkmal eine oder mehrere LIM-Dominen darstellen. LIM-Proteine sind
beteiligt an der Ausbildung von Zellidentitdt, Zelldifferenzierung und der Kontrolle von
Zellwachstum (Dawid et al., 1998; Li et al., 2012; Jarvinen et al., 2012). Der Name bezieht
sich auf die drei zuerst entdeckten und fiir LIM-Homo6odoménen-Transkriptionsfaktoren
(LIM-HD-Proteine) kodierenden Gene Linl1, Isll und Mec-3. Inzwischen konnte gezeigt
werden, dass LIM-Proteine sowohl in Hefe als auch in tierischen und pflanzlichen
Organismen vorkommen (Liebhaber ef al., 1990; Miiller et al., 1994; Zheng et al., 2007).

LIM-Doménen sind Doppel-Zink-finger-Strukturen, welche zwar strukturell dem Zink-finger
vom GATA-Typ (Perez-Alvarado et al., 1994) dhnlich sind, binden jedoch im Gegensatz zu
diesen keine DNA, sondern sind als Protein-Protein Interaktionsdoméne bekannt (Schmeichel
und Beckerle, 1994; Bach et al., 2000). Der so genannte Zink-finger erhielt seinen Namen, da
dieses Protein iiber zwei Histidin- und zwei Cysteinreste tetraedrisch koordiniert, einen
Komplex mit einem zentralen Zinkatom bildet und dadurch rdumlich eine fingerdhnliche
Form erhilt (Sanchez-Garcia und Rabbits, 1994; Dawid et al., 1998; Kadrmas und Beckerle,

2004). Sie ist eine Cystein-reiche Region aus zwei Zink-finger, die durch einen Abstand von 2
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Aminosduren getrennt ist (xXCxxCx7.;9Hxx CxxCxxCx16.20Cxx[D/H/C]x) (Freyd et al., 1990;
Dawid et al., 1995; Jurata und Gill, 1997). Der Mensch besitzt mindestens 135 identifizierte
LIM-kodierende Sequenzen, die auf insgesamt 58 Gene verteilt sind (Kadrmas und Beckerle,
2004). Neben LIM-Dominen koénnen LIM-Proteine noch andere funktionelle Doméinen

enthalten.

C(X)2C(X)16-23H/CHX) 2,2 (C/H/ENK) 2C (X)2C(X)14-21(C/HNX) 241 ,2(C/H/D/E)X

Abbildung 1.4 Die LIM-Domiine.

Dargestellt ist die Doppel-Zink-finger-Struktur wie sie fir LIM-Doménen beschrieben ist. Die 8
konservierten Zink-Ionen-bindenden Aminosduren sind hervorgehoben (1-8). X steht fiir jede
beliebige Aminosiure. Die Topologie einer LIM-Doméne durch die Koordination zweier Zink-
Ionen, ist ein Tandem von zwei Zink-finger. Griine Markierung deutet auf aliphatische
Aminosduren hin die semi-konserviert sind, wihrend dunkelrot markierte Aminoséuren, invariante
Positionen haben aber nicht konserviert sind. Gelb markiert sind nicht konservierte Positionen, die
in ihrer Zahl variabel sind. (Aus Kadrmas und Beckerle, 2004.)

Aufgrund der hohen Diversitidt der Proteine ist es schwierig sie zu klassifizieren. Es gibt
unterschiedliche Modelle, die sich entweder an der Sequenzhomologie der LIM-Doménen,
der Gesamtstruktur oder an anderen in den Proteinen vorhandenen funktionellen Doméanen
orientieren. Im Wesentlichen gibt es vier verschiedene Typen von LIM-Dominen (A-D).
Dazu kommen wenige Ausnahmen, die in diesem Modell nicht unterzubringen sind (Dawid et
al., 1995). LIM-Proteine werden in drei Gruppen unterteilt (Dawid et al., 1998; Zheng et al.,
2007). LIM-Proteine der Gruppe 1 enthalten LIM-Doménen des A- oder B-Typs, die als
Tandem-Wiederholungen vorkommen (Dawid et al., 1998). Hierzu zéhlen LIM-HD-Proteine,
nukledre LIM-only-Proteine (LMOs) und LIM-Kinasen (LIMKs). Mit Ausnahme der LIMKs
befinden sich diese Proteine primir im Zellkern.

Bei LIM-Proteinen der Gruppe 2 handelt es sich um vorwiegend zytoplasmatische Proteine,
die auller LIM-Dominen, keine anderen funktionellen Doménen aufweisen. Die LIM-

Doménen dieser Klasse gehoren zum Typ C (Dawid et al., 1998; Zheng et al., 2007).
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Die dritte Gruppe von LIM-Proteinen ist am wenigsten homogen und umfasst meist Proteine
mit LIM-Dominen des D-Typs. Auch die Proteine dieser Gruppe sind vorwiegend
zytoplasmatisch.
I.3.1 Nukleire LIM-Proteine

LIM-Homo6odoméanen-Transkriptionsfaktoren enthalten neben den beiden LIM-Doménen, die
familientypische DNA bindende Homdodoméne und eine Transaktivierungsdoméne. Die
tandemartig wiederholten LIM-Dominen liegen im N-terminalen Teil der Proteine, wihrend
die Transaktivierungsdoméne C-terminal lokalisiert ist. Ein gemeinsames Merkmal aller LIM-
HD-Proteine (Hox-, POU-, Pax und LIM-), ist die hochkonservierte und etwa 60
Aminosduren lange Homoo-Box. Sie beinhaltet ein so genanntes Helix-turn-Helix-Motiv, in
dem Helix 1 und Helix 2 antiparallel angeordnet sind, wihrend die dritte Helix dazwischen
liegt und an die grofle Furche der DNA bindet. Zusétzlich kommt es durch den N-terminal vor

der ersten Helix gelegenen Teil, zu einer Bindung der kleinen Furche der DNA.

Lhx3

N l—iu_ln—-_lm. c
1

403

Abbildung 1.5 Der LIM-HD-Transkriptionsfaktor Lhx3

Hervorgehoben sind Protein-Doménen farblich: Ziffern weisen auf jeweilige Aminoséuren hin. N-
terminal zwei LIM-Doménen (Griin) gefolgt von der Homéodomine (HD) zur DNA-Bindung
(Gelb), C-terminal die Transaktivierungs-Doméne (Braun).

LIM-HD-Transkriptionsfaktoren spielen eine fundamentale Rolle in verschiedenen
biologischen Prozessen, wie z.B. der Organogenese und der neuronalen Entwicklung (Hobert
und Westphal, 2000; Bach, 2000). Es konnte gezeigt werden, dass sie z.B. in der axonalen
Projektion von Neuronen eine iibergeordnete Rolle spielen, aber auch die Differenzierung
einzelner Neuronenpopulationen (z.B. Motorneurone und V2 Interneurone) aus neuronalen
Stammzellen spezifisch steuern (Sharma et al., 1998; Kania et al., 2000; Lee et al., 2011,
Hoekstra et al., 2013). Des Weiteren sind LIM-HD-Transkriptionsfaktoren auch an der
Entwicklung der Hypophyse (z.B. Lhx3), des pankreatischen Mesenchyms sowie der Islet-
Zellen (z.B. Isl1 und Isl2) und an der Erythropoese beteiligt (Pfaff ef al., 1996; Ahlgren, 1997;
Porter et al., 1997). Lhx3" knockout Miuse fehlen beispielsweise sowohl Vorder- als auch
Intermediédrlappen der Hypophyse und weisen somit enorme Storungen der
Hirnstammfunktionen auf. Sie sterben entweder bereits bei Geburt oder spitestens 24 Stunden

danach (Sheng et al., 1996). In Lhx2"" knockout Miusen kommt es zu Frontalhirndefekten,
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dem Fehlen von Augen, einer gestorten Erythropoese und einer embryonalen Lethargie
(Porter et al., 1997).

Weiterhin konnen LIM-HD-Proteine in ihrem Expressionsmuster wihrend der Embryogenese
rdumlich und zeitlich iiberlappen. Fiir die Aktivitdt der LIM-HD-Proteine ist eine Interaktion
mittels LIM-Domine und den nukledren Adaptor-Proteinen der CLIM/Ldb-Familie von
entscheidender Bedeutung. CLIM-Proteine werden daher ausfiihrlicher im néchsten Kapitel
eingeleitet.

LMO-Proteine (LIM only-) sind die kleinsten LIM-Proteine und bestehen vorwiegend aus
zweil tandemartig angeordneten LIM-Doménen (Jurata und Gill, 1998; Matthews et al., 2013).
Neben den zwei LIM-Doménen besitzen sie keine weiteren funktionellen Doménen. Obwohl
sie vorwiegend im Kern lokalisiert sind, konnen sie nicht direkt DNA binden. Mittels der
LIM-Doméne vermitteln sie ihre modulatorische und regulierende Aktivitit als molekulare
Adaptoren auf spezifischen Zielgenpromotoren (Jurata und Gill, 1998; Matthews et al., 2013).
LMO-Proteine (LMO1-4) sind maligeblich am Aufbau von Protein-Komplexen beteiligt,
indem sie andere Proteine oder Faktoren rekrutieren, binden und am Komplexautbau
teilnehmen lassen (Lee und Young, 2000). LMO-Proteine sind wéahrend der Embryogenese
von entwicklungsbiologischer Bedeutung. So ist beispielsweise LMO2 essentiell fiir die
embryonale Erythropoese (Rabbits, 1998). Es konnte fiir LMO2 gezeigt werden, dass es
gemeinsam im Komplex mit CLIM2/Ldbl fdhig ist, in hd@matopoetischen Stammzellen
synchron die Transkriptionsfaktoren TALI, E2A und GATA1l zu binden, wodurch die
spezifische Genexpression flir die Himatopoese aktiviert wird (Cantor und Orkin, 2001;
Kadrmas und Beckerle, 2004). LMO2” knockout Méuse sind embryonal letal, da keine reifen
Erythrozyten entwickelt werden konnen (Warren ef al., 1994).

LMO-Proteine wurden auBerdem als Onkogene identifiziert (Rabbitts, 1998; Bach, 2000; Lee
und Pfaff, 2001; Matthews et al., 2013). Die Gene von LMO1 und LMO2 wurden erstmalig
aufgrund ihres Vorkommens in chromosomalen Translokationsbruchstellen bei Patienten mit
T-Zell-Leukdmie entdeckt. Diese Translokationen fiithren zu einer stark erhdhten Expression
von LMOI1 und LMO2 im Thymus und in T-Zellen, also in Geweben in denen beide LMO-
Proteine normalerweise nur in geringen Mengen exprimiert werden.

Eine Uberexpression von LMO1 oder LMO2 im Thymus von transgenen Tieren fiihrt dariiber
hinaus zu einer Transformation der T-Zellen (Larson et al., 1995; Larson et al., 1996).
Zusitzlich konnten die LIM-Proteine LMO3 und LMO4 identifiziert werden. LMO3 ist
beispielsweise in Neuroblastom-Zellen stark exprimiert (Aoyama et al., 2005). Fiir LMO4

konnte gezeigt werden, dass es in Brustkrebszellen héufig iiberexprimiert ist und diese
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Uberexpression zur Inhibition der Differenzierung von Brustepithelzellen fiihrt (Visvader et
al.,2001). So scheint es, dass es in allen Féllen einer Deregulation der Expression von LMO-

Proteinen, zu einer Tumorgenese kommt (Matthews et al., 2013).

1.4 CLIM Kofaktoren
Die CLIM-Kofaktorfamilie (cofactors of LIM-HD-proteins) besteht in Sdugern aus
CLIM1/Ldb2 und CLIM2/NLI/Ldbl (Agulnick et al., 1996; Jurata et al., 1996; Bach et al.,
1997; Kiefer et al., 2011). Beide Proteine sind zu 75% homolog und wéhrend die CLIM2-
mRNA ubiquitdr exprimiert wird, findet man eine CLIM1-mRNA Expression vorwiegend
neuronal und in der Lunge (Bach et al., 1997). Des Weiteren erkennt unser eigens generierter
und polyklonale CLIM-Antikorper beide Molekiile. Zur Vereinfachung werden im weiteren
Verlauf dieser Arbeit fiir Projekt I, beide Molekiile als CLIM-Proteine bezeichnet. In Projekt
I, welches sich mit der Analyse und Funktion der CLIM Kofaktoren in Brustkrebs
beschéftigt, konnte lediglich eine CLIM2-mRNA Expression detektiert werden, so dass in
Projekt II ausschlieflich von CLIM2 gesprochen wird. Diese nukleére Proteinfamilie ist von
Drosophila (CLIM-Homolog CHIP) bis zum Menschen hoch konserviert und ubiquitir
exprimiert. CLIM-Proteine sind Bestandteile von Multiprotein-Komplexen, die neben LIM-
HD- auch bHLH- GATA- oder Otx-Transkriptionsfaktoren enthalten kdnnen (Bach et al.,
1997, Wadman et al., 1997, Kiefer et al., 2011). Mittels einer N-terminalen
Dimerisierungsdoméine bilden CLIM-Proteine Homodimere (Jurata et al., 1998; Matthews et
al., 2013). Die C-terminale LIM-Interaktionsdomdne (LID) befdhigt sie zur Bindung von
LIM-Doménen (beispielsweise von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren) und zur Bildung eines
tetrameren Komplexes aus je zwei CLIM- und LIM-HD-Proteinen (Abb. 1.6). Hierbei
bewirken CLIM-Proteine eine positive Koregulation in der von LIM-HD-
Transkriptionsfaktoren eingeleiteten Genexpression (Bach et al., 2000; Wilkinson-White et
al., 2011). Diese Positivitit wird dadurch erkldrt, dass durch die Ausbildung eines
Homdodoménen-Tandems, Enhancer- und Promoter-Elemente von DNA-Sequenzen
gleichzeitig gebunden werden und somit die Transkription erfolgreich eingeleitet werden
kann (Sharma et al., 1998; Thaler et al., 2002; Wilkinson-White et al., 2011). Viele
Enhancer- und Promotor-Elemente eines Genes liegen nicht selten einige 100 Kilobasen
voneinander entfernt. Daher spielt die Formation von DNA gebundenen Multiprotein-
Komplexen eine wichtige Rolle in der koordinierten Durchfiihrung der Genexpression. In
Drosophila konnte gezeigt werden, dass das LIM-HD-Protein Apterous durch die Deletion

der LIM-Doméne seine Funktionalitit verliert, was zu einer gestorten dorso-ventralen
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Entwicklung der Fliigel fiihrt. Wurde aber die LIM-Doméne von Apterous durch die
Dimerisierungsdomine von CHIP (CLIM-Homolog) ersetzt, so entwickelten sich die Fliigel
normal (Fernandez-Funez et al., 1998; Milan und Cohen 1999; van Meyel et al., 1999;
Bronstein et al., 2010). Diese Beobachtung zeigt, dass die Funktion von CLIM als Kofaktor
der LIM-HD-Proteine auf der Féhigkeit zur Dimerisierung beruht (siche Abb. 1.6).

AulBlerdem scheint die Menge an vorhandenen CLIM-Proteinen wichtig fiir die Aktivitit von
LIM-HD-Transkriptionsfaktoren zu sein. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression dominant-negativer CLIM-Proteine, denen die Dimerisierungsdomine fehlt,
in Zebrafischen zu dhnlich gravierenden Phénotypen fiihrt, wie sie in Lhx2" knockout Miusen
beobachtet werden konnten. Diese beinhalteten Augendefekte bis hin zum fast vollstindigen
Verlust von Augen, Defekte in der Entwicklung der Grenzstruktur zwischen Stamm- und
Hinterhirn und Defekte in der Entwicklung bestimmter Neurone (Porter et al., 1997; Becker
et al., 2002). Die CLIM2” knockout Maus zeigte allerdings ein weitaus groBeres Spektrum an
Phanotypen. Sie ist ab dem Embryonaltag 9,5-10,5 nicht mehr lebenstfdhig. So fiihrt eine
Deletion des CLIM2 Gens zu enormen Fehlentwicklungen wéhrend der Gastrulation. Es
zeigten sich verschiedenste embryonale Entwicklungsstorungen, wie etwa das Fehlen des
Herzens und bestimmter Kopf-Strukturen, sowie der Verlust von einigen Mesoderm
abstammenden Strukturen. Weiterhin konnte in erythroiden Zellen der CLIM2 " knockout
Maiuse keine Hidmatopoese vorgefunden werden (Mukhopadhyay et al., 2003). Dieses breite
Spektrum an Phénotypen ist vermutlich auf eine Fehlregulation von diversen CLIM-
bindenden Transkriptionsfaktoren zuriickzufiihren. Auflerdem konnte beobachtet werden,
dass das Vorhandensein von CLIM Kofaktoren im Komplex mit Lhx3, eine synergistische
Genaktivitit auf dem o-GSU-Promotor (Hypophysen-Hormon; o Glycoprotein-subunit)
bewirkt, wiahrend es zu einer inhibitorischen Wirkung im Komplex mit Lmx1 auf dem
Insulin-Promoter kommt (Bach et al., 1997; Jurata und Gill, 1997). Andere
Forschungsergebnisse zeigten, dass CLIM-Proteine, im Komplex mit LMO2, in
hamatopoetischen Stammzellen synchron die Transkriptionsfaktoren TALI, E2A und
GATA1 binden, wodurch die spezifische Genexpression durch eine Formation von
Multiprotein-Komplexen fiir die Hamatopoese aktiviert wird (Cantor und Orkin, 2001;
Kadrmas und Beckerle, 2004). Auch scheinen CLIM-Proteine fiir die Ausbildung reifer
Erythrozyten wiahrend der Embryogenese unabdinglich zu sein (Li et al., 2010).

Als Adaptoren in Multiprotein-Komplexen spielen CLIM-Proteine eine wichtige Rolle in der
Transkription. So konnte parallel zu dieser Arbeit, CDKO9 (cyclin dependent kinase) als neuer

in vivo Interaktionspartner identifiziert werden. Es wird vermutet, dass in erythroiden
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Vorlduferzellen der CLIM2-CDK9-Komplex an der Aufrechterhaltung der Zellen im
proliferierenden Stadium beteiligt ist (Meier et al., 2006). Fiir CDKO9 ist bisher bekannt, dass
es die Aktivitdt der RNA-Polymerase II mittels Phosphorylierung der C-terminalen Doméne
reguliert (Marshall et al., 1996; Zhu et al., 1997), im Zell-Zyklus beteiligt ist (Bettencourt-
Dias et al., 2004) und ausserdem die Monoubiquitinierung von Histon 2B beglinstigt (Karpiuk
et al., 2012). Ein weiterer neuer und wenig charakterisierte Interaktionspartner von CLIM-
Proteinen, ist SSDP1 (single strand DNA binding protein 1) (Chen et al., 2002). Als ein
Koaktivator von CLIM-Proteinen scheint SSDP1 wihrend der embryonalen Entwicklung in
Xenopus oder Drosophila von entscheidender Bedeutung zu sein (van Meyel et al., 2003;
Bronstein et al., 2010). Im Vorwege dieser Arbeit konnte, sowohl in unserem Labor als auch
in anderen Arbeitsgruppen, SSDP1 als neuer Interaktionspartner von CLIM2 identifiziert
werden (Chen et al., 2002, van Meyel et al., 2003). Hierbei interagiert die N-terminale LUFS-
Doméne (LUG/LUH, Flo8, single-strand DNA-binding protein) von SSDP1 mit der LCCD-
Doméne von CLIM-Proteinen (Abb. 1.6).

Es zeigte sich, dass SSDP1 als ein weiteres Mitglied des LIM-HD Transkriptionsnetzwerkes,
eine wichtige Rolle spielt und SSDP17" knockout Miuse zu gleichen gravierenden Phinotypen
fihren, wie sie bereits fiir CLIM2" knockout Miuse beschrieben worden sind. Auch hier
zeigten sich enorme embryonale Entwicklungsstorungen, welche ebenfalls zur frithen
Letalitdt fithren. Verbunden ist diese Letalitit mit einer abnormen Entwicklung von

Kopfstrukturen (Enkhmandakh et al., 20006).

SSDP1

cum i Lo [N e .

1 375

1 388

Abbildung 1.6. Die Formation von Multiprotein-Komplexen mittels CLIM-Proteine.

Links. Dargestellt sind die Protein-Doménen von CLIM- und SSDP1-Proteinen. Ziffern weisen
auf jeweilige Aminosduren hin. CLIM: N-terminal die Dimer(isierungs)-Doméne (Blau), gefolgt
von der LCCD-Domine (Ldb/Chip conserved domain) (Gelb), und der C-terminalen LIM-
Interaktions-Doméne (LID) (Rot). SSDP1: N-terminal die LUFS-Doméne (Orange), gefolgt von
der Prolin-reichen-Doméne (PRD; proline-rich-domain) (Blau). Rechts. Dargestellt ist ein Modell
fiir die CLIM vermittelte Formation von Multiprotein-Komplexen auf DNA. Bildung eines
tetrameren Komplexes aus je zwei CLIM-Proteinen und je zwei LIM-HD-Transkriptionsfaktoren.
Hierbei interagiert die LID-Doméne von CLIM mit der LIM-Doméne von LIM-HD-Proteinen.
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Erst die Interaktion von SSDP1 mit CLIM, fiihrt zur Transaktivierung der Genexpression. Hierbei
interagiert die LUFS-Domiéne von SSDP1 mit der LCCD-Doméne von CLIM.

.5 RLIM, ein weiterer Kofaktor des LIM-Systems

Ein weiterer Kofaktor des LIM-Systems ist das Protein RLIM (RINGfinger LIM-domain
binding protein). In Maus und Mensch kodiert das X-chromosomale Rnf12 Gen fiir das 600
Aminosduren grole RLIM Protein. Das murine RLIM zeichnet sich durch eine C-terminale
RINGfinger-Doméne aus, in der zwei Zinkatome von je vier Aminosdureresten koordiniert
werden. Fiir das RINGfinger-Motiv (40-60 AS) wurde folgende Konsensus-Sequenz mit 8
Zn>"-bindenden Resten ermittelt: CX5CXo.39C13HX, 3C/HX,CXy45CX,C (Freemont, 2000;
Joazeiro und Weissman, 2000; Budhidarmo et al., 2012). Befindet sich, wie im Falle von
RLIM, an der flinften Zink-bindenden Position ein Histidin-Rest anstelle eines Cystein-Restes,
so handelt es sich um ein so genanntes RING-H,-Motiv. Als eine weitere wichtige
Komponente des LIM-Systems, konnte RLIM auf der Grundlage einer Interaktion mit Lhx3
identifiziert werden. Dariliber hinaus bindet es ebenfalls nukleire LMO-Proteine sowie den
Kofaktor CLIM. Zu zytoplasmatischen LIM-Proteinen zeigt es allerdings nur eine sehr
schwache bis gar keine Affinitit (Bach et al., 1999). Durch weitere Analysen stellte sich
heraus, dass sowohl das mRNA- als auch das Protein-Expressionsmuster von RLIM, dem von
CLIM fast identisch sind. Beide sind stark in Geweben wie Gehirn oder Neuralrohr exprimiert.
(Bach et al., 1999, Ostendorff et al., 2006). Des Weiteren sind in diesen Geweben LIM-HD-
Proteine an der Entwicklung bestimmter Strukturen, wie z.B. den Motorneuronen des
Neuralrohres, beteiligt. So konnten durch in vivo Experimente in Hithnerembryonen, weitere
Aufschliisse iiber die Funktion von RLIM gegeben werden. Eine Uberexpression von RLIM
fiilhrte zu Defekten in der Fliigelentwicklung der Embryonen. Dieser Phénotyp entsprach dem,
wie er bis dahin fiir eine Uberexpression von dominant-negativen CLIM-Proteinen oder einer
Inhibierung von Lhx2 beobachtet worden ist. Diese Ergebnisse deuteten auf eine in vivo
Funktion von RLIM als negativer Regulator von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren hin. Eine
transiente Kotransfektion mit den LIM-HD-Transkriptionsfaktoren Lhx2 oder Lhx3, miindete
in eine Inhibition der Transaktivierung von Zielgenen. Die Rekrutierung der
Histondeacetylase HDAC2/Sin3A zum Transkriptionsfaktor-Komplex mittels RLIM, schien
eine mogliche Ursache dieser Inhibition zu sein (Bach et al., 1999).

Die Entdeckung unseres Labors von RLIM als Ubiquitin-Ligase, ermdglichte die Einsicht in
einen weiteren inhibitorischen Mechanismus im LIM-HD-Proteinnetzwerk. Neben der
Féhigkeit zur Autoubiquitinierung (Selbst-Ubiquitinierung), ist RLIM auch in der Lage die
Polyubiquitinierung von CLIM-Proteinen in vitro und in vivo zu vermitteln und diese somit

fiir den proteasomalen Abbau zu markieren. CLIM Kofaktoren sind fiir die Aktivitdt der LIM-
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HD-Proteine besonders wichtig. Durch den Abbau von CLIM Kofaktoren, entfaltet RLIM
seine Funktion als negativer Regulator der LIM-HD-Transkriptionsfaktoren (Ostendorff et al.,
2002). Des Weiteren konnte RLIM in unserer Arbeitsgruppe erst kiirzlich als unerlésslich fiir
den Vorgang der X-chromosomalen Inaktivierung wéhrend der Maus-Embryogenese
identifiziert werden (Shin et al., 2010). Ausserdem steuert RLIM die Differenzierung von
alveoldren Epithelzellen und somit die Milchproduktion in der Brustdriise von schwangeren

Mausen (Jiao et al., 2012).

1.6 Die Superfamilie der nukleiren Rezeptoren

Die nukledren Rezeptoren bilden eine Superfamilie von Transkriptionsfaktoren, die fiir
Entwicklung, Differenzierung und Homdostase eine wichtige Rolle spielen (Evans, 1988;
Gronemeyer und Laudet, 1995; Mangelsdorf und Evans, 1995; Norman et al., 2004). Viele
dieser Proteine sind ligandenabhédngige und aktivierbare Transkriptionsfaktoren deren
Hauptaufgabe es ist, spezifisch die Transkription von Zielgenen zu regulieren, in dem sie an
spezifische Erkennungssequenzen in deren Promotorbereich, so genannte Response Elements,
binden (McEwan et al., 1995; Khan et al., 2012). Dieses kann als Monomer, meist aber als
Hetero- oder Homodimer erfolgen. Nukleédre Rezeptoren bilden somit die direkte Verbindung
zwischen extrazelluldren hormonellen Signalwegen und transkriptionellen Antworten.

Mittlerweile reprisentiert die Familie der ligandenabhédngigen Steroid-Rezeptoren, die grofite
bekannte Gruppe der Transkriptionsfaktoren in Eukaryoten (Chang ef al., 1988; Becker-
Andre et al., 1993; Norman et al., 2004). Bisher wurden weit iiber 300 verschiedene nukleére
Rezeptoren identifiziert (Auwerx et al., 1999; Norman et al., 2004). Sie lassen sich nach der
internationalen Nomenklatur in drei evolutiondr und funktionell unterschiedliche
Hauptgruppen unterteilen. Die Typ I-Rezeptoren (Steroid-Rezeptoren) beinhalten die
Rezeptoren fiir die ,klassischen Steroide wie den Ostrogen-, Progesteron-, Androgen-,
Glukokortikoid- und Mineralkortikoid-Rezeptor. Zu Typ II-Rezeptoren (Nicht-Steroid-
Rezeptoren) gehdren der Schilddriisenhormon-Rezeptor (TR), der all-trans-Retinsdure-
Rezeptor (RAR), der 9-cis- Retinsdure-Rezeptor (RXR) und der Vitamin-D;-Rezeptor (VDR).
Eine dritte Gruppe wird von den so genannten Waisen-Rezeptoren (Orphan-Rezeptoren)
gebildet, fiir die entweder kein Ligand existiert oder bislang noch keiner identifiziert werden
konnte (Enmark und Gustafsson, 1996; McKenna et al., 1999). Fiir einige dieser Rezeptoren
konnte jedoch spiter ein spezifischer Ligand identifiziert werden. So sind beispielsweise die
Liganden fiir den Benzoat-X-Rezeptor (BXR) (Blumberg und Evans, 1998), den Farnesoid-X-
Rezeptor (FXR) (Kozak et al., 1996) und den humanen Pregnan-Rezeptor (PAR) (Bertilsson
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et al., 1998) mittlerweile bekannt. Hierbei bilden die Rezeptoren der Klasse I groftenteils
Homodimere, wihrend die der Klasse II sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden konnen.
Entgegen fritherer Vorstellungen, dass die Steroid-Rezeptoren im Zytoplasma lokalisiert sind,
haben immunhistochemische Untersuchungen gezeigt, dass beispielsweise Ostrogen- und
Progesteron-Rezeptoren ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert sind. Die unbesetzten
Rezeptoren werden von Hitzeschock-Proteinen stabilisiert und sind locker mit dem Nukleus
assoziiert (Chrousos et al., 1984; Norman et al., 2004).

Aufgrund von Sequenzhomologien und funktionalen Analysen konnte gezeigt werden, dass
allen Mitgliedern der nukledren Superfamilie eine modulare Struktur gemeinsam ist, welche
sich in 5 verschiedene Doménen bzw. Regionen unterteilen ldsst (Abb. 1.7) (Krust et al., 1986;
Khan et al., 2012). Eine variable N-terminale A/B Domine, eine DNA-Bindungsdomine (C),
eine Scharnierregion (D), eine C-terminale Ligandenbindungsdomine (E), gefolgt von einer
wenig konservierten Doméne (F). Diesen Dominen lassen sich bestimmte Funktionen der

Rezeptoren zuweisen:

NLS/
DBD Hinge LBD/Dimerisierung
N- [ .V - S— | [ - -

T Transaktivierungsfunktion AF1 Transaktivierungsfunktion AF2 595

Abbildung 1.7 Schematischer Aufbau der Superfamilie der nukleiren Rezeptoren am
Beispiel von ERa.

Alle Mitglieder der Superfamilie der nukledren Rezeptoren besitzen eine &hnliche Doménen-
Struktur, bestehend aus einer Transaktivierungsdomidne (A/B), einer DNA-Bindungsdoméine
(DBD) (C), einer Scharnierdoméne (Hinge) und Kernlokalisationssignal (NLS) (D), einer
Ligandenbindungsdoméne (LBD) (E) und einer wenig konservierten Doméne (F).

Die N-terminale A/B-Doméne (AF1) ist jener Proteinbereich der nukledren Rezeptoren,
welcher die groflte Variabilitdt aufweist. Sie ist in der Regel fiir eine Transaktivierung von
hormonregulierten  Genen durch Interaktion mit Komponenten der basalen
Transkriptionsmaschinerie und fiir die Rekrutierung weiterer Transkriptionsfaktoren
verantwortlich (Giguere et al., 1986; Tora et al., 1989; Khan et al., 2012). Rezeptor-
Isoformen, welche den gleichen Liganden binden, unterscheiden sich oft nur in diesem
Bereich. Dennoch konnen solche Isoformen oftmals unterschiedliche Gene aktivieren
(Keightley, 1998; Kumar et al., 2010).

Die darauf folgende Doméne C oder DNA-Bindungsdomaéne ist fiir die spezifische Interaktion

mit dem jeweiligen Response Element verantwortlich. Sie ist die am hdchsten konservierte
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Region und beinhaltet zwei Typ II-Zink-finger, welche fiir die DNA Bindung essentiell sind
(Luisi et al., 1991; Gronemeyer und Moras, 1995). Die variable Doméne D bildet, als
Scharnierregion, die Verbindung zwischen der DNA-Bindungsdomine und der
Ligandenbindungsdoméne. Sie ist fiir die nukledre Lokalisation des Rezeptors verantwortlich.
Meist enthélt sie eine spezifische Sequenz, das so genannte Kernlokalisationssignal, welche
einen hohen Anteil an basischen Aminosduren enthdlt und vom zelluldren
Kerntransportsystem erkannt wird.

Der Ligandenbindungsdoméne (LBD) E sind in der Regel vier Hauptfunktion zuweisbar: (i)
Ligandenbindung; (ii) Aktivierung der Transkription; (iii) Dimerisierung; (iiii) Bindung von
Hitze-Schock-Proteinen. Zusitzlich konnen bei einigen Kern-Rezeptoren, Korepressoren an
die E-Doméne binden. Im C-terminalen Bereich ist die ligandenabhéngige Transaktivierungs-
funktion AF-2 lokalisiert (Green und Chambon, 1988; Gronemeyer, 1991; Khan et al., 2012).
Eine konservierte amphiphatische a-Helix bildet die Kern-Struktur dieser Domine, die fiir die
liganden-abhingige Interaktion von Koaktivatoren mit der LBD verantwortlich ist (Danielian
et al., 1992, Barretino et al., 1994). Uber diese Kofaktoren wird die Transkriptionsaktivierung
vermittelt. Durch Kristallisationsstudien des nicht ligandengebundenen RXRa und des all-
trans Retinsdure gebundenen RARY, konnte die Struktur der E-Domine aufgekldrt werden
(Bourguet et al., 1995; Renaud et al., 1995). Sie besteht aus 12 Helices, wobei die
Kernstruktur der AF-2 Domine in Helix 12 liegt, die beim nicht ligandengebundenem
Rezeptor von der kompakten Struktur wegzeigt. Der Prozess der Ligandenbindung und
Transaktivierung lduft wahrscheinlich folgendermaflen ab: Der Ligand bindet {iber
elektrostatische Wechselwirkungen die Ligandenbindungstasche. Dadurch wird eine
Konformationsédnderung des Rezeptors induziert, die zur Umlagerung der Helix 12 in eine
Position fiihrt, was einem Zuklappen des Deckels auf die ligandengebundene Tasche
entspricht. Durch diese Konformationsdnderung entsteht eine neue Rezeptoroberflache, die zu
einer Rekrutierung und Bindung von Koaktivatoren fiihrt (Wurtz et al., 1996; Osz et al.,
2012). Der Sequenzvergleich mit einer Reihe weiterer Mitglieder der Superfamilie der
nukledren Rezeptoren, ldsst auf eine sehr dhnliche Struktur der Ligandenbindungsdoménen
schlieBen. Die C-terminale F Domine ist sehr variabel, scheint aber fiir eine Erhaltung der
Rezeptor-Konformation unabdingbar zu sein und fordert aullerdem eine -effektive

Transkriptionsaktivierung (Williams et al., 2009).
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1.6.1 Die Steroid-Rezeptoren ERa und ERf
Zur Superfamilie der nukledren Rezeptoren gehort der im Mittelpunkt des zweiten Teils
dieser Arbeit stehende ERo bzw. Ostrogen-Rezeptor a. Bereits 1968 wurde die Existenz
eines Ostrogen-bindenden Proteins und eine Genregulation durch hormonelle Kontrolle
vermutet (Jensen et al., 1968). Es dauerte allerdings weitere zwei Dekaden bis die Klonierung
des dazugehorigen Gens, ERa, vollendet war (Green et al., 1985). Die 1785 Nukleotide der
cDNA korrespondieren einem Polypeptid von 595 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 66,2 kDa. Das humane Gen ist auf Chromosom 6 (6q25.1) lokalisiert
(Menasce et al., 1993). Weitere 10 Jahre spiter konnte ein weiterer Rezeptor identifiziert
werden, welcher dem ERa sehr dhnlich ist, der ERB-Rezeptor (Mosselman et al., 1996). Das
Gen des ERJ ist auf Chromosom 14 (14q22-q24) lokalisiert und besteht aus einem Polypeptid
von 530 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 59,2 kDa (Enmark et al., 1997).
Beide Gene bestehen, wie alle Steroid-Rezeptoren, aus acht Exons. Die beiden Ostrogen-
Rezeptoren haben allerdings eine Sonderstellung unter den Steroid-Rezeptoren, da sie von
zwei unterschiedlichen Genen kodiert werden. Varianten anderer Steroid-Rezeptoren
entstehen durch alternative Transkription/Translation des gleichen Gens (Keightley, 1998;
Kumar et al., 2010). Als Ostrogen-abhingiger Transkriptionsfaktor stimuliert ERol die
Transkription von Zielgenen, welche so genannte Estrogen Response Elements (ERE)
enthalten. Das Konsensus-ERE ist ein 15 basenpaar grofles invertiertes palindromisches
Element mit der Konsensussequenz 5°-AGGTCT-XXX-TGACCT-3". Ostrogen, als Ligand,
zirkuliert entweder frei im Blut oder ist an Plasma-Carrier wie z.B. sex hormone binding
globulin (SHBG) gebunden (ca. 95%). Hierbei kann das ungebundene hydrophobe Ostrogen
vermutlich frei durch Kapillarwand und Zellmembran von Zielzellen diffundieren und gelangt
mittels Diffusion iiber die Kernporen in den Zellkern. Sowohl der ligandengebundene
Ostrogen-Rezeptor, als auch der freie Ostrogen-Rezeptor sind im Zellkern lokalisiert. Solange
der Ostrogen-Rezeptor keinen Liganden gebunden hat, ist er an einen Heat shock protein 90
(Hsp90) Chaperonin-Komplex gebunden (Pratt und Toft, 1997). Der Hsp-Komplex dient
vermutlich der Stabilisierung der Rezeptorstruktur und dem Schutz vor proteasomalen Abbau.
Erst die Bindung von Ostrogen an die Ligandenbindungsdomine, fiihrt zu einer
intramolekularen Konformationsdnderung, welche die Freisetzung des Hsp-Komplexes
bewirkt und somit eine Dimerisierung des Ostrogen-Rezeptors ermdglicht (Pike et al., 2000).
Der so aktivierte Ostrogen-Rezeptor kann sowohl Homo- als auch Heterodimere von ERa.

und ERP bilden. AnschlieBend kann der Rezeptordimer an das ERE-Element im
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Promotorbereich Ostrogen-regulierter Gene zyklisch binden. Der Rezeptor kann hierbei
entweder selbst als Transkriptionsfaktor wirken und/oder andere Transkriptionsfaktoren zum
Zielgenpromotor rekrutieren, welche ihrerseits die Transkription initiieren (Klinge, 2000)
(Abb. 1.8). Die Regulation der Transkription durch ERa ist ein hoch komplexer Vorgang bei
dem zahlreiche Proteine am Promotor wechselwirken (Metivier et al., 2003). Wenn der
dimerisierte Ostrogen-Rezeptor ein ERE-Element gebunden hat, interagiert er mit
Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie und weiteren anderen Proteinen.
Zusatzlich werden, initiiert durch die Konformationsinderung, Kofaktoren wie z.B.
Chromatin  modifizierende Proteine rekrutiert, welche die ERa  vermittelte
Transkriptionsaktivierung verstirken. Es wird vermutet, dass der Ostrogen-Rezeptor und
seine Kofaktoren die Bindung der basalen Transkriptionsfaktoren stabilisieren und dadurch
den Aufbau eines Initiations-Komplexes fiir die Transkription fordern (Metivier et al., 2003).
Ist der Initiations-Komplex vollstindig aufgebaut, wird die RNA-Polymerase II zum
Startpunkt rekrutiert und die Transkription eingeleitet. Der Initiations-Komplex besteht aus
den Transkriptionsfaktoren TFjA, TFyB, TFyD, TFyE, TFyF und TF;H (Roeder, 1996;
Greenblatt, 1997). Hierbei stellen diese, bis auf Ausnahme von TFyH, Multiprotein-
Komplexe dar (Lee und Young, 2000). Der Protein-Komplex TFyH, bestehend aus CDK7
(cyclin dependent kinase) und pTEFDb (positive transcription elongation factor b (CDK9 und
CyclinT1), spielt eine wichtige Rolle in der Serin 2 und Serin 5 Phosphorylierung der
Heptapeptid Sequenzwiederholung der C-terminalen Doméine von RNA-Polymerase II und
geht mit dessen Aktivierung einher (Shilatifard et al., 2003). TFyD besteht aus dem ,, TATA-
box binding protein‘ (TBP) und mindestens 8 weiteren so genannten TAFs (tightly associated
factors) mit einem Molekulargewicht von 18 bis 250 kDa (Verijzer und Tjian, 1996;
Bieniossek et al., 2013). ERa interagiert direkt mit TFyB (Ing et al., 1992) und mit TBP,
wobei die Interaktion sowohl mit AF1 als auch mit AF2 erfolgt (Sadovsky et al., 1995).
AuBerdem interagiert die Ligandenbindungsdomine von ERa lingandenabhingig mit
TAF;30. Es konnte nachgewiesen werden, dass diese Interaktionen Voraussetzung fiir die
ERa vermittelte Transkriptionsaktivierung ist (Jacq et al., 1994; Metivier et al., 2003). Eine

vergleichbare Interaktion konnte auch mit TAF;28 nachgewiesen werden (May et al., 1996).
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Abbildung 1.8 Regulation der Genexpression durch ERa.

Das Steroid-Hormon Ostrégen wird an der Zellmembran von Transportproteinen abgekoppelt und
gelangt entlang eines Konzentrationsgradienten in die Zelle. Der Transkriptionsfaktor ERa ist im
Kern lokalisiert und kommt in seiner inaktiven Form gebunden an verschiedene Chaperone vor,
wie z.B. das Hitzeschock-Protein Hsp90. Der Rezeptor ist in seiner Hormonbindungs-
konformation im Komplex stabilisiert aus dem er spontan abgelost wird. Der freie Rezeptor kann
dann Ostrogen in einer hydrophoben Tasche der LBD binden. Durch die Konformationsénderung
der Helix 12 in der LBD kommt es schlielich zur Initialisierung der Aktivierungsfunktion AF-2
und der Rezeptor bindet als Homodimer an DNA-Sequenzen, den estrogen responsive elements
(ERE) in Zielgenpromotoren. Unterstiitzt wird die Initiation der Transkription durch die
Einleitung von Acetylierungs-Vorgingen an Histonen und durch die Rekrutierung des basalen
Transkriptionsapparates.

1.6.2 Die proteasomale Kontrolle der ERa gesteuerten Transkription
Das Ubiquitin Proteasom System (UP) greift in die Kontrolle der Konzentration bestimmter
Ziel-Proteine nicht nur direkt durch deren Proteolyse ein, sondern reguliert vielféltig auch die
Genexpression und damit die Proteinsynthese durch Modulation der Aktivitit von
Transkriptionsfaktoren (Geng et al., 2012). Zunehmende Forschungsergebnisse sprechen fiir
eine umfassendere Rolle des UP-Systems in der Transkriptionskontrolle, die weit {iber die
reine Kontrolle frei diffundierender Transkriptionsfaktoren hinausgeht. Zusammengefasst
erfolgt eine Ubiquitin vermittelte Regulation der Transkription durch folgende Mechanismen:
(1) Durch die Regulation der intrazelluldren Lokalisation; (i1) Durch Regulation der Aktivitt;
(ii1)) und durch Regulation der zelluldren Konzentrationen von Transkriptionsfaktoren und
deren Koaktivatoren (Aberle et al., 1997; Hoppe et al., 2000; Ostendorft et al., 2002; Geng et
al., 2012). Fiir den Transkriptionsfaktor ERa konnte eine Ubiquitin-abhédngige Degradation
durch das Proteasom nachgewiesen werden (Nawaz et al., 1999; Lee et al., 2012). Als

verantwortliche E3-Ubiquitin-Ligase konnte sowohl BRCA1 (Eakin et al., 2007) als auch
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CHIP (Zhang et al., 2011) identifiziert werden. Aber auch fiir viele weitere Mitglieder der
nukledren Rezeptoren bzw. Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise Glukokortikoid- (GR),
Progesteron- (PR), Androgen- (AR), Thyroid- (TR), oder Mineralkortikoid Rezeptor (MR),
konnte eine Ubiquitin-abhédngige Degradation nachgewiesen werden (Nawaz und O'Malley,
2004; Anbalagan et al., 2012). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die erfolgreiche
Initiation der Transkription mit einer Ubiquitin vermittelten Proteolyse von ERa einhergeht.
So fiihrt eine Inhibition des Proteasoms zu einer vollstindigen Blockierung von ERa
vermittelter Transkription. Es wird diskutiert, dass es zu einer Fehlrekrutierung der basalen
Transkriptionsmaschinerie kommt. Nicht zuletzt deswegen, weil Vertreter des UP-Systems in
RNA-Polymerase II Repressor-Komplexen identifiziert worden sind. Auch konnte gezeigt
werden, dass die RNA-Polymerase II ebenfalls ein Ziel-Protein des UP-Systems ist und
Proteolyse vermittelte Steuerungsprozesse flir die Freisetzung der RNA-Polymerase II von
Initiations-Komplexen eine wichtige Rolle einnehmen (Imhof und McDonnell, 1996).
Hierdurch kommt es zu einer determinierten Abschaltung der gesamten Maschinerie sowie zu
einer Kldrung von Promotor-Komplexen nach Abschlul von Transkriptionsereignissen. Somit
steht die Anzahl der Kopiendurchgiinge unter einer streng vom UP-System kontrollierten und
vermittelten Proteolyse (Lipford und Deshaies, 2003). Andere Ergebnisse haben eine
periodische Assoziation von Proteasomen an bestimmten Promotorregionen beschrieben (Hilt,
2004).

Transkriptionelle Vorgénge gehen mit einer Vielzahl von komplexen und strukturierten
Protein-Interaktionen einher. Hierbei ist es von groBer Bedeutung, dass in der Zelle ein
Gleichgewicht dieser Proteine vorliegt. So konnen Kofaktoren von ERa bei einer
Assemblierung des Inititations-Komplexes mitwirken oder weitere nachgelagerte
Transkriptionsschritte beeinflussen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Koaktivatoren die
Elongationsrate der RNA-Polymerase II beeinflussen (Yankulov ef al., 1994) und mehrere
Zyklen der Transkription durch Unterstiitzung einer Re-initiation stimulieren kénnen (Zawel
et al., 1995; Yudkovsky et al., 2000). Erst seit geraumer Zeit diskutiert man eine Korrelation
von Ubiquitinierung bzw. proteasomalen Abbau von Kofaktoren und ihrer Féhigkeit zur
Stimulation der Genexpression (Lipford und Deshaies, 2003; Muratani und Tansey, 2003;
Metivier et al., 2003; Geng et al., 2012). Hierbei fallt auf, dass die Aktivierungsdoméne vieler
Aktivatoren mit Sequenzenen iiberlappt, welche Ubiquitinierungssignale darstellen (Salghetti
et al., 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Effizienz der Proteasom vermittelten
Degradation von Aktivatoren, mit ihrer Potenz zur Genaktivierung korreliert (Lipford et al.,

2005). Weitere Untersuchungen gaben Aufschliisse, dass diese Modifikation eine
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Rekrutierung von Faktoren unterstiitzt, welche wiederum die Effizienz der Transkriptions-
Elongation positiv beeinflussen (Kurosu und Peterlin, 2004; Geng et al., 2012).

Auch nicht-proteolytische Ubiquitinierungsereignisse werden mit aktiven Transkriptions-
vorgédngen in Verbindung gebracht. So spielen Monoubiquitinierungen von Histon H2A und
H2B eine wichtige Rolle in der Genregulation. Hier wird vor allem die Chromatinstruktur so
verdndert, dass die Promotor-DNA der Transkriptionsmaschinerie zugingig gemacht wird.

(Jentsch et al., 1987; Prenzel et al., 2011).

1.7 Kofaktoren der ERa vermittelten Transkription
Die Komplexitidt und spezifische Abstimmung von Trankriptionsvorgdngen bedarf eines
gezielten und geordneten Aufbaus von Multiprotein-Komplexen auf Zielgenpromotoren. Die
Aktivitdt von ERa vermitteln hierbei hauptsdchlich Koregulatoren (Robyr et al., 2000; Geng
et al., 2012). Mittels Promotoranalysen am Ostrogen-induzierbaren pS2 Zielgenpromotor
konnte gezeigt werden, dass mehr als 30 weitere Proteine an dessen Transkription teilnehmen
(Metivier et al., 2003). Interaktionen haben oft erhebliche Konsequenzen auf die ERa
vermittelte Transkription. Bezliglich ihres Einflusses unterscheidet man zwischen
Korepressoren und Koaktivatoren. In den letzten Jahren sind eine grofe Anzahl neuer
Kofaktoren identifiziert und charakterisiert worden (Klinge, 2000; Geng et al., 2012).
Generell hiangt die Rekrutierung der Kofaktoren von der Konformation der Kern-Rezeptoren

ab.

I.7.1 Koaktivatoren der ERa vermittelten Transkription
Koaktivatoren sind per Definition Proteine, die direkt mit dem Steroid-Rezeptor interagieren
und dadurch die Transkription verstirken (Horwitz et al., 1996). Diese werden zum Teil auch
als receptor associated proteins (RAPs) oder receptor interacting proteins (RIPs) bezeichnet,
obwohl nicht alle Proteine die mit ERa interagieren auch als Koaktivatoren wirken. Eine
direkte Interaktion setzt ein bis mehrere so genannte nuclear receptor interaction domain(s)
(NID) voraus (Hu und Lazar, 1999; Kumar und Perdew, 1999; Osz et al., 2012). Mittels
Verwendung von Deletionsmutanten, konnte die Aminosdurenabfolge LXX(L,I,V)L als NID
identifiziert werden, wobei X jede beliebige Aminosdure sein kann und eine amphipathische
a-Helix bildet (Shiau et al., 1998). Dieses LXXLL-Motiv interagiert nach der Hormon-
Bindung mit der hydrophoben Spalte der Ligandenbindungsdoméne von ERa (Shiau et al.,
1998). Koaktivatoren konnen die Transkription von Steroid-regulierten Genen auf

verschiedene Weise beeinflussen. Zum einen integrieren sie den Transaktivierungs-Komplex
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in die basale Transkriptionsmaschinerie und kénnen so spezifisch die Transaktivierung durch
Steroid-Rezeptoren verstdrken und zum anderen weitere Transkriptionsfaktoren in die basale
Transkriptionsmaschinerie mit einbeziehen. Koaktivatoren besitzen oftmals eine
Histonacetyl-Transferase (HAT) Aktivitdt, welche die Bindung der Histone modifiziert,
lokales Chromatin auflockert und somit die Transaktivierung durch ERa ermdglicht wird
(Osz et al., 2012). Als Chromatin modifizierende Proteine sind die p160 Koaktivatoren mit
Histonacetyl-Transferase-Aktivitit wie z.B. SRC-1 (steroid receptor coactivator 1), GCNS5
oder p300/CBP mit ATP-abhingiger Helikase-Aktivitit (Hirschhorn ef al., 1992; Yang et al.,
1996; Wolf et al., 2008) oder PRMT1 und SET7 mit Methylase-Aktivitidt (Wang et al., 2001;
Subramanian et al., 2008) beschrieben.

Die HAT Doméne von SRC-1 befindet sich in der C-terminalen Region und ist spezifisch fiir
die Histone H3 und H4 (Spencer et al., 1997, Wolf et al., 2008). Die Acetylierung dieser
Histone flihrt zu einer Auflockerung des Chromatins und zum koordinierten Aufbau des
Inititations-Komplexes. SRC-1 interagiert hormonabhéngig mit den Steroid-Rezeptoren aber
auch mit anderen Transkriptionsfaktoren wie c-Fos oder c-Jun (Li et al., 1998) und den
basalen Transkriptionsfaktoren TBP und TFyD (Ikeda et al., 1999; Metivier et al., 2003). Es
wird daher vermutet, dass SRC-1 als Briicke dient, um den ERa-ERE-Komplex mit dem
RNA-Polymerase II Initiations-Komplex zu verbinden (Takeshita et al., 1996; Wolf et al.,
2008).

1.7.2 Korepressoren der ERa vermittelten Transkription
Wihrend die Gruppe der Koaktivatoren relativ gut erforscht ist, liegen verhéltnismiBig
wenige Forschungsergebnisse von Kern-Rezeptor Korepressoren vor. Allerdings ist eine
kleine Gruppe von Proteinen wie silencing mediator for retinoic and thyroid receptors
(SMRT) oder nuclear receptor corepressor (NCoR) aufgrund ihrer Fahigkeit einer direkten
Bindung mit Kern-Rezeptoren identifiziert worden (Chen und Evans, 1995; Horlein et al.,
1995; Sande und Privalsky, 1996). Hierbei interagieren SMRT und NCoR ebenfalls tiber das
LXXLL-Motiv mit der Ligandenbindungsdoméine von ERa (Wu et al., 2006; Peterson et
al.,2007) . Sie besitzen eine Repressordoméne, deren Aktivitdt durch die Rekrutierung von
Sin3 bzw. Histondeacetylasen (HDAC) vermittelt wird (Green et al., 2007). Dieser
NCoR/Sin3/HDAC-Komplex enthélt zusétzlich eine Reihe weiterer Proteine. Im Gegensatz
zu Koaktivatoren vermitteln Korepressoren, durch Assoziation und Aktivierung von
Histondeacetylasen, eine Hypoacetylierung der Histone die wiederum zu einer kompakten

und transkriptionell reprimierten Form der DNA fiihrt (Heinzel et al., 1997; Nagy et al., 1997,
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Wolf et al., 2008). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass andere Kern-Rezeptoren, wie etwa
der Thyroidhormon-Rezeptor, in Abwesenheit des Liganden aktiv die Transkription durch
Rekrutierung von NCoR/Sin3/HDAC-Komplexen inhibiert (Brent, 2012). Erst die Bindung
des Liganden fiihrt zu einer Konformationséinderung des Rezeptors, zur Dissoziation des
Rezeptor-Repressor-Komplexes und zur Rekrutierung von RNA-Polymerase II sowie
weiteren Koaktivatoren und somit zum Aufbau des Transkriptions-Inititations-Komplexes
(Mangelsdorf und Evans, 1995). Ebenfalls konnte fiir ERa gezeigt werden, dass eine durch
Antagonistenbindung (Tamoxifen) induzierte Konformationsdnderung des Rezeptors, zu einer
verstiarkten Rekrutierung von Korepressoren und einer Fehlrekrutierung von Koaktivatoren
fihrt. So  fiihrt diese Konformationsdnderung zu einer  Maskierung  der
Transaktivierungsdomine und zur aktiven Repression der Transkription. Andere Arbeiten
zeigen jedoch, dass die erfolgreiche Transkription von ERa Zielgenen mit einer Rekrutierung

von Korepressor-Komplexen einhergeht (Metivier ef al., 2003).

1.7.3 ERa-regulierte Zielgene
Zu den Ostrogen-regulierten Genen gehdrt eine groBe Vielfalt, von denen viele noch
unbekannte Funktionen mit unbekannter Relevanz haben. Beispiele fiir bekannte Gene sind
pS2, CathepsinD, Progesteron-Rezeptor, Interleukin-4- Rezeptor, Wachstumsfaktoren wie
epidermal growth factor (EGF) oder insulin-like growth factor (IGF), Wachstumsfaktor-
Rezeptoren (z.B. EGF-Rezeptor), Proto-Onkogene (c-myc, c-fos/c-jun) und Zellzyklus-
regulierende Proteine (z.B. CyclinD1) (Rochefort et al., 1990; Weisz et al., 1993; Rochefort,
1995; Leitman et al., 2010). Im Allgemeinen fithren Ostrogene zu einer Hochregulation
Zellzyklus-fordernder Faktoren, wie Proto-Onkogene und CyclinD1. Die beobachteten
mitogenen Effekte von Ostrogenen Verbindungen sind offensichtlich darauf zuriickzufiihren.
Die Beobachtung, dass Ostrogen-regulierte Gene in Brustkrebszellen hiufig {iberexprimiert
werden, unterstiitzt die Auffassung, dass die Aktivierung von ERa ein kritischer Schritt in der
Tumorprogression ist. Die Genregulation ist allerdings abhdngig vom zelluldren Kontext.
Dies wird deutlich an den gewebeabhdngigen Induktionen/Hemmungen von spezifischen
Genen (Oursler, 1998; Carlberg et al., 2010). Im Herz fithren Ostrogene zu positiven
Wirkungen, indem sie verschiedene Gene wie z.B. NO-Synthase und Myosin induzieren
(Pelzer et al., 1996; Tiyerili et al., 2012). Hier hat die NO-Synthase vor allem vasoprotektive
und anti-atherosklerotische Funktionen.
In Knochen fiihren Ostrogene zur Differenzierung und gesteigerten Zellproliferation von

Osteoblasten, die abhédngig ist von der Knochenmatrix-Protein-Synthese (z.B. Kollagen,
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Alkalische Phosphatase) und von Wachstumsfaktoren (transforming growth factor B, TGF f3;
insulin-like growth factor, 1GF). Diese Zellproliferation miindet in eine gesteigerte

Knochenfestigkeit (Oursler, 1998; Kousteni et al., 2007).

1.8 ERa und Brustkrebsentstehung

In Deutschland stellt Brustkrebs bzw. das Mammakarzinom mit rund 72.000
Neuerkrankungen pro Jahr die héufigste Krebserkrankung der Frau dar (Krebsregister
Deutschland, 2009). Statistiken zeigen, dass jede zehnte Frau im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs erkrankt. Diese Zahl entspricht ca. 30% aller jahrlichen Malignomerkrankungen
(DeSantis et al., 2011). Das Mammakarzinom ist eine komplexe (genetische) Erkrankung der
weiblichen und auch sehr selten der méannlichen Brustdriise, welche durch Akkumulation
mehrerer molekularer Verdnderungen charakterisiert ist, aber auch durch verschiedene
Umweltfaktoren entstehen kann (Bertucci et al., 2002; Zugmaier et al., 2003). Die Summe
molekularer Verdnderungen wie beispielsweise Mutationen, chromosomale Instabilitdt oder
epigenetische Ereignisse (z.B. DNA-Methylierung) sind allen Neoplasien gemeinsam und
beeintrichtigen die Funktion der Zellen, hinsichtlich Wachstum und Apoptose, erheblich
(Borresen-Dale, 2003). Insbesondere beeinflussen Mutationen die Krebsentstehung, wobei
diskutiert wird, dass mindestens vier bis fiinf Mutationen fiir eine maligne Transformation
notwendig sind. Diese genetischen Verdnderungen betreffen hauptsdchlich zwei
unterschiedliche Genklassen, welche als Onkogene und Tumorsuppressoren bezeichnet
werden. Dabei werden die Onkogene aktiviert und die Tumorsuppressor-Gene inaktiviert.
Ublicherweise aktivieren Onkogene die Zellproliferation, wihrend die Tumorsuppressor-
Gene als Inhibitoren zelluldrer Proliferation wirken (Cho und Vogelstein, 1992; Walerych et
al.,2012; Chen et al., 2012; Kaida et al., 2012).

Trotz der Vielzahl genetischer Faktoren entsteht Brustkrebs zum iiberwiegenden Teil durch
Umweltfaktoren, wobei die eigentlichen Entstehungsursachen noch weitesgehend ungeklért
sind. Dazu gehdren neben Lebensalter, Zeitpunkt der Menarche und Erstgeburt, auch
Herkunftsland, familidre Disposition, Erndhrung (erhohter Alkoholkonsum) sowie der
Ostrogenspiegel (Zugmeier et al., 2003; McPherson et al., 2006).

Zur Behandlung des Mammakarzinoms gibt es prinzipiell zwei unterschiedliche Therapie-
ansitze. Hier unterscheidet man zwischen invasivem Eingriff, also der chirugischen
Entfernung des Tumors, sowie einer medikamentdsen Therapie. Nicht-invasive
Therapieformen  konnen  beispielsweise  Strahlentherapie, = Chemotherapie = oder

Hormonersatztherapie sein.
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Es zeigte sich, dass der Ostrogen-Rezeptor- und Progesteron-Rezeptor-Status wichtige
pradiktive Marker hinsichtlich einer endokrinen Therapie sind. Der Nachweis der Ostrogen-
und Progesteron-Rezeptoren im Gewebe erfolgt mit Hilfe eines Enzym-immuno-assays oder
einer immunhistochemischen Bestimmung. Meist wird die immunhistochemische Methode
verwendet. In Deutschland hat sich der Immunoreactive-Score (IRS) durchgesetzt (Remmele
und Stegner, 1987; Beck et al., 1994). Hierbei werden Werte fiir Féarbeintensititen (0-3)
vergeben.

Ein weiterer hdufig verwendeter Marker fiir Brustkrebs ist der epidermale Wachstumsfaktor-
Rezeptor 1 (EGFR). EGFR ist ein wichtiger prognostischer Faktor in Brusttumoren mit
variabler Expression, der negativ mit der ERa-Expression korreliert (Bucci et al., 1997,
Walker und Dearing, 1999; Ferraro et al., 2013). Mit p53 erweitert sich die Liste von
potentiellen Markern. Wildtyp p53 spielt eine zentrale Rolle bei der Zellzyklusarretierung, der
DNA-Reparatur sowie bei apoptotischen Vorgidngen. Oftmals reicht jedoch ein Marker fiir
eine sichere Prognose nicht aus. Daher zielen neuere Konzepte auf die Entwicklung
molekularer Therapieansédtze, wobei die Wirkung neuer Substanzen auf molekulare
Mechanismen (Signaltransduktionswege, proteasomaler Abbau) ausgedehnt wird (Byford et

al., 2007; Biersack et al., 2012).

1.9 Zielsetzung der Arbeit
Es war bereits bekannt, dass CLIM Kofaktoren im LIM-HD-Transkriptionsnetzwerk als
positive Koregulatoren titig sind. Weiterhin wurde spekuliert, dass CLIM2-Kofaktoren eine
Rolle bei der Entstehung von Brustkrebs spielen (Visvader et al., 2001; Wang et al., 2007), da
eine CLIM2-Uberexpression die Differenzierung von Brustepithelzellen hemmt und hohe
CLIM2 Expressionsraten in Zelllinien vorgefunden wurden, die aus verschiedenen
Brusttumorgeweben etabliert waren. Ziel dieser Arbeit war es die molekularen Mechanismen
zu untersuchen, die diese Befunde erkldren. Dieses Ziel sollte durch zwei experimentelle

Ansétze erreicht werden.

Projekt 1 sollte sich mit der Funktion und Regulation von CLIM-Proteinen in LIM-HD-
Multiprotein-Komplexen beschiftigen. Hierzu sollten vorab, mittels Yeast-two-Hybrid, neue
Interaktionspartner fiir CLIM Kofaktoren identifiziert und die Auswirkungen dieser
Interaktion fiir das LIM-HD Proteinnetzwerk funktionell analysiert werden. Dariiber hinaus
sollten molekulare Mechanismen in vitro und in vivo analysiert werden, die eine CLIM-

Positivitit im LIM-HD Proteinnetzwerk erkldren konnten. Fiir in vivo Experimente sollte das
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Zebrafisch-System und fiir in vitro Experimente das Zellkultur-System (oT3-Mauszelllinie)

zum Einsatz kommen.

Projekt 2 sollte sich mit der Untersuchung der Rolle von CLIM2-Kofaktoren wéhrend der
Entstehung von Brustkrebs auseinandersetzen. Hierfilir sollten mittels 7issue-Microarray
(TMA), Expressionsanalysen von CLIM2-Proteinen in einer hohen Anzahl von gut
charakterisierten humanen Brusttumoren durchgefiihrt werden, um Aufschliisse {iber
mogliche Funktionen in der Brustkrebsentstehung zu erhalten. Auflerdem sollte RLIM in
diese Untersuchungen mit einbezogen werden. Signifikante Korrelationen mit der Expression
anderer Proteine sollten funktionell untersucht werden. Experimentell sollte hier das Maus-
und Zellkultur-System (Humane Brustkrebszelllinien; HEK-293T Zellen) zum Einsatz

kommen.
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I1. Material & Methoden
I1.1 Material

I1.1.1 Bezugsquellen hiiufig verwendeter Substanzen

Laborchemikalien und molekularbiologische Reagenzien wurden, soweit nicht anders
vermerkt, von den Firmen AppliChem, Amersham Pharmacia, Boston Biochemicals,
Calbiochem, Clontech, Gibco-BRL Life Technologies, Greiner, Invitrogen, MBI Fermentas,
Merck, Polysciences, Qiagen, Roth, Schleicher & Schiill, Sakura, Torrance, Sigma,
Stratagene, Vector-Alexis und Whatman bezogen.

Spezielle Chemikalien und Hilfsmittel von anderen Produzenten sind im folgenden
aufgefiihrt:

Biomax MR und X-Omat Blue XB-1 Eastman Kodak Comp., USA
HyperfilmTM ECL Amersham-Pharmacia, GB
L-**S-Methionin Amersham-Pharmacia, GB
Milchpulver (fettfrei) Albertsons, USA

17B Ostradiol Sigma, Miinchen

Saulen zur Isolierung von DNA Millipore GmbH, Schwalbach
aus Agarose-Gelen

Zellkulturschalen und Pipetten Nunc GmbH, Wiesbaden,

Eppendorf, Hamburg

I1.1.2 Vektoren

pCR 2.1 TOPO-TA: Klonierungsvektor (Invitrogen)

pCS2: eukaryotischer ~ Expressionsvektor mit
Cytomegalovirus-Promotor (CMV)
(Roth et al., 1991)

pCS2+MT: eukaryotischer  Expressionsvektor —mit
CMV-Promoter, N-terminal 6xMyc als
Fusions-Protein (Roth et al., 1991)

pGADT7 eukaryotischer  Expressionsvektor mit
T7 Promoter, N-terminale Galaktose-
Aktivierungs Domine; Fusions-Protein
(Invitrogen, Karlsruhe)

pGEX-KGK, pGEX-AHK: bakterieller =~ Expressionsvektor mit
C-terminale Glutathion-S-Transferase
(GST) als  Fusions-Protein  (M.G.
Rosenfeld, San Diego, USA)
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pEGFP-C3: eukaryotischer Expressionsvektor mit
CMV-Promoter, N-terminale GFP-Fusion
(Clontech, Palo Alto, USA)

I1.1.3 Losungen und Medien
Alle Losungen und Medien wurden mit Wasser, das durch ein Milli-Q-System (Millipore,
Schwalbach) aufgereinigt wurde, hergestellt. Die pH-Werte wurden mittels Zugabe von
NaOH, KOH oder HCL eingestellt. Zur Sterilisation wurden die Losungen 20 min bei 121°C

autoklaviert.

DNA-Probenpuffer (6x) 40% Sucrose; 0,25% O-Bromphenolblau;
0.25% Xylen-Cyanolblau

Laemmli Probenpuffer (3x) 360 mM Tris-HCI (pH 6,8); 6% SDS; 30% Glycerol;
5% B-Mercaptoethanol; 0.05% O-Bromphenolblau

Laemmli Stop Puffer (2x) 62,5 mM Tris-HCI; (pH 6,8); 2% SDS; 10% Glycerol;
100 mM DTT; 0,001% Bromphenolblau

LB(Luria-Broth)-Medium 10 g/ Bacto-Trypton; 5 g/L. Bacto-Hefeextrakt; 10 g/L
NaCl

NETN-Puffer 0,5% NP 40; 20 mM Tris (pH 8,0); 100 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 10% Glycerol ; frisch dazugeben 1 mM DTT;
1 mM PMSF; 1x Protease-Inhibitor-Mix (Roche)

PBS-Puffer 0,14 M NaCl; 2,7 mM KCI; 3,2 mM Na,HPOy;
1,5 mM KH2PO4

PBT PBS und 0,1% Triton X-100

PBST PBS und 0,1% Tween 20

SDS PAGE Lauf-Puffer 25 mM Tris-HCL; 190 mM Glycerol; 0,1% SDS
(pH 8,3)

TBE-Puffer 90 mM Tris; 90 mM Borsdure; 2,5 mM EDTA;
(pH 8,3)

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA (pH 8,0)

Western Blot Transfer-Puffer 50 mM Tris (pH 8,0); 380 mM Glycin; 0,1% SDS

I1.1.4 Verwendete Zelllinien

MCF7 Humane Brustkrebszellen; Ostrogen-
Rezeptor oo und B positiv

HEK-293T-Zellen Humane embryonale Nierenzellen; SV
Antigen fehlt (Pierce, Rockford, USA)

aT3-Zellen Gonadotrope Tumorzelllinie etabliert
aus der Maus Hypophyse.
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11.1.5 Zellkulturmedien
Fur MCF7: 500 ml HAM’s F12 (Gibco-BRL)

55 ml Fotales Kdlberserum (FCS, inaktiviert bei 65°C fiir 30 min;
(Gibco-BRL)

5,5ml Penicillin-/Streptomycin-Losung (10000 U/ml Penicillin;
10000pg/ml Streptomycin, Gibco-BRL)
500 ml DMEM Phenolrotfrei (Sigma)

55 ml Dextran behandeltes (hormonfreies) Kélberserum (Sigma)

5,5 ml Penicillin-/Streptomycin-Losung (10000 U/ml Penicillin;
10000pug/ml Streptomycin, Gibco-BRL)

Fir HEK-293T: 500 ml DMEM (Gibco-BRL)

55 ml Fotales Kilberserum (FCS, inaktiviert bei 65°C fiir 30 min;
(Gibco-BRL)

5,5 ml Penicillin-/Streptomycin-Losung (10000 U/ml Penicillin;
10000pg/ml Streptomycin, Gibco-BRL)

Fiir aT3: 500 ml DMEM (Gibco-BRL)

55 ml Fotales Kdlberserum (FCS, inaktiviert bei 65°C fiir 30 min;
(Gibco-BRL)

5,5ml Penicillin-/Streptomycin-Losung (10000 U/ml Penicillin;
10000pg/ml Streptomycin, Gibco-BRL)

I11.1.6 Bakterienstimme

Escherichia coli fiir Klonierungsexperimente:

DH5a.: F-gyrA96(Nal’) recAl relAl endAl thi-1 hsdR17 (r, m,') glnV44 deoR A(lacZY A-
argF)U169 [®@ 80d A(lacZ)M15] (Fermentas Life Sciences; Woodcock et al., 1989)

DHS5alQ: endA1 hsdR17 (rk-, mk+), supE44, thi-1, -, recAl, gyrA96, relAl, 80AlacZM15, A
(lacZY A-argF)U169/F', proAB, laclq, lacZ M15, Tn5(KmR) (Gibco BRL, Karlsruhe)

Escherichia coli fir die Expression rekombinanter Proteine:

BL21 (DE3): hsdSg (rgmy’) gal dem (A clts857 indl Sam7 nin5 lacUVS5-T7genel) (New
England Biolabs; Studier und Mofatt, 1986)

BL21 Codon Plus (De3)-RIL strain®: BF ompT hsdS (1, mg’) dem + Tet' gal\ (DE3) endA Hte
argU ileY leuW Cam'] (Stratagene)

I1.1.7 DNA-Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide (Primer) wurden von den Firma Metabion (Martinsried) und Invitrogen
bezogen. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden in sterilem ddH,O resuspendiert und auf

eine Arbeitskonzentration von 10 pmol/ul eingestellt.
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I1.1.8 Doppelstringige RNA-Oligonukleotide

Fiir RNAi-Experimente wurden doppelstringige RNA-Oligonukleotide mit der Bezeichnung

stealth-siRNA® von der Firma Invitrogen bezogen. Andere wurden von Qiagen bezogen.

siRNA humanRLIMAlexa488 gekoppelt

Sense Sequenz: AAGAAGCTTTCATCAATTTG
Antisense Sequenz:. CAAUUGAUGAAAGCUUCTT

stealth sSIRNA-646 humanCLIM?2

Sense Sequenz: CAACTCCCATGTATCCGCCTACATA
Antisense Sequenz: UAUGUAGGCGGAUACAUGGGAGUUG

stealth sSIRNA-862 humanCLIM?2

Sense Sequenz: GATATACCATTGGCCGGACCCTGAT
Antisense Sequenz: AUCAGGGUCCGGCCAAUGGUAUAUC

stealth siRNA-1174 humanCLIM2
Sense Sequenz: CCCAGATGTTGGATCAGCTCTCCAA
Antisense Sequenz: UUGGAGAGCUGAUCCAACAUCUGGG
I1.1.9 Antikorper
I1.1.9.1 Primére Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Bezugsquelle
B-Tubulin polyklonal. Kaninchen 1:1000 Covance
HA.11 monoklonal. Maus 1:1000 BAbCO
CLIM polyklonal. Kaninchen 1:3000 Ostendorft, 2002
Aktin polyklonal. Kaninchen 1:1000 Santa Cruz (sc-789)
CDKO9 polyklonal. Kaninchen 1:1000 Santa Cruz
c-myc polyklonal. Kaninchen, 1:3000 Sigma
monoklonal. Maus
Ostrogen-Rezeptor o polyklonal. Kaninchen 1:1000 Santa Cruz
monoklonal. Maus
GST polyklonal. Ziege 1:3000 Sigma
RLIM polyklonal. 1:5000 Ostendorff, 2002
Meerschweinchen
RLIM polyklonal. Kaninchen 1:2000 Ostendorft, 2002
SSDP1 polyklonal. Kaninchen 1:1000 Abnova
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I1.1.9.2 Sekundire Antikorper und HRP-Protein A

Antikorper Spezies Verdiinnung Bezugsquelle
Alexa488-anti- polyklonal. Ziege 1:1000 MoBiTec
Kaninchen
Alexa488-anti polyklonal. Ziege 1:1000 Vector-Alexis
Meerschweinchen
Alexa546-anti- polyklonal. Ziege 1:1000 Invitrogen
Meerschweinchen
Alexa§33-anti- polyklonal. Ziege 1:1000 Invitrogen
Kaninchen
Cy3-anti-Kaninchen polyklonal. Ziege 1:1000 Jackson Laboratories
Cy3-anti-Maus polyklonal. Ziege 1:1000 Dianova
HRP-Protein A polyklonal. Ziege 1:5000 Bio-Rad
HRl?-anti- polyklonal. Ziege 1:2000 Covance
Kaninchen
HRP-aqti- polyklonal. Ziege 1:2000 Covance
Meerschweinchen

I1.2 Methoden

I1.2.1 Arbeiten mit Nukleinsiuren
I1.2.1.1  Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli mittels alkalischer Lyse
I1.2.1.1.1 Plasmid Praparation im kleinen Maflstab

Hierzu wurden 3 ml antibiotikahaltiges LB-Medium mit einer Bakterienkolonie von einer
Agarplatte beimpft und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Anschlieend wurden die Bakterien
fiir 2 Minuten (min) bei 14.000 Umdrehungen pro Minute (Upm; Eppendorf Tischzentrifuge,
5417) pelletiert. Das Pellet wurde danach in 50 pl Lésung I (50 mM Tris-HCL, pH 8.0; 10
mM EDTA; 50 ng/ml RNaseA) resuspendiert. Die alkalische Lyse der Bakterien erfolgte
mittels Zugabe von 100 pl Losung II (200 nM NaOH; 1% SDS). Die Losung wurde ca.
flinfmal geschwenkt und fiir 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Neutralisation der
Reaktion erfolgte durch Zugabe von 100 pul Lésung I1I (3 M Kaliumacetat, pH 5). Um eine
vollstédndige Proteinféllung zu gewiéhrleisten, wurden die Reaktionen gut vermischt und fiir 15
min bei 14.000 Upm abzentrifugiert. Der Plasmid DNA enthaltene Uberstand wurde
anschlieffend in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und mit 2,5 fachem Volumen absoluten
Ethanol (EtOH) gefillt. Die ausgefallene Plasmid DNA wurde fiir 20 min bei 14.000 Upm
pelletiert und mit 70% EtOH von vorhandenen Salzen befreit. Das Pellet wurde fiir 15 min bei
RT getrocknet und mit 50 pl ddH20 in Losung gebracht. Zur weiteren Analyse wurden 5 pl

mit Restriktionsenzymen verdaut und 1 pl in einer Sequenzierreaktionen eingesetzt.
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I1.2.1.1.2 Plasmidpriparation im groflen Maflstab
Um eine hohere Transfektionseffizienz in der Zellkultur zu gewihrleisten, wurden Plasmid-
préparationen mit den ,,Maxi“ Prédparations-Systemen der Firmen Invitrogen und Qiagen
durchgefiihrt. Hierfiir wurden Bakterien einer 200 ml Ubernachtkultur fiir 10 min bei 8000
Upm pelletiert (Beckman J2-21 M/E Zentrifuge, JA 10-Rotor). Die Plasmide wurden

anschliefend geméf Herstellerangaben isoliert.

I1.2.1.2 Phenol-/Chloroform-Extraktion

Eine klassische Methode um DNA von Verunreinigungen wie z.B. Proteinen zu befreien, ist
die Phenol-Chloroform-Extraktion. Phenol dissoziiert Protein-Nukleinsdure-Komplexe in die
freien Komponenten, wiahrend Chloroform Proteine denaturiert und die Phasentrennung
erleichtert. Hierfiir wurden DNA-haltige Losungen mit dem gleichen Volumen eines
wassergesdttigten Phenol-/Chloroform-Gemisches (1:1; w/v) versetzt, gut gemischt und zur
Phasentrennung bei 14000 Upm fiir 10 min zentrifugiert. Aus der oberen wissrigen Phase
wurde durch Ausschiitteln mit je einem Volumen Chloroform die restliche Phenollosung
entfernt und bei 14000 Upm fiir 5 min zentrifugiert. Die obere DNA-enthaltende Phase wurde
abgenommen und die DNA anschlieBend mittels Ethanol ausgefillt.

I1.2.1.3 Ethanolfillung
Nukleinsduren konnen durch Zugabe von 2,5 Volumen 96%igem Ethanol gefillt werden, da
auf diese Weise den Nukleinsduren die Hydrathiille entzogen wird (Sambrook et al., 1989).
Die Zugabe von monovalenten Kationen, hier Na', auf eine 0,3 M Endkonzentration als
Acetat, dndert selektiv die Loslichkeit der DNA und erhoht dadurch die Effizienz der
Ethanolféllung. Durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat-Losung (pH 5,4) und 2,5
Volumen Ethanol, wurde die DNA 30 min bei -80°C gefallt. Danach wurde das Prézipitat fiir
10 min bei 14000 Upm abzentrifugiert und anschlieBend mit 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in einem gewéhlten kleinen Volumen 1x TE-Puffer oder ddH,O

aufgenommen.

I1.2.1.4 Isolierung von RNA aus Siugerzellen
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurde mit dem RNeasy-System
(Qiagen) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Anweisungen des Herstellers.
Die in RNase freiem Wasser geloste RNA wurde anschliefend quantifiziert und bei -80°C
gelagert.
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I1.2.1.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR (polymerase chain reaction) ist eine in vitro-Methode zur enzymatischen Synthese
spezifischer DNA-Sequenzen (Mullis ef al., 1986). Hierzu wird eine doppelstrangige DNA
(Template-DNA) denaturiert und an den entstehenden komplementéren DNA-Einzelstringen
zwei Oligonukleotid-Primer, welche die zu amplifizierende Region (Ziel-DNA) flankieren,
hybridisiert. Mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase werden, ausgehend von den
entsprechenden Oligonukleotid-Primern, die jeweiligen komplementiren DNA-Stringe
synthetisiert. Durch Wiederholen eines ca. dreiligfachen Zyklus aus Denaturierung,
Anlagerung von Primern und davon ausgehender Komplementirstrangsynthese, erreicht man
eine Vermehrung des DNA-Fragments zwischen den Primern. StandardméBig wurden in
einem 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdl, ein 50 upl Reaktionsansatz angesetzt. Im
Allgemeinen enthielt ein 50 pl Ansatz 1-20 ng Plasmid-DNA oder 0,2-2 ng genomische DNA,
5 ul 10x PCR-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM KCI; 0,8% NP-40), 2 pl 50 mM
MgCl,, 50 pmol jedes Primers, 5 pl 2 mM dNTP-Mix sowie 2,5 U Tag-Polymerase (Gibco-
BRL) und wurde mit ddH,O auf ein Volumen von 50 pl aufgefiillt. Zur Durchfiihrung der
Reaktion wurde ein PTC-2000 Pelztier Thermal Cycler (MJ Research) benutzt. Der Ansatz
wurde fiir 1 min bei 94°C inkubiert und durchlief dann 25-40 Zyklen aus Denaturierung
(94°C, 1 min), Hybridisierung (bei geeigneter Temperatur und Dauer) und
Polymerasereaktion (72°C und geeignete Dauer). Die Hybridisierungstemperatur der Primer
war abhidngig vom GC- und AT-Gehalt der Oligonukleotide. Die Dauer der
Polymerasereaktion richtete sich nach der Lénge der zu amplifizierenden Sequenz. Als

Abschlufl der PCR wurde der Ansatz fiir 5 min bei 72°C inkubiert und auf RT gekiihlt.

11.2.1.6 Real Time PCR
Zur Quantifizierung von Genexpressionsinderungen auf Transkriptionsebene, wurden Real
Time-RT-PCR Analysen durchgefiihrt. Als Matrize fiir die Kontroll-PCR (36B4) diente
unverdiinnte cDNA, fiir die jeweilige Gen-Amplifikation diente im Verhéltnis 1:10 verdiinnte
cDNA. Das Endvolumen der PCR betrug 25 pl, welche neben der zu analysierenden cDNA,
12,5 ul PCR-Reagenz-Mischung (SYBR Green Supermix, Bio-Rad) sowie 5 pmol von Sinn-
und Gegensinn Primern beinhalteten. Die PCR-Reagenz-Mischung enthielt 2x PCR-Puffer,
dNTPs sowie die Tag-Polymerase. Die PCR wurde im iCycler der Firma Bio-Rad
durchgefiihrt. Die PCR-Bedingungen waren hierbei vergleichbar mit denen der
konventionellen PCR. Aus den Amplifikationskurven wurde derjenige Zyklus (,,Threshold
Cycle* Cr) ermittelt, nach dem die Amplifikation des PCR-Produktes in die exponentielle
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Phase iiberging. Mittels der Cr-Werte wurden anschlieBend die relativen

Expressionsunterschiede X zweier Proben auf 36 B4 normalisiert.

11.2.1.7 In vitro Mutagenese PCR
Die in vitro Mutagenese erfolgte nach dem Protokoll des QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene). Das Einfiihren von Punktmutationen erfolgte iiber eine PCR
mit zwei Mutagenese-Primern, die an der entsprechenden Position nicht komplementir zur
WT Sequenz sind. Als Template der Mutagenese-PCR wurde der Vektor pCS2-CLIM2
verwendet. Nach Anlagerung der Mutagenese-Primer an die komplementidre Sequenz im
Vektor, enthilt nun jeder neu synthetisierte Strang die gewiinschten Punktmutationen. Hierbei
enthielt jeder Primer insgesamt 3 Punktmutationen. Der Ansatz wurde fiir 1 min bei 94°C
inkubiert und durchlief dann achtzehnmal einen Zyklus aus Denaturierung (94°C, 1 min),
Hybridisierung (60°C, 45 sek) und Polymerasereaktion (68°C, 2 min). Nach der Mutagenese-
PCR wurde die Probe mit 1 ul des Restriktionsenzyms Dpn | verdaut, um die nicht mutierten
Ursprungsplasmide aus der Probe zu entfernen. Die Restriktionsendonuklease Dpn | schneidet
ausschlieBlich methylierte DNA und somit nur Plasmide, die von Bakterien synthetisiert
worden sind und nicht die durch PCR neu synthetisierten. Dieser Ansatz wurde eine Minute
zentrifugiert und dann fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe in E.
coli transformiert. Von den Kolonien wurden Mini-Priparation angefertigt. Die gewonnene

mutierte DNA wurde anschlieBend zur Sequenz-Analyse geschickt.

11.2.1.8 Klonierung von PCR Fragmenten
Amplifizierte PCR Fragmente wurden iiber Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieBend,
wie unten beschrieben, isoliert. Die PCR-Primer wurden so entwickelt, dass sie endsténdige
Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme aufweisen. Die PCR-Produkte konnten anschlieBend,
nach Verdau mit den entsprechenden Enzymen, iiber Gelelektrophorese getrennt und isoliert
werden und in einer Ligation mit einem Vektor, der mit den selbigen Enzymen behandelt
worden war, eingesetzt werden. Da Enzyme lineare DNA Fragmente mit endstdndigen
Restriktionsstellen hiufig nicht effizient schneiden, wurde alternativ der TOPO TA Cloning
Kit von Invitrogen verwendet (nach Angaben des Herstellers). Hier kloniert man das PCR
Fragment in den pCR2.1-TOPO-Vektor, um anschlieBend eine leichtere Restriktion zu
erreichen. Die Tag-Polymerase hingt einzelne Desoxyadenosinreste an die 3’-Enden von
PCR-Produkten. Der linearisiert vorliegende TOPO-Vektor besitzt iiberhdngende 3’-

Thymidinreste, was einerseits eine effiziente Ligation von PCR Produkten erlaubt,
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andererseits eine Re-Ligation von Vektor-DNA verhindert. Nach der Transformation und
Vermehrung des Vektors in optimierten FE.coli-Bakterien, konnten aus diesem
Subklonierungs-Vektor die DNA Fragmente herausgeschnitten und in andere Vektoren

umkloniert werden.

11.2.1.9 Elektrophorese von DNA Fragmenten

DNA Molekiille wurden mittels Agarosegelen in horizontalen Elektrophoresekammern
aufgetrennt. Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose in 1x TBE gel6st (aufkochen) und
Ethidiumbromid hinzugefiigt (0,05 pl/ml). Die Konzentration der Agarose wurde
entsprechend der GroBBe der DNA-Molekiile eingestellt (0,8-2%). Als Laufpuffer wurde 1x
TBE verwendet. Die Proben wurden in Probenpuffer aufgenommen und bei etwa 10 V/em
Gelldnge elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA ist aufgrund ihres Zucker-Phosphat-
Riickgrats negativ geladen und wandert daher im elektrischen Feld zur Anode. Dabei wird die
Geschwindigkeit durch die MolekiilgroBe, die Konformation der DNA, die Agarose-
konzentration und die angelegte Spannung beeinflusst. Je hoher die gewdhlte Agarose-
konzentration, desto geringer ist die Porengro3e und damit die Wanderungsgeschwindigkeit.
Kleinere DNA Fragmente (bis 300 bp) wurden daher bei héheren Agarosekonzentrationen
aufgetrennt. Unter UV-Licht wurden die durch interkaliertes Ethidiumbromid gefarbten
DNA-Banden photographisch dokumentiert (UV-Gel Dokumentationssystem, Herolab,
Wiesloch).

11.2.1.10 Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen
Nach Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese, wurde das
erwiinschte DNA-Fragment unter UV-Licht herausgeschnitten und mittels Zentrifugation
durch Gel-Extraktions-Siulen (Milli-Pore), nach Angaben des Herstellers, aus der Agarose

eluiert.

I1.2.1.11 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen
DNA- und RNA-Konzentrationen wurden photometrisch durch Messen der optischen Dichte
(OD) bei einer Wellenldnge von 260 nm ermittelt (Ultrospec 3000, Pharmacia). Bei dieser
Wellenldnge liegt sowohl fiir einzel- als auch fiir doppelstringige DNA das
Absorptionsmaximum. Ein gemessener Wert von 1 ODsg entspricht etwa 50 pg/ml fiir

doppelstrangige DNA, sowie 20 pg/ml fiir einzelstrangige DNA und 40 pg/ml fiir RNA.
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I1.2.1.12 Restriktionsverdau
Restriktionsansétze wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Jedem Ansatz
wurde der vom Hersteller fiir das jeweilige Enzym empfohlene Puffer zugefiigt. Die
Reaktionen wurden in der Regel mit 1-2 U Enzym/ug DNA verdaut und fiir 1 Stunde (h) bis
tiber Nacht, bei 37°C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von Probenpuffer (bei
anschlieender Gelelektrophorese) oder durch enzymspezifische Hitzeinaktivierung (im Fall

nachfolgender Manipulation der DNA mit weiteren Enzymen) gestoppt.

I1.2.1.13 Praparation von Vektoren
Zur Herstellung linearer Vektor-DNA, wurde der jeweilige Vektor mit einem oder einer
Kombination von Restriktionsenzymen geschnitten. Zur Uberpriifung der Vollstindigkeit
einer Reaktion, wurde ein Aliquot des Ansatzes auf ein Agarosegel geladen. AnschlieBend
wurde die DNA unter Verwendung des DNA-Gel-Extraktions-Kits (Genomics) isoliert. Zur
Verhinderung einer Re-Ligation der Vektor-DNA, die nur mit einem Restriktionsenzym

linearisiert worden war, wurden die 5’-Enden des Vektors dephosphoryliert.

I1.2.1.14 Dephosphorylierungen von 5’-Enden
Eine Re-Ligation von Vektoren kann durch die Entfernung der Phosphatgruppen am
5’-Ende mit Hilfe von alkalischen Phosphatasen verhindert werden. Nach Zugabe von
1 ul alkalischer Phosphatase (1 U/ml; Roche) und 10x alkalischer Phosphatase-Puffer, wurde
bei 37°C die betreffende DNA fiir 1 h inkubiert. Es folgte eine Inaktivierung der Phosphatase
bei 85°C fiir 15 min. Zur DNA-Reinigung, wurde eine Phenol-/Chloroform-Extraktion mit
Ethanolfdllung durchgefiihrt. Das gewaschene und getrocknete Pellet wurde in ddH,O

aufgenommen.

I1.2.1.15 Ligation von DNA Fragmenten mit Vektoren
Fir die Ligation von DNA Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase (Roche) benutzt.
StandardmiBig wurde ein molares Vektor / Insert Verhiltnis von 1 zu 3 benutzt. Die Ligation
erfolgte iiblicherweise mit 1 pl. T4-DNA-Ligase (1.5 U/ul) bei 16°C iiber Nacht, alternativ
wurde die Reaktion auch fiir 3-5 h bei RT durchgefiihrt. Die Ligationen wurden in einem
moglichst kleinen Volumen (maximal 15 pl) vorgenommen. Teile des Ligationsansatzes (4-

15 pl) wurden in kompetente Bakterien-Zellen des E.coli-Stammes DHS5a transformiert.

I1.2.1.16 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden mit einem ABI Prism 377 DNA-Sequencer (Perkin Elmer,
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Rodgau-Jiigesheim) unter Verwendung des ABI-Prism-Dye-Cycle-Sequencing-Ready-
Reaction-Kits (Perkin Elmer) und Standard-Primern nach Angaben des Herstellers von der
Sequenz Service-Einheit des ZMNH und bei Macrogen, Korea, durchgefiihrt. Verwendet
wurden Ansitze, die ca. 0,6-0,75 pg DNA und 10 pmol Primer enthielten.

11.2.1.17 Herstellung kompetenter Bakterien
Von einer Glycerinkultur des E.coli-Stammes DH5a, wurden ca. 10 pl auf einer LB-
Agarplatte ausgestrichen. Nach Wachstum iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank, wurde eine
einzelne Kolonie zum Animpfen einer 5 ml Vorkultur benutzt, die wiederum tiiber Nacht bei
37°C geschiittelt wurde. Als Hauptkultur wurden 150 ml LB-Medium, welches 10 mM CaCl,
enthielt, mit 1 ml der Vorkultur angeimpft und solange geschiittelt bis die Bakterien die
exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten. Dies ist der Fall, wenn die Bakterien-
suspension eine ODgpp von 0,45-0,5 erreicht hat. Die Suspension wurde dann bei 4°C und
5000 Upm 5 min zentrifugiert (Zentrifuge J2-21 M/E Rotor JA10 oder JA 14, Beckmann).
Nach Dekantieren des Uberstands, wurde das Sediment in 50 ml eiskaltem 100 mM CaCl,
resuspendiert und 30 min unter gelegentlichem Riithren auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wurden die Bakterien 5-10 min bei 2000 Upm zentrifugiert (Minifuge RF, Haereus). Das
Sediment wurde in 10 ml eiskaltem 100 mM CaCl, mit 15% Glycerin resuspendiert und iiber
Nacht im 4°C-Raum auf Eis inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Suspension auf

Reaktionsgefi3e verteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und dann bei -80°C gelagert.

11.2.1.18 Transformation von Bakterienzellen

Die kompetenten Bakterienzellen wurden zundchst langsam auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe
der zu transformierenden DNA (1-25 ng), wurde der Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Dann erfolgte fiir 60-90 Sekunden (sec) ein Hitzeschock bei 42°C. Der Ansatz wurde sofort
wieder auf Eis abgekiihlt und dort flir 2 min inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml LB-Medium
ohne Antibiotika, wurden die Zellen 45 min bei 37°C geschiittelt, um ihnen die Gelegenheit
zur Expression der neu erworbenen Antibiotikaresistenzgene zu geben. Die Bakterien wurden
dann auf antibiotikahaltige LB-Platten (0.1 mg/ml Ampicillin oder 0.1 mg/ml Kanamycin)
ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

11.2.1.19 Verwendung doppelstringiger RNA-Oligonukleotide
Doppelstrangige RNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen in lyophilisierter
Form bezogen. Sie wurden in RNase-freiem Wasser resuspendiert und auf eine

Arbeitskonzentration von 20 pmol/ul eingestellt. Die Durchfiihrung der Transfektionen von
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Saugetierzellen mit den RNA-Oligonukleotiden wird in Abschnitt I1.2.3.4 beschrieben.

I1.2.2 Proteinbiochemische Arbeiten

I1.2.2.1 Expression von Proteinen in Bakterien
Proteine wurden in dem E. coli-Stamm BL21 exprimiert. Fiir GST-Fusionsproteine
(Glutathion-S-Transferase) wurden die Vektoren pGEX-KGK, pGEX-KG und pGEX-AHK
verwendet. Die Zellen wurden mit den gewiinschten Expressionskonstrukten transformiert,
auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und anschlieend {iber Nacht
bei 37°C inkubiert. Danach wurde eine 20 ml Vorkultur aus einem kultivierten Klon in
antibiotikahaltiges LB-Medium inkubiert. Ungefdhr 3-5 ml der Vorkultur wurden in 200 ml
frisches antibiotikahaltiges LB-Medium gegeben und die Bakterien wurden bis zu einer ODggg
von 0,25-0,3 (mittlere logarithmische Wachstumsphase) schiittelnd bei 37°C inkubiert. Bei
Erreichen der gewiinschten Wachstumsphase, wurde die Proteinexpression durch Zugabe von
1 mM IPTG induziert. Die Suspension wurde weitere 3-5 h (kleinere Proteine) bei 37°C und
alternativ iiber Nacht bei der Expression groBerer Proteine (z.B RLIM) bei RT inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen 20 min bei RT und 6000 Upm zentrifugiert (Zentrifuge J2-
21M/E, JA-10 Rotor, Beckmann) und einer alkalischen Lyse bei 4°C unterzogen.

I1.2.2.2 Aufreinigung von rekombinanten His-Tag Fusionsproteinen
Um His-Tag gekoppelte Proteine (6 C-terminal angehédngte Histidine, die in diesem Vektor an
das gewiinschte Protein fusioniert werden) aus dem gesamten Bakterienlysat aufzureinigen,
wurden Ni*" -NTA-Agarose-Beads verwendet (Qiagen). Alle Schritte wurden auf Eis oder bei
4°C durchgefiihrt. Die erhaltenen Bakteriensedimente (Abschnitt 11.2.2.1), wurden in kaltem
PBS resuspendiert, in Falkongefdl3e iiberfiihrt und erneut zentrifugiert (4500 Upm, 10 min).
Nach Dekantieren des Uberstandes, wurden die Zellen in 10 ml Lysispuffer (50 mM Tris-HClI,
pH 7,9; 0,1 M KCI; 1% Triton X-100; 12,5 mM MgClz2; 1 pg/ml Aprotinin; 1 pg/ml
Leupeptin) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Losung mit Ultraschall beschallt (dreimal
30 sec mit 60 Watt) und das Lysat durch Zentrifugation in einer Beckmann Zentrifuge (9500
Upm, 30 min, Rotor JA-20) von Zellresten gereinigt. Der Uberstand enthilt die Fraktion
I6slicher Proteine. Bei unloslichen oder schwer 16slichen Proteinen, wurde das Pellet in 8 M
Harnstoff aufgenommen und iiber Nacht bei RT langsam geschiittelt. Nach 15 min
Zentrifugation bei 9500 Upm, wurde der Uberstand als unldsliche Fraktion aufgehoben. Die
Fraktion 18slicher Proteine, wurde mit der nach Angaben des Herstellers equilibrierten Ni*'-

NTA-Agarose, 2-4 h unter stdndiger Rotation inkubiert. Bei dem Auftreten eines starken
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Hintergrundes, wurde dem Ansatz in diesem Schritt 10 mM Imidazol hinzugefiigt. Die Ni*'-
NTA-Agarose, die nun die His-Tag-Proteine gebunden hatte, wurde zweimal mit
Waschpuffer (50 mM Tris, pH 7,9; 300 mM NacCl, 10% Glycerol; 1 pg/ml Aprotinin; 1 pg/ml
Leupeptin) gewaschen und anschlieBend wurden die rekombinanten Proteine mit 2 ml
Elutionspuffer (Waschpuffer mit 500 mM Imidazol) von der Ni*’-NTA-Agarose eluiert.
Losliche und unlosliche Fraktionen der Proteine, sowie Aliquots der Zwischenschritte,
wurden mit Hilfe von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS PAGE) (siehe 11.2.2.6)

und Coomassie-Farbung analysiert.

11.2.2.3 Aufreinigung von rekombinanten GST-Fusionsproteinen
GST-Fusionsproteine wurden mit Hilfe von Glutathion-Agarose (Sigma) aus dem
Bakterienlysat gereinigt. Alle Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis durchgefiihrt. Die
Bakteriensedimente der exprimierten GST-Proteine, wurden in Lysispuffer (50 mM NacCl; 50
mM Tris pH 7,6; 10% Glycerol; 1 pg/ml Aprotinin; 1 pg/ml Leupeptin; 1 mM DTT)
resuspendiert und in ein 12 ml Greiner-Rohrchen {iberfiihrt. Die Proben wurden dreimal 30
sec in 45 sec Intervallen mit 60 Watt beschallt und anschlieend 30 min bei 9500 Upm in
einer Beckmann Zentrifuge (Rotor JA-20) zentrifugiert. Zum Uberstand wurden 500 pl
Glutathion-Agarose (nach Angaben des Herstellers equilibriert) pipettiert. Uberstand und
Glutathion-Agarose, wurden 3-4 h bei stindiger Rotation inkubiert. Das durch die
anschliefende Zentrifugation (3500 Upm, 5 min, Haereus-Zentrifuge) erhaltene Sediment,
wurde dreimal 5-10 min mit ca. 5 ml Lysispuffer gewaschen. Zwischen den einzelnen
Waschschritten, wurde wie beschrieben zentrifugiert, der Lysispuffer dekantiert und neuer
Lysispuffer zugegeben. AnschlieBend wurden die GST-Proteine mit Elutionspuffer
(Lysispuffer mit 10-25 mM Glutathion) unter stdndiger Rotation 1 h bis iiber Nacht, von der
Glutathion-Agarose eluiert. Mittels SDS PAGE und anschlieBender Coomassie-Farbung des

Gels, wurden die Proben analysiert.

11.2.2.4 Aufreinigung von Proteinen aus eukaryotischen Zellen
Zellextrakte zur Gewinnung der Proteine, wurden aus MCF7 Zellen hergestellt. Dafiir wurden,
wenn nicht anders angegeben, Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 3 oder 10 cm fiir
MCEF7 Kulturen verwendet. Alle Schritte erfolgten auf Eis und mit vorgekiihlten Losungen.
Die Zellen wurden zweimal mit 2-5 ml PBS gewaschen. Nachdem das PBS vollstindig
abgesaugt worden war, wurden je nach Zellkultur und Zelldichte 200 pl bis 500 pl NETN-
Puffer dazugegeben und die Zellen mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte abgelost.
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In Suspension wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellextrakte 15

min bei 14000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -80°C gelagert.

I1.2.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford
Die Bestimmung der Proteinkonzentration, wurde mit der Methode nach Bradford
durchgefiihrt. Es wurde Bradford-Reagenz (Roti-Quant) der Firma Roth verwendet. Je 500 pl
Reagenz, wurden mit 2 ml Zellextrakt versetzt und gemischt. Zusétzlich wurde eine Eichreihe
aus 200 pl Bradford-Reagenz mit 1-10 pg BSA pipettiert. Je 200 pl der Losungen
(Doppelbestimmung), wurden in eine Mikrotiter-Platte mit 96 Kavititen pipettiert. Die
Proteinkonzentration konnte nach einer Extinktionsmessung bei 595 nm mit Hilfe der

erstellten Eichgerade berechnet werden.

11.2.2.6 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS PAGE)
Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.
8-15%ige SDS-Polyacrylamidgele (Sambrook et al., 1989) wurden hierfiir verwendet. Die
Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel in 3x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen
und fiir 5 min bei 100°C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 15-50 mA.
Vorgefirbte Protein-Molekulargewichtstandards (PageRuler Prestained Protein Ladder, MBI
Fermentas; Dual Color, Bio-Rad), wurden zur Bestimmung der Proteingrof3en verwendet. Zur
Visualisierung wurden die Proteine im Gel entweder mit Coomassie angefarbt (siche 11.2.2.7),
oder auf Nitrozellulose transferiert und im Western Blot-Verfahren analysiert (siehe 11.2.2.8).
Im Fall radioaktiver Proteine, wurde das Gel getrocknet und anschlieBend auf einen

Rontgenfilm exponiert.

11.2.2.7 Farbung von SDS PAGE-Gelen mit Coomassie Brilliant Blau
Nach der Gelelektrophorese, wurden die Gele 60 min in Coomassie-Brilliant-Blau-Losung
(0,2% Coomassie Brilliant Blue R-250; 50% Methanol; 7,5% Essigsdure) gefarbt und
anschliefend mit Entfarberlosung (70% Methanol; 7% Essigsdure) inkubiert und getrocknet
(Model 583, Bio-Rad).

11.2.2.8 Western Blot

11.2.2.8.1 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen
Der Transfer von Proteinen nach Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Nitrozellulosemembran (Western Blot), erfolgte nach Herstellerangaben entweder nach einer

Semi-Dry-Transfer-Methode in einer Graphitblot-Apparatur (Phase, Liibeck) mit
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Transferpuffer (50 mM Tris-HCI, 380 mM Glycerin, 0.1% SDS, 20% Methanol) bei 1
mA/cm® fiir 60-120 min, oder nach einer Tank-Blot-Methode mittels einer Blot-Apperatur
(Amersham Pharmacia) im Transferpuffer bei 30-50 mA fiir 2 h bei RT.

11.2.2.8.2 Ponceaurot-Firbung der Nitrozellulosemembran
Die Nitrozellulosemembran mit den immobilisierten Proteinen, wurde nach Herstellerangaben
kurz in Ponceaurot (Ponceau S, Applichem) geschwenkt, um zu iiberpriifen, ob der Transfer
gleichméBig erfolgt war. Die Ponceaurot-Farbung wurde durch mehrmaliges Schwenken in
ddH,O und PBST entfernt. Danach folgte der immunologische Nachweis mit spezifischen
Antikdrpern.

11.2.2.8.3 Immunologischer Nachweis von immobilisierten Proteinen
Der Western Blot wurde nach dem Proteintransfer in einer Blockierungslosung (PBS;
3% fettfreies Milchpulver) fiir 1 h inkubiert und die freie Proteinbindungskapazitit der
Membran dadurch abgesittigt. Nach dem Blockieren, wurde der gegen das gesuchte Protein
gerichtete Antikorper (primdr Antikorper) in Blockierungslosung mit entsprechender
Verdiinnung fiir mindestens 1 h bei RT bis iiber Nacht bei 4°C, inkubiert. AnschlieBend
wurde die Nitrozellulosemembran zweimal mit PBST fiir 1 und 10 min bei RT und zweimal
mit PBS fiir 1 und 10 min bei RT gewaschen. Daraufhin wurde der Western Blot mit einem
Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Protein A bzw. Meerrettichperoxidase-gekoppelten anti-
Kaninchen- oder anti-Meerschweinchen-IgG’s flir mindestens 60 min inkubiert. Die
Detektion der Protein-Antikorper-Komplexe erfolgte nach erneutem Waschen (wie oben) und
anschliefenden Inkubation mit dem ECL- (Enhanced Chemiluminescence) Reagenz nach
Angaben des Herstellers (Amersham Bioscience). Die Lumineszenz der Protein-Antikorper-
Komplexe wurde auf entsprechende ECL-Rontgenfilme (Hyperfilm-ECL, Amersham

Biosciences) iibertragen.

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

Um Protein-Protein Interaktionen zu untersuchen, wurden GST-Interaktionsexperimente
durchgefiihrt. Die GST-Proteine (Abschnitt 11.2.2.3) wurden zu diesem Zweck nicht von der
Glutathion-Agarose eluiert. Zuerst wurden die GST Proteine mit PPI-Puffer (20 mM HEPES,
pH 7,9; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 4 mM MgClz; 1 mM DTT; 0,02% NP-40; 10%
Glycerol) dquilibriert, mit 1 mg/ml BSA versetzt und in 50% GST-Protein-Agarose / 50%
PPI-Puffer-Mix aufgenommen. Fiir die Negativkontrolle (GST allein), wurde das GST-Peptid
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mit dem Glutathion-Agarose-Mix auf 50 pul Volumen gebracht. Die Proteinmengen wurden
vorher mit Hilfe eines Coomassie-gefarbten Gels angeglichen. Im Interaktionsexperiment,
wurden 50 pul GST-Protein-Mix (bzw. GST-Peptid) mit 10 pl TNT-Protein (siche unten) und
5 ul PPI-Puffer vermischt. Die Proteine wurden 3-4 h bei 4°C unter stidndiger und leichter
Bewegung inkubiert, um ihnen die Gelegenheit zum Binden zu geben. AnschlieBend wurde
dreimal fir 10 min mit 500 pl PPI-Puffer bei 4°C gewaschen. Nach Abpipettieren des
iberschiissigen PPI-Puffers, wurde den Proben 10 pl 3x Laemmli-Puffer zugefiigt, 5 min
aufgekocht und der gesamte Ansatz iiber eine SDS PAGE aufgetrennt. Als Kontrolle wurde
eine Spur mit 2 pl TNT Protein geladen. Um sicherzugehen, dass vergleichbare Mengen der
verschiedenen GST-Proteine geladen worden waren, wurde das SDS-Gel kurz mit Coomassie

gefdrbt, entfarbt und anschlieend getrocknet, bevor ein Film (Biomax-MR) aufgelegt wurde.

11.2.2.10 Herstellung von radioaktiv markierten Proteinen in vitro
Um radioaktiv markierte Proteine in vitro herzustellen, wurde der TNT-in vitro-Translations-
Kit von Promega verwendet. In dieser Methode werden Transkription und Translation
gekoppelt. Die Reaktionen wurden entweder in RRL (rabbit reticulocyte lysate, Promega)
oder in WG (wheat germ extract, Promega) durchgefiihrt. Es wurden jeweils 25 pul RRL bzw.
WG, 1 pg Plasmid-DNA, 1 ul Aminosdure-Mix ohne Methionin, 2 pl L-[*°S] Methionin, 2 ul
Puffer, 1 pl Polymerase sowie 18 pul ddH,O gemischt und der Ansatz fiir 90 min bei 30°C im
Wasserbad inkubiert. Ein Aliquot von 2 ul der fertigen Proben, wurde iiber SDS PAGE
aufgetrennt, getrocknet und anschliefend auf einen Film (Biomax-MR oder X-Omat Blue
XB-1) exponiert. Vorgefarbte Protein-Molekulargewichtstandards (Prestained Protein Ladder,
MBI Fermentas; Dual Color Marker, Bio-Rad) wurden zur Bestimmung und Uberpriifung der

ProteingroBen verwendet.

11.2.2.11 In vitro-Ubiquitinierungen
Fiir RLIM-abhingige in vitro-Ubiquitinierungen, wurde als Substrat 2-5 pl *°S-markiertes
TNT-Protein in Gegenwart von GST-RLIM, 50 ng E1 Enzym (Biotrend), 50 ng bakteriell
exprimiertem E2 Enyzm (His-UbcHS5b), 4 pg Ubiquitin (Sigma), 2 mM DTT, 4 mM ATP, 6
mM MgCl,, 50 mM NaCl und 25 mM Tris-HCI (pH 7,5) fiir 2 h bei 30°C in einem 50 pl
Ansatz inkubiert. Die Reaktionen wurden mit 50 pl 2x Laemmli gestoppt, 5 min gekocht und
iiber SDS PAGE aufgetrennt. Die Gele wurden 30 min in 40% Methanol mit 10% Essigsdure
fixiert und anschlieBend 15 min in Amplify Losung (Amersham Pharmacia) inkubiert. Nach

Trocknung des Gels, wurde iiber Nacht ein Kodak Biomax Film exponiert.
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11.2.2.12 Immunprézipitation

Fiir den Nachweis von Protein-Interaktionen in Zellen, wurden Koimmunprizipitationen mit
spezifischen Antikorpern durchgefiihrt. Dafiir wurden MCF7 Zellextrakte zunichst 1 h mit
Protein A-gekoppelten Sepharose-Kiigelchen, die zuvor in NETN-Losung dquilibriert wurden,
bei 4°C drehend inkubiert. AnschlieBend wurden die Sepharose-Kiigelchen durch 1-2 min
Zentrifugation bei 2000 Upm sedimentiert. Die Uberstéinde wurden abgenommen und 1 h mit
5-10 pl spezifischen Antikdrpern bzw. Pra-Immunserum, oder unspezifischen IgGs als
Negativ-Kontrolle, bei 4°C drehend inkubiert. Nach Zugabe von frischen Sepharose-
Kiigelchen, wurde 4 h weiter bei 4°C drehend inkubiert. AnschlieBend wurden die Sepharose-
Kiigelchen durch 1-2 min Zentrifugation bei 2000 Upm sedimentiert und der Uberstand
verworfen. Die Sepharose-Kiigelchen wurden dann dreimal mit NETN-Puffer gewaschen und
schlieBlich in 3x Laemmli-Puffer aufgenommen, um 5 min bei 100°C aufgekocht zu werden.
Danach wurden die Sepharose-Kiigelchen durch 1 min Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit (14.000 Upm) sedimentiert und verworfen. Der Nachweis von
Interaktionspartnern erfolgte durch Analyse des Uberstandes mittels SDS PAGE und darauf
folgender Western Blot-Detektion mit spezifischen Antikdrpern.

11.2.2.13 Chromatin-Immunprizipitation (ChIP)
Zum ,,Crosslinking” von Proteinen und DNA, wurden MCF7 Zellen zweimal mit
vorgewdrmten PBS (37°C) gewaschen und dann bei 37°C mit 1% Formaldehyd/PBS im
Brutschrank fiir 5 min inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Zellen dreimal mit
eiskaltem PBS gewaschen, dann abgeschabt und erneut zweimal mit kaltem PBS gewaschen.
Dazwischen, wie auch bei den folgenden Zentrifugationsschritten, wurden sie fiir 5 min bei
2000 rpm im HB4-Rotor abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden in hypotonen RSB-Puffer (10
mM Tris pH 8,3 mM MgCl2, 10 mM Natriumbisulfit, 5 ml Puffer pro 4 Platten a 25 mm
Durchmesser) aufgenommen, 10 min auf Eis inkubiert, mit einem Dounce-Homogenisator
mechanisch aufgeschlossen (12 St6Be) und erneut fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation erhélt man das Nukleoprotein im Pellet, das zweimal mit RSB-Puffer und
einmal mit SNSB-Puffer (1 M NaCl; 10 mM Tris pH 7,4; 0,1% NP-40; 1 mM EDTA; 10 mM
Natriumbisulfit) gewaschen und anschlieBend in 3 ml NSB-Puffer (100 mM NaCl; 10 mM
Tris pH 7,4; 1 mM EDTA; 10 mM Natriumbisulfit) aufgenommen wurde. Nukleoprotein,
freie DNA und freie Proteine wurden mit einem dreistufigen Casiumchloridgradienten (1,75;
1,5; 1,3 mg/ml CsCl) durch Ultrazentrifugation bei 37000 g aufgetrennt. Danach wurde das
gereinigte Nukleoprotein fiir 1 h gegen 1 Liter TE/ 1 M NaCl/ 10 mM Natriumbisulfit, 3 h
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gegen 3 Liter TE/ 10 mM Natriumbisulfit und 1 h gegen 1 Liter frischen TE/ 10 mM
Natriumbisulfit dialysiert. Nach der Dialyse erfolgte eine Sonifikation (zehnmal 10 Impulse,
Stufe 5) und die DNA-Konzentration wurde anschlieBend photometrisch bei OD 260
bestimmt. Ungefdahr 10 pg DNA wurden dann mit 10 U Micrococcal Nuclease in TE mit 3
mM CaCl2 und 10 mM Natriumbisulfit fiir 15 min bei 37°C verdaut. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 20 mM EDTA gestoppt, die Proben abzentrifugiert und der Uberstand fiir
die Chromatin-Immunprizipition eingesetzt. Diese erfolgte mit 10 pg der jeweiligen
Antikdrper in 1x NET-Puffer (50 mM Tris pH 7,4; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5% NP-40)
bei 4°C iiber Nacht. AnschlieBend wurden die Immunkomplexe an Protein A-Sepharose-
Beads gekoppelt und dazu mit 50 pl 50%iger NET-Losung fiir 2 h bei RT gerollt. Um die
prézipitierten Proteine im Western Blot zu untersuchen, wurden die Beads fiinfmal mit RIPA
(50 mM Tris pH 8; 150 mM NaCl; 1% NP40; 0,5% Natriumdeoxocholat; 0,1% SDS), einmal
mit LiCl-Waschpuffer (10 mM Tris pH 8; 250 mM LiCl; 0,5% NP40; 0,5%
Natriumdeoxocholat; 1 mM EDTA), dreimal mit TE gewaschen und anschlieend mit 2%
SDS, fiir 30 min bei 37°C eluiert. Zur spateren Priaparation der DNA erfolgte ein stringenteres
Waschen: achtmal mit RIPA, dreimal mit LiCl-Waschpuffer und fiinfmal mit TE. Eluiert
wurde hier mit 1% SDS in TE-Puffer in 2 Schritten a 150 pl, die vereinigt worden. Um die
Crosslinks zu revertieren, wurden sowohl die Immunprizipitate als auch Input und Uberstand,
in 2% SDS (bzw. 1% SDS fiir spiatere DNA Préparation) fiir 3 h bei 65°C inkubiert. Die
Western Blot-Proben wurden anschlieend geféllt und die Proteinpellets in 2% SDS
aufgenommen, mit Laemmlipuffer versetzt und mittels SDS PAGE und Western Blot
untersucht. Die DNA-Proben wurden mit einer Phenol-Chloroform-Extraktion und einer

Ethanol-Féllung aufgereinigt, die DNA Pellets getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen.

I1.2.3 Methoden der Zellkultur

11.2.3.1 Herstellung monoklonaler Antikorper gegen RLIM
Es wurde ein spezifisch RLIM erkennender monoklonaler Antikorper hergestellt. Als Antigen
diente hierzu ein N-terminales GST-Fusionsprotein des murinen RLIM-Proteins. Dieses
Fusionsprotein wurde zundchst in Bakterien exprimiert und anschlieBend als GST-Protein
aufgereinigt (Abschnitt 11.2.2.3). Die Proteinmenge wurde auf einem SDS PAGE-Gel anhand
einer BSA-Eichreihe ermittelt. Die Proteine wurden C57BL6-Méusen intramuskulér injiziert.
Pro Injektion wurden 150 pg des Proteins verwendet. Dieses wurde 1:1 mit Freunds Complete
Adjuvants (Sigma) durch Sonifizierung vermischt und den Tieren intramuskulér injiziert.

Nach 14 Tagen wurden den C57BL6-Méiusen die Darmbein-Lymphknoten (iliaci medialis)
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entnommen und aus diesen antikdrperproduzierende B-Zellen isoliert. Da B-Zellen in Kultur
nur fiir ca. 7-8 Tage kultivierbar sind, wurden diese mit Myeloma Zellen (Krebszellen, SP2),
in einem Verhiltnis von 5:1, fusioniert. Dieser Prozess wurde durch eine Polyethylenglycol
(PEG) vermittelte Behandlung gefordert. Myelomazellen haben den Vorteil, dass sie fiir
unbegrenzte Zeit kultivierbar sind, wahrend B-Zellen den Vorteil haben unbegrenzt RLIM
erkennende, also monoklonale, Antikdrper produzieren zu konnen. Bereits nach 24 h konnten
die ersten fusionierten Zellen, auch Hybridome genannt, identifiziert werden. Um fusionierte
von nicht fusionierten Zellen zu trennen, wurde das HAT (Hypoxanthin-Aminopterin-
Thymidin)-Selektionsmedium (Hybridoma-SFM, Gibco) ausgewdhlt. Nur erfolgreich
fusionierte Zellen sind in der Lage in diesem Medium zu iiberleben. Durch eine sogenannte
Klonierung, wurden anschlieBend die nach 5-7 Tagen entstandenen Hybridoma Kolonien auf
96-Kavititen Schalen vereinzelt und erneut fiir 3-5 Tage kultiviert. Zur genauen Bestimmung
der Sperzifitit jedes Hybridomaklons, wurde das Medium jeder einzelnen Kolonie
abgenommen. Getestet wurde ihre Spezifitidt zunichst in einem ELISA Verfahren (Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay). Der ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren,
welches auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Als Antigen wurde das bereits zur
Immunisierung der Méuse verwendete GST-RLIM Fusionsprotein verwendet, welches an
eine 96-Kavitdten Schale gebunden wurde. Um Antigen-Antikdrper Komplexe zu bilden,
wurden 50 pl des Hybridoma-Zellkultur Mediums in die antigenprédsentierenden Kavitéten
pipettiert. Nach einer 60 min Inkubation bei Raumtemperatur, wurde dreimal mit TBS-T
Puffer (100 mM Tris-HCL pH 7,5; 1 M NaCl, 1% Tween20) gewaschen. Zur Detektion dieser
Komplexe, wurde das alkalische Phosphatase System (Sigma) verwendet. Hierfiir wurde ein
gegen Maus gerichteter zweiter Antikorper, gekoppelt an die alkalische Phosphatase,
verwendet. Dieser bindet nun an die vorhandenen Antigen-Antikdrper Komplexe. Nach einer
erneuten Inkubation bei RT fiir 30 min, wurde erneut dreimal mit TBS-T gewaschen, um
nicht gebundenen Antikorper zu entfernen. Mit Hilfe eines Chromogens (p-Nitrophenyl-
phosphat), wurde die Farbreaktion ausgelost. Da die alkalische Phosphatase den Phosphatrest
vom farblosen Nitrophenylphosphat abspaltet, entsteht p-Nitrophenol, welches schwach gelb
ist. Die Intensitdt der Farbe ist dabei proportional zu der Konzentration des entstandenen
Nitrophenols und damit auch der Konzentration des zu bestimmenden Antigens, hier RLIM,
in der Probe. Diese so identifizierten spezifisch RLIM erkennenden Antikérper, wurden
anschlieBend weiteren immunologischen Nachweisverfahren unterzogen. Die Hybridoma

Zellen wurden fiir eine Langzeitautbewahrung bei -80°C gelagert.
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11.2.3.2 Kultivierung von Siugerzellen

Die verwendeten MCF7 Zellen wurden in HAM's F12 High Glucose Medium, HEK-293T
und aT3-Zellen in DMEM. Alle Zelllinien wurden in Gegenwart von 10% FCS, 100 U/ml
Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin bei 37°C und 5% CO:z2 kultiviert. Fiir hormonfreie
Untersuchungen wurden MCF-7-Zellen fiir mindestens 24 h in DMEM (Phenolrotfrei) und in
Gegenwart von 10% hormonfreiem Kélberserum mit denselbigen Zusédtzen und unter
denselben Bedingungen gehalten. Alle 3-4 Tage wurden die Zellen 1:10 verdiinnt bzw.
passagiert. Zum Ablosen der Zellen von der Schale, wurde Trypsin-EDTA-Ldsung (Gibco-
BRL) verwendet.

11.2.3.3 Lagerung von Siugerzellen
Die Zellen wurden mit 1 ml Trypsin-EDTA von den Schalen geldst, in FCS/Medium/DMSO
(5:4:1) aufgenommen und in Aliquots von 1 ml auf Einfrierr6hrchen verteilt. Diese wurden
in einer Styroporkiste langsam auf -80°C abgekiihlt und danach in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt.

11.2.3.4 Transfektion von MCF7 Zellen mit Lipofectamine® 2000
MCF7 Zellkulturen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers mit Lipofectamine®
2000 (Invitrogen) transfiziert. Das Medium der Zellen wurde vor der Transfektion
abgenommen und durch das serumfreiec Medium Opti-MEM"I (Invitrogen) ersetzt. Plasmid-
DNA und siRNA wurden, wie auch das Lipofectamine® 2000, ebenfalls in Opti-MEM®I
vorbereitet. Fiir Zellen in 24-Kavititen-Platten, wurden pro Kavitit 0,8 pg DNA bzw. 40
pmol siRNA mit jeweils 2 pl Lipofectamine® 2000 in insgesamt 100 pl Opti-MEM®I
eingesetzt. Fiir Kulturen in 3 cm Schalen, wurden jeweils 4 pg DNA bzw. 200 pmol siRNA
mit 8 pl Lipofectamine® 2000 in insgesamt 500 pl Opti-MEM®I verwendet. Nach der Zugabe
des Transfektionsmixes, wurden die Kulturen fiir 1 h bei 37°C und einer CO,-Konzentration
von 5% in wasserdampf-gesittigter Atmosphire inkubiert. AnschlieBend wurde das
Transfektionsmedium abgesaugt, zweimal mit PBS gewaschen und die Kulturschalen mit

frischem und vorgewdrmtem Medium ersetzt.

11.2.3.5 Transfektion mit Polyethanolimin (PEI)
HEK-293T-Zellen wurden auf 10 cm Schalen ausgesdt und wachsen gelassen, bis eine
Konfluenz von 60-70% erreicht war. Etwa 1 h vor der Transfektion, wurde das gesamte
Medium (10 ml) abgesaugt und durch 5 ml neues Medium ersetzt. Der Transfektionsansatz
fiir eine Schale enthielt 10 ug DNA und 240 ul PBS. In einem anderen Gefall wurden 40 pl
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des organischen Makromolekiils PEI (10 mM) mit 240 ul PBS vermischt, dieses Gemisch
zum Transfektionsansatz gegeben und 10 sec gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 20
min bei RT, wurden die Ansétze langsam und vorsichtig auf die einzelnen Platten pipettiert.
Nach einer 4-5-stiindigen Inkubation der Platten bei 37°C, wurde das Medium abgesaugt und
10 ml neues Medium dazugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und Zellextrakte

hergestellt.

I1.2.3.6 Transfektionen mit Calciumphosphat
HEK-293T-Zellen wurden entweder in 6- oder 10 cm Schalen ausgesit bis eine Konfluenz
von 50-60% erreicht war. Ungefédhr 30 min vor der Transfektion, wurde das Medium gegen
frisches ausgetauscht. Es wurden 7,5-15 pg DNA mit vorgelegten 450 pl TE (0,1x Labor TE
Puffer) vermischt und mit 50 ul CaCl;, (2,3 M) ca. zehnmal resuspendiert. Parallel wurde in
ein 15 ml Schraubdeckel-Gefdl3, 500 ul HBP Puffer (5 M NaCl; 0,5 M HEPES pH 7,1; 0,15
M Na,HPO4) pipettiert und anschlieBend die DNA-Calcium Komplexe tropchenweise in den
HBP Puffer pipettiert. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur, wurden die jeweiligen
Ansitze vorsichtig auf die Zellkulturplatten pipettiert. Nach 12 h wurden die Schalen mit PBS

gewaschen und in neuem Zellkulturmedium aufgenommen.

11.2.3.7 Retrovirale Infektionen von MCF7 und aT3 Zellen
Um eine effiziente Herunterregulierung von Transkripten bzw. endogenen Proteinen zu
erreichen, wurde das retrovirale Infektions System genutzt. Fiir die Synthese der Viren,
wurden HEK-293T-Zellen verwendet. Hierzu wurden mit der Calciumphosphat-Methode
(Abschnitt 11.2.3.6) je 7,5 ug vom pEcoPac Vektor und dem jeweiligen Genexpressions-
Vektor transfiziert. Nach 12 h wurde das Medium erneuert und fiir weitere 24 h inkubiert.
Dann konnte das Medium mit den enthaltenen Viren abgenommen werden. Einen Tag zuvor
wurden MCF7 oder aT3 Zellen auf 6 cm Schalen ausgesit und diese mit 2 ml Viren und 1 ml
frischem Medium versetzt. Um die Infektionseffizienz zu steigern, wurde zusdtzlich 3 pl
Polybrene (Sigma) in die Schalen pipettiert. Je nach Versuch, wurden die Zellen iiber einen

Zeitraum von bis zu 72 h infiziert.

11.2.3.8 Immunzytochemische Detektion von Proteinen in Saugerzellen
Um transfizierte oder endogene Proteine in Séiugerzellen nachzuweisen, wurden
immunzytochemische Experimente durchgefiihrt. Die Zellen wurden auf einer
Mikrotiterplatte mit 24 Kavitdten ausgesét, in welche zuvor sterile Glaspléttchen gelegt
worden waren. So wuchsen die Zellen auf den Glasplattchen. Haben die Zellen eine
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Konfluenz von 50-60% erreicht, so wurde, gegebenenfalls wie in Abschnitt 11.2.3.4
beschrieben transfiziert.

Nach 24 h, oder bei nicht transfizierten Zellen nach Erreichen einer Konfluenz von 80-90%,
wurden die Zellen 20 min bei 4°C in 4% PFA (Paraformaldehyd) fixiert, zweimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend 5 min in 0,5% PBST inkubiert. Nach weiteren zwei
Waschschritten in PBS, wurden die Zellen 1 h in einer Blockierlosung (PBST + 1% BSA)
inkubiert, um unspezifische Bindungen zu reduzieren. Nach Blockierung wurden die Zellen
mit einem entsprechenden primdren Antikdrper inkubiert, welcher zuvor in PBS + 0,1% BSA
verdiinnt wurde. Die Inkubation erfolgte entweder iiber Nacht bei 4°C, oder bei RT fiir
mindestens 1 h. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS, wurde ein Fluoreszenz-
markierter sekundéirer Antikorper (in PBST + 0,1% BSA) dazugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 1-2 h im Dunkeln, wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.
Mitunter wurde dem PBS 1:1000 DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid)
zugegeben. Dieses bewirkt eine Zellkerngegenfarbung, die mit UV-Licht sichtbar gemacht
werden kann. So ist es spiter moglich vitale und intakte Zellen auszumachen. Es folgten zwei
weitere Waschschritte mit ddH20. AnschlieBend wurden die Glasplittchen mit den Zellen auf
Objekttrager gebracht. Hierzu wurde Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories)
verwendet. Die Objekttrager wurden im Dunkeln bei 4°C gelagert. Die Farbung der Zellen
wurde mit Hilfe eines konfokalen Lasermikroskops (Leica DM IRBE, Heidelberg) mit
Scanner (Leica TCS SPII) dokumentiert.

11.2.3.9 Applikation der Proteasom-Inhibitoren MG132 und Lactacystin
Um die Proteasom-Aktivitidt in den Zellen zu inaktivieren, wurden MCF7 Zellkulturen mit
dem Proteasom-Inhibitor MG132 oder Lactacystin (Boston Biochemicals) behandelt, welches
ungehindert in Zellen diffundieren kann. Dafiir wurde MG132 oder Lactacystin (10 mg/ml in
EtOH) zum Medium mit einer Endkonzentration von 10 pg/ml hinzugefiigt. Die Zellen
wurden nach der Inkubationszeit von 1-8 h geerntet bzw. fiir immunzytochemische

Untersuchungen fixiert.

11.2.3.10 Applikation mit 17p Ostradiol
Um in Brustkrebszellen den Ostrogen Rezeptor o zu aktivieren, wurde hormonfreiem
Zellkulturmedium, 17p Ostradiol (Sigma) zugefiigt. Je nach Versuchsansatz wurde eine

Endkonzentration von 1-10 uM eingesetzt.

55



I1.2.3.11 Luziferase Reportergen-Experimente
Zur Messung der Aktivitit von Transkriptionsfaktoren, konnen Reportergen-Assays
verwendet werden. Dabei wird die Expression von sogenannten Reportergenen gemessen, die
von Promotoren mit artifiziellen oder natiirlichen Bindungsstellen fiir den Transkriptions-
faktor getrieben werden. Die Transkriptionsrate des Reportergens wird umso héher, je aktiver
der Transkriptionsfaktor ist. Die Leuchtkéifer-Luziferase ist ein sehr sensitives Enzym. Es
katalysiert die ATP-abhédngige oxidative Decarboxylierung von Luziferin unter Emission von
Licht. Unter Substratsittigung ist die Enzymaktivitit proportional zur gebildeten
Enzymmenge und somit zur Aktivitit des Transkriptionsfaktors. Gemessen wurde die
Aktivitdt bzw. Wirkung von ERa auf das so genannte ,.estrogen response elements* (ERE).
Das Einsetzen des Kontrollvektors pRL-TK, welcher die Renilla-Luziferase exprimiert, diente
als interne Transfektionskontrolle und minimiert experimentelle Variabilititen. Der
Luziferase-Assay wurde mit dem Dual-Luziferase Reporter-Assay System (Promega) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen aktiv lysiert, fiir 20 min bei
10.000 Upm zentrifugiert und vom gewonnenen Lysat, 30 pl fiir luminometrische Messungen
eingesetzt. Die Messung erfolgte mit einem Luminometer (TD-20/20, Turner-Design). Von
allen Werten der transfizierten Zellen, wurde der Wert der unbehandelten Zellen subtrahiert

und die Luziferase-Aktivitét als Verhéltnis von Renilla-Luziferase-Aktivitit dargestellt.

I1.2.4 Arbeiten mit Gewebeschnitten

I1.2.4.1 Kryoschnitte von Maus-Gewebe
Mausembryonen bzw. entsprechende Gewebe adulter Méuse, wurden in 4% PFA in PBS (pH
7,4) mindestens 1,5 h bei 4°C leicht schwenkend fixiert. AnschlieBend wurden die
Maiuse/Gewebe in PBS gewaschen und iiber Nacht in 30% (w/v) Sucrose enthaltendem PBS,
bis zum Absinken, inkubiert. Abgesunkene Miuse/Gewebe, wurden in Tissue-Tec” (Sakura)
O.C.T. (optimal cutting temperature compound) eingebettet und bei -80°C eingefroren. Die
gefrorenen Embryonen wurden, nach Bedarf, mit dem Kryostat in 10 uM dicke
Gewebestiicke geschnitten. Die Gewebeschnitte wurden anschlieBend bei -80°C eingelagert

oder fiir immunhistochemische Untersuchungen weiterverwendet.

I1.2.4.2 Vibratomschnitte von Maus-Gewebe
Mausembryonen bzw. entsprechende Gewebe, wurden in 4% PFA in PBS (pH 7,4) iiber
Nacht leicht schwenkend fixiert. AnschlieBend wurden sie durch folgende Alkoholreihe
gefiihrt: 10% EtoH, 20% EtoH, 40% EtoH, 60% EtoH, 80% EtoH, 96% EtoH. Fixierte

56



Embryonen/Gewebe konnen im absoluten Ethanol bei -20°C gelagert werden. Fiir
immunhistochemische Untersuchungen, wurden sie dann in umgekehrter Reihenfolge wieder
durch die Alkoholreihe gefiihrt. Die Inkubationszeit betrug 20 min pro Ethanolkonzentration.
Im Anschluss wurden die Embryonen/Gewebe nach dem Waschen mit PBS in 6% Agarose
eingebettet. Nach Erhérten der Agarose, wurden die Embryonen mit einem Vibratom (Leica)
in einem PBS-Bad geschnitten. Die Schnittdicken betrugen 40-60 uM und reprisentierten
dadurch mehrere Zellschichten des Gewebes. Die Gewebeschnitte wurden sofort fiir die

darauf folgenden Untersuchungen weiterverwendet.

11.2.4.3 Immunhistochemie von Kryoschnitten
Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen, wurden die eingefrorenen Kryoschnitte
aufgetaut und mit einem wasserabweisenden Stift umzirkelt. Das Gewebe wurde mit PBST
und 10% Pferdeserum fiir 15 min bei RT permeabilisiert und gleichzeitig blockiert. Die
primdren Antikorper wurden in PBS + 1% Pferdeserum verdiinnt und direkt nach der
Entfernung des Blockierungs-Puffers auf das Gewebe gegeben. Die Inkubation erfolgte iiber
Nacht bei 4°C. Die primiren Antikorper wurden abgenommen und das Gewebe dreimal mit
4°C kaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die sekundédren Fluorophor-gekoppelten
Antikorper, welche ebenfalls in PBST und 1% Pferdeserum verdiinnt waren (1:1000), fiir 2 h
bei 4°C auf die Gewebe gegeben. Nach dreimaligem Waschen mit PBS, wurde abschlieBend
mit ddH,O gewaschen und die Schnitte auf Objekttragern mit Vectashield Mounting Medium
(Vector-Alexis) eingedeckelt. Die Objekttrager wurden im Dunkeln bei 4°C gelagert. Die
Fluoreszenz-Signale wurden mit einem Scanner (Leica TCS SPII, Heidelberg), welcher an ein

konfokales Lasermikroskop (Leica) angeschlossenen war, dokumentiert.

11.2.5 Primerliste

Anwendung Gen Sequence
ChIP CathepsinD 5'-TCCAGACATCCTCTCTGGAA-3’
ChIP CathepsinD 5’-GGAGCGGAGGGTCCATTC-3’
qRT-PCR 36B4 5’-GATTGGCTACCCAACTGTTG-3’
qRT-PCR 36B4 5’-CAGGGGCAGCAGCCACAAA-3°
gRT-PCR pS2 hnRNA For 5’-TTGGAGAAGGAAGCTGGATGG -3’
gRT-PCR | pS2 hnRNA Rev 5’-ACCACAATTCTGTCTTTCACGG -3’
gRT-PCR RLIM For 5’-AAATTAAAGAAGGCCCACCA-3’
gqRT-PCR RLIM Rev 5’-GCTCTCCAAGATTGGTTTCC-3’
qRT-PCR CLIM2 For 5’-ACACACCATATGGCAACCAA-3’
qRT-PCR CLIM2 Rev 5’-GTGATGGTCAACATGGCATC-3’
Mutagenese | CLIM2ALIL For | 5'-CTACCTCCGAGCATGTGTGGCAGCAGAGCCCATGCAG-3’
Mutagenese | CLIM2ALIiL Rev | 5°- CTGCATGGGCTCTGCTGCCACACATGCTCGGAGGTAG-3’
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II1. Ergebnisse Teil 1
III.I.1 Die Rolle von CLIM Kofaktoren in LIM-HD-Multiproteinkomplexen

Die LIM-Domine besitzt sowohl positive als auch negative Funktionen fiir die Aktivitit von
LIM-HD-Transkriptionsfaktoren: Positive Funtionen wurden u.a. dadurch gezeigt, dass LIM-
Doménen in LIM-HD-Transkriptionsfaktoren notwendig fiir die synergistische Aktivierung
von Zielgenen mit anderen Transkriptionsfaktoren waren (Bach et al., 1995). Negative
Funktionen von LIM-Dominen wurden fiir Lhx1 gezeigt. Nur bei Deletion der LIM-Doméne,
war Lhx1 bei Uberexpression in Xenopus Embryonen in der Lage eine zweite Korperachse
hervorzurufen (Taira et al., 1994). Vor Beginn meiner Doktorarbeit wurde gezeigt, dass eine
Interaktion der LIM-Doméne von LIM-HD-Proteinen mit der LID-Doméne von CLIM
Kofaktoren fiir die in vivo Aktivitdat der LIM-HD-Transkriptionsfaktoren von entscheidender
Bedeutung ist (Visvader et al., 2003). Dies erkldrte die positiven Funktionen der LIM-
Domine, obwohl die molekularen Mechanismen die diese positive Wirkung erkldren konnten,
unbekannt waren. Da CLIM mit hoher Affinitdt an LIM-Doménen bindet und LMO?2 in vitro
vor Ubiquitinierungen durch RLIM beschiitzt wird (Ostendorff et al., 2002), stellten wir die
Hypothese auf, dass eine Interaktion mit CLIM die Proteinstabilitit von LIM-HD-
Transkriptionsfaktoren beeinflusst. Diese Hypothese sollte in zwei verschiedenen,
komplementdren Modellsystemen getestet weren: i) Als Zellkultursystem sollte die Maus
Hypophysen-Zelllinie aT3 verwendet werden. Diese Zelllinie hat den Vorteil, dass alle zu
untersuchenden Proteine endogen exprimiert werden; ii) als ein weiteres Modellsystem sollte
hier in Zusammenarbeit mit Dr. Thomas Becker (Edinburgh, England), das Zebrafischsystem
zum FEinsatz kommen. Dieses entwicklungsbiologisch relevante System erlaubt einen direkten
Vergleich von Proteinstabilititen in vivo. So bieten mRNA Injektionen in Zebrafisch-
Embryonen (1-2 Zellstadium) die Moglichkeit eines direkten Vergleichs von spezifisch
translatierten Uberexpressionskonstrukten iiber einen bestimmten Zeitraum (Becker et al.,

2003).

III.I.1.1 CLIM Kofaktoren stabilisieren LIM-HD-Transkriptionsfaktoren

Proteasomale Regulation zellulirer Konzentrationen von Lhx3 und CLIM
Damit unsere Hypothese analysiert werden kann, miissen zunichst mehrere Voraussetzungen
erflillt sein. Um zu priifen, ob der proteasomale Abbauweg an der Regulation zelluldrer LIM-
HD-Proteinkonzentrationen beteiligt ist, wurden aT3 Zellen kultiviert und die Effekte einer
Inhibition der proteasomalen Aktivitit auf die endogenen Lhx3-Proteinkonzentration

analysiert. Daflir wurden die Zellkulturen mit ansteigenden Konzentration (1-8 uM) des
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Proteasom-Inhibitors Lactacystin fiir insgesamt 6 h inkubiert oder blieben unbehandelt und
dienten als Kontrolle. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und Proteinextrakte mittels

SDS PAGE aufgetrennt und im Western Blot-Verfahren analysiert.
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Abbildung ITL.I.1 Proteasomale Regulation von Lhx3 und CLIM-Proteinen in aT3 Zellen.

Western Blot-Analysen von Proteinlysaten Lactacystin behandelter aT3 Zellen. Die Zellkulturen
wurden entweder fiir 6 h mit ansteigenden Lactacystin-Konzentrationen (1,2,3,5,8 pM) behandelt
oder blieben unbehandelt und dienten als Kontrolle (0 puM). AnschlieBend wurden die
Proteinlysate iiber SDS PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot-Verfahren auf Lhx3-
Proteinkonzentrationen, mit spezifischen Antiserum aus Meerschweinchen, hin untersucht. Als
Positiv-Kontrolle fiir proteasomalen Abbau, diente eine Detektion von CLIM-Proteinen mit
Antiserum aus Kaninchen. In Lactacystin-behandelten Zellen ist die Akkumulation von Lhx3- und
CLIM-Proteinen, durch Inhibition des Proteasoms, konzentrationsabhingig. Eine Detektion mit
spezifischen Antikorpern gegen GAPDH aus Maus, diente als Ladekontrolle.

Es konnte gezeigt werden, dass das LIM-HD-Protein Lhx3 und CLIM Kofaktoren in oT3-
Zellen proteasomal reguliert werden. Die Inkubation mit einer Konzentration von 2 uM
Lactacystin, flihrte im Vergleich zu unbehandelten Zellen, zu einem deutlichen Anstieg der
Lhx3-Proteinkonzentrationen in Proteinextrakten der aT3 Zellkulturen. Bei einem Einsatz
von 3-8 uM Lactacystin nahm die Akkumulation der Lhx3-Proteine weiter zu. Somit war die
Zunahme der Proteinkonzentrationen beider Proteine, die Folge einer konzentrations-
abhingigen Inhibition des Proteasoms. Auch fiir CLIM Kofaktoren wurde eine deutliche
Zunahme zelluldrer Proteinkonzentrationen beobachtet. Die Konzentrationszunahme beider
Proteine konnte durch Inhibition des Proteasoms mit einem weiteren Inhibitor, dem MG132,
bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt). Dieses Resultat zeigt, dass die Proteinkonzentrationen
der LIM Netzwerk Proteine Lhx3 und CLIM f{iber den proteasomalen Abbauweg reguliert
werden.

Um unsere Hypothese zu testen, sollte vorerst in Uberexpressions-Experimenten untersucht
werden, ob die Bindung von CLIM Kofaktoren einen direkten Einfluss auf die
Proteinstabilitdt von LIM-HD-Proteinen hat. So wurde in aT3 Zellen ein dominant-negatives
CLIM Protein (DN-CLIM; Abb. IILL2A) iberexprimiert, welches die LIM-

Interaktionsdoméne enthdlt aber die Fahigkeit zur Dimerisierung verloren hat. Bei
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Uberexpression kompetiert DN-CLIM mit endogenem CLIM um die Bindung an LIM-
Doménen und hemmt die Aktivitdt von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren (Bach et al., 1999;
Becker et al., 2002). Hierzu wurden oT3 Zellen mit einem Expressionskonstrukt fiir Myc-
Epitop-markiertes DN-CLIM transient transfiziert und fiir weitere 30 h inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und sowohl RNA- als auch Proteinextrakte mit SDS
PAGE, Western Blot-Verfahren und Real Time RT-PCR analysiert. Um zu {iberpriifen, ob ein
gegebener Effekt dieser Uberexpression entweder auf Ebene der Induktion des Lhx3 Gens
oder auf dessen posttranslationalen Modifikationen beruht, sollte parallel zum Western Blot-
Verfahren und Analyse der Proteinextrakte, mittels Real Time RT-PCR die relative mRNA-

Menge des Lhx3 Gens quantitativ analysiert werden.
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Abbildung IILL.2 Der Einfluss von DN-CLIM auf die Proteinkonzentration von Lhx3 in
aT3 Zellen.

A. Dargestellt ist die in diesem Versuch verwendete CLIM-Deletionsmutante (DN-CLIM) und im
Vergleich das Wildtyp CLIM-Protein. Hervorgehoben sind Protein-Doménen farblich: N-terminal
die Dimer(isierungs)-Doméne (Blau), gefolgt von der LCCD-Doméine (Ldb/Chip conserved
domain) (Gelb) und der C-terminalen LIM-Interaktions-Domine (LID) (Rot). DN-CLIM:
dominant-negatives CLIM-Protein; es fehlt die Dimerisierungsdoméne zur Kofaktor abhéngigen
Funktion und die LCCD-Doméne. B. Links. Western Blot-Analysen von Proteinextrakten
iiberexprimierter a’T3 Zellen. Mittels transienter Transfektion, wurde entweder ein Leer-Konstrukt
(Kontrolle) oder ein Expressionskonstrukt fiir Myc-DN-CLIM (Myc-Fusionsprotein) transfiziert.
Der Western Blot wurde mit spezifischen Antiseren gegen Myc, Lhx3 und GAPDH
(Ladekontrolle) hybridisiert. Rechts. Séulendiagramm der quantitativen Real Time RT-PCR zum
Nachweis eines posttranslationalen Einflusses von Myc-DN-CLIM auf Lhx3, amplifiziert mit
Lhx3-spezifischen Primern. Die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen wurden auf die relative
Aktin mRNA Menge normiert.
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Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von DN-CLIM zu einer Akkumulation
von endogenem Lhx3-Protein fiihrt, wiahrend die fiir Lhx3 kodierende mRNA nicht betroffen
war. Weiterhin war diese Akkumulation abhingig von der LIM-Interaktionsdoméne (LID), da
die Uberexpression einer LID-Deletionsmutante von CLIM zu keiner Akkumulation von
Lhx3 fiihrte (Daten nicht gezeigt). Gleichbleibende GAPDH Proteinkonzentrationen zeigten
an, dass DN-CLIM keinen allgemeinen Einfluss auf die Translation von mRNA hat. Somit ist
es sehr wahrscheinlich, dass die detektierten erhohten Konzentrationen von zelluldrem Lhx3-
Protein, die Folge einer DN-CLIM-assoziierten Stabilisierung sind.

Eine weitere Voraussetzung fiir den Beweis unserer Hypothese war, dass LIM-Doménen in
LIM-HD-Proteinen als Instabilititsdomdne fungieren. Um dies zu untersuchen wurden
mRNA Molekiile, welche fiir Lhx3 in voller Linge (Myc-Lhx3) oder LIM-Doménen-
deletiertes Lhx3 (Myc-Lhx3ALIM) kodieren, in Zebrafisch-Embryonen injiziert. Nach 5 oder
24 h post-Injektion (hpf; hours postfertilization) wurden Proteinkonzentrationen mittels

Immunhistochemie und relative mRNA Konzentration mittels Real Time RT-PCR verifiziert.
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Abbildung III.1.3 Die LIM-Domiine stellt eine Instabilititsdomiine in Zebrafisch-Embryonen dar.

A. Dargestellt sind die in diesem Versuch verwendeten Uberexpressions-Konstrukte, kodierend fiir Lhx3
in voller Lange und das LIM-Doménen-deletierte Lhx3ALIM. Ziffern weisen auf jeweilige Aminoséuren
hin. N-terminal die zwei LIM-Doménen (Griin), gefolgt von der Homdodomine (HD) zur DNA-Bindung
und C-terminal die Transaktivierungs-Doméne (Braun). Lhx3-Proteine wurden als Myc-Fusionsproteine
exprimiert; als Vektor diente pCS2-MT. B. Links. Immunhistochemische Férbung von Zebrafisch-
Embryonen, injiziert mit mRNA kodierend fiir Myc-Lhx3 oder Myc-Lhx3ALIM. Embryonen wurden
nach 5 oder 24 hpf fixiert und mit einem spezifischen c-Myc Antikérper inkubiert. Die Uberexpression
beider Proteine kann bereits nach 5 Apf detektiert werden. Nach 24 hpf war Lhx3ALIM weiterhin gut
detektierbar, wihrend Myc-Lhx3 kaum detektierbar gewesen ist. Rechts. Séaulendiagramm der
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quantitativen Real Time RT-PCR, als Nachweis gleichbleibender mRNA Konzentrationen. Eingesetzt
wurden spezifische Primer zur Amplifikation des Myc-Epitops. Das Sdulendiagramm zeigt vergleichbare
relative mRNA Konzentrationen von Myc-Lhx3 und Myc-Lhx3ALIM nach 5 und 24 hpf. Die Mittelwerte
der mRNA Konzentrationen aus Dreifachbestimmungen wurden auf die relative Aktin-mRNA Menge
normiert.

Wiéhrend Myc-Lhx3 nach 24 h nicht mehr zu detektieren war, konnte Myc-Lhx3ALIM
weiterhin detektiert werden. Da die quantitativen Real Time RT-PCR Analysen vergleichbare
mRNA Konzentrationen fiir Myc-Lhx und Myc-Lhx3ALIM nachwiesen, zeigen diese
Experimente, dass die Stabilitdtsunterschiede beider Proteine nicht auf verdnderten
Genexpressionen beruhen. In dhnlichen Experimenten konnte durch die Verwendung eines
Antiserums gegen einen weiteren LIM-HD-Transkriptionsfaktor, dem Isl1, die LIM-Doméne
ebenfalls als Instabilitidts-Doméne identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

Durch weitere Uberexpressions-Experimente sollte der direkte Einfluss von DN-CLIM auf
die Lhx3-Proteinstabilitit im Zebrafisch-System untersucht werden. Hierzu wurde Myc-Lhx3
kodierende mRNA mit und ohne mRNA kodierend fiir DN-CLIM (keine Myc-Fusion) in
Zebrafisch-Embryonen  koinjiziert. Nach 5 und 24 /Apf wurden vorliegende

Proteinkonzentrationen immunhistochemisch analysiert.
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Abbildung I1I.I.4 DN-CLIM stabilisiert LIM-HD-Transkriptionsfaktoren in Zebrafisch-
Embryonen.

Immunhistochemische Farbung von Zebrafisch-Embryonen, injiziert mit mRNA Molekiilen,
kodierend fiir DN-CLIM (keine Myc-Fusion), Lhx3 (Myc-Lhx3) oder koinjiziert mit Lhx3 (Myc-
Lhx3) und DN-CLIM (keine Myc-Fusion). Zebrafisch-Embryonen wurden nach 5 oder 24 hpf
fixiert und mit einem spezifisch c-Myc erkennenden Antikorper inkubiert. Nach 5 /pf kann nach
Injektion des DN-CLIM Konstruktes als Negativkontrolle keine spezifische c-Myc-Antikorper-
Detektion erfolgen (links). Die Uberexpression des Myc-Lhx3 Konstruktes kann in Zellkernen
spezifisch detektiert werden. Nach 24 Apf kann bei Injektion des Myc-Lhx3 Konstruktes erneut
(siche Abb. III.LI.3B) keine Detektion erfolgen (Mitte). Im Falle einer Koinjektion beider
Konstrukte, ist Myc-Lhx3 wieder detektierbar (Rechts).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die Uberexpression von DN-CLIM zu einer Stabilisierung von
iiberexprimiertem Myc-Lhx3 in Zebrafisch-Embryonen fiihrt. Weitere Experimente mit einem
anderen Vertreter der LIM-HD-Transkriptionsfaktoren, dem Isll, konnten diesen
stabilisierend wirkenden Effekt durch DN-CLIM bestdtigen (Daten nicht gezeigt). Eine
Verwendung von Uberexpressions-Konstrukten die fiir Wildtyp CLIM (volle Linge) kodieren,
zeigten gleiche Effekte wie sie bereits flir DN-CLIM beobachtet worden waren (Daten nicht

gezeigt).
III.I.2 Eine definierte Abfolge von Protein-Interaktionen bestimmt die
Stabilisierung von LIM-HD-Multiproteinkomplexen

Es ist bereits von unserem Labor gezeigt worden, dass CLIM-Proteine proteasomal reguliert
werden (Ostendorff et al., 2002). Unter Verwendung des Zebrafisch-Systems sollten zunichst
Protein-Doménen von CLIM Kofaktoren identifiziert werden, welche destabilisierend auf
CLIM-Proteine wirken. Hierfiir wurden mRNA Molekiile kodierend fiir Myc-DN-CLIM,
Myc-CLIMAC und Wildtyp Myc-CLIM in Zebrafisch-Embryonen injiziert und
tiberexprimiert. Nach 5 wund 24 /Apf wurden vorliegende Proteinkonzentrationen
immunhistochemisch detektiert und parallel mRNA Konzentrationen mit Hilfe von

quantitativer Real Time RT-PCR bestimmt.
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Abbildung III.I.S N-terminale Proteinbereiche vermitteln die Destabilisierung von CLIM-
Proteinen in Zebrafisch-Embryonen.

A. Dargestellt sind das Wildtyp CLIM-Protein und die in diesem Versuch verwendeten
Deletionsmutanten. Hervorgehoben sind Protein-Dominen  farblich: N-terminal die
Dimer(isierungs)-Doméne (Blau), gefolgt von der LCCD-Doméne (Ldb/Chip conserved domain)
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(Gelb), und der C-terminalen LIM-Interaktions-Domédne (LID) (Rot). DN-CLIM: dominant-
negatives CLIM-Protein; es fehlt die Dimerisierungsdoméne und die LCCD-Domiéne. CLIMAC:
Es fehlt die C-terminale LIM-Interaktions-Doméine (LID) zur Bindung an LIM-Doméinen. B.
Links. Immunhistochemische Farbung von Zebrafisch-Embryonen, injiziert mit mRNA Molekiilen,
kodierend fiir DN-CLIM (Myc-Fusion), CLIMAC (Myc-Fusion) oder WT CLIM (Myc-Fusion).
Embryonen wurden nach 5 oder 24 hpf fixiert und mit einem spezifischen c-Myc erkennenden
Antikorper inkubiert. Nach 5 /pf kann im Falle einer Injektion aller mRNA Konstrukte eine
spezifische Antikdrper-Detektion in Zellkernen erfolgen. Nach 24 Apf'ist nur bei Injektion des N-
terminal deletierten CLIM Konstruktes (Myc-DN-CLIM) eine Kernfarbung detektierbar. Die
injizierten MRNA Konstrukte Myc-CLIMAC und Myc-CLIM sind hingegen nicht mehr
detektierbar. Rechts. Sdulendiagramm der quantitativen Real Time RT-PCR als Nachweis
gleichbleibender mRNA Konzentrationen. Eingesetzt wurden spezifische Primer zur
Amplifikation des c-Myc-Epitops eines jeden mRNA Molekiils. Das Sdulendiagramm zeigt eine
nahezu gleich bleibende relative mRNA Konzentration von Myc-DN-CLIM, Myc-CLIMAC und
Myc-CLIM nach 5 und 24 #Apf. Die Mittelwerte der mRNA Konzentrationen aus
Dreifachbestimmungen, wurden auf die relative Aktin-mRNA Menge normiert.

Mittels Zebrafisch-System konnten die N-terminalen 266 Aminosduren von CLIM als
instabiler Proteinbereich identifiziert werden. Wéhrend iiberexprimiertes Myc-DN-CLIM
sowohl nach 5 Apf als auch nach 24 hpf detektierbar war, konnte {iber einen Zeitraum von 24
hpf weder Myc-CLIMAC noch Myc-CLIM detektiert werden.

Es war bereits bekannt, dass der Kofaktor RLIM sowohl mit CLIM als auch CLIMAC in vitro
und in vivo interagiert (Ostendorff et al., 2002), wihrend eine Interaktion mit dem DN-CLIM
ausblieb. Als Ubiquitin-Ligase war RLIM weiterhin nicht in der Lage, DN-CLIM in in vitro
Ubiquitinierungsreaktionen zu polyubiquitinieren, wihrend CLIM und CLIMAC erfolgreich
ubiquitiniert wurden (Daten nicht gezeigt). Daher steht dieses Ergebnis im Einklang damit,
dass RLIM nicht mehr fahig ist, DN-CLIM in vivo zu ubiquitinieren und es somit dem
proteasomalen Abbau zuzufiihren.

Des Weiteren wiesen bereits veroffentlichte Daten unseres Labores (Ostendorft et al., 2006)
Hinweise auf, dass CLIM-Proteine wihrend der Neuralrohr-Entwicklung in Vertebraten vor
proteasomalen Abbau beschiitzt werden. Dies fiihrte zu unserer Hypothese, dass weitere
Proteine existieren miissten, welche in der Lage sind die N-terminale Doméne von CLIM-

Proteinen zu binden, um diese vor proteasomalem Abbau zu protektieren.

III.I.2.1 Eine Kaskade von Kofaktoren stabilisiert LIM-HD-Proteine
Um Interaktionspartner zu identifizieren, welche fdhig sind mittels Bindung an CLIM-
Proteine diese zu stabilisieren, wurden von meinem Kollegen Baris Tursun yeast two hybrid-
Experimente mit CLIMAC als Koderprotein durchgefiihrt. Hierbei konnte das SSDP1 Protein
(single strand dna binding protein 1) als Bindungspartner identifiziert werden. SSDP1 war
bereits als CLIM-interagierendes Protein beschrieben (Chen et al., 2002; van Meyel et al.,

64



2003) und spielt eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung des CLIM/Lhx1 Komplexes
(Nishioka et al., 2005).

Folgende Myc-SSDP1 Fusionsproteine wurden generiert und auf ihren Einfluss auf CLIM
und LIM-HD-Transkriptionsfaktoren hin untersucht: Myc-N-SSDP1 umfasst 97 N-terminale
Aminosduren und kodiert die CLIM-Interaktionsdoméne (van Meyel et al., 2003). Myc-C-
SSDP1 umfasst 260 C-terminale Aminosduren und kodiert die PRD-Domine (proline rich
domain). Dieser Doméne konnte bislang eine CLIM unabhéngige transkriptionelle Aktivitit
zugeschrieben werden (Wu et al., 2005). Sowohl die Deletionsmutanten als auch Myc-SSDP1
(Wildtyp) wurden in aT3 Zellen mittels transienter Transfektion tiberexprimiert und mogliche

Auswirkungen auf endogene CLIM-Proteinkonzentrationen zunédchst immunzytochemisch

untersucht.
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Abbildung III.I.6 SSDP1 stabilisiert CLIM-Proteine.

A. Dargestellt sind die in diesem Versuch verwendeten SSDP1 Konstrukte. Hervorgehoben sind
Protein-Doménen farblich: Ziffern weisen auf jeweilige Aminosduren hin. Die Deletionsmutante
N-SSDP1 beinhaltet die LUFS-Doméne (Orange), welche mit der LCCD-Doméne von CLIM-
Proteinen interagiert. Die Deletionsmutante C-SSDP1 beinhaltet die ,,Prolin reiche
Doméne® (Tirkis). Es fehlt die CLIM-Protein Interaktionsdoméne. Alle Konstrukte wurden an c-
Myc fusioniert. B. Immunzytochemische Analyse von aT3 Zellen. Es wurden je 1 pg der c-Myc
Fusionskonstrukte SSDP1 (Myc-SSDP1), N-SSDP1 (Myc-N-SSDP1) und C-SSDP1 (Myc-C-
SSDP1) transient transfiziert. Nach 24 h wurden diese fixiert und anschlieBend endogenes CLIM-
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Protein (Rot) mit spezifischem Antiserum aus Kaninchen und {iberexprimierte SSDP1-Proteine
(Griin) mit c-Myc-Epitop erkennendem Antikorper aus Maus detektiert. Die Fluoreszenssignale
der Fluorophor-gekoppelten sekunddren Antikérper, wurden mit Hilfe eines konfokalen
Mikroskopes dokumentiert. Als Marker fiir eine Kernfiarbung diente DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole). In Myc-SSDP1 als auch Myc-N-SSDP1 iiberexprimierten Zellen, liegt eine erhohte
endogene CLIM-Proteinkonzentration vor (rote Pfeile). Im Falle einer Uberexpression des Myc-C-
SSDP1 Konstruktes ist dieser Effekt wieder aufgehoben.

Die Ergebnisse aus diesen Experimenten zeigten, dass Uberexpressionen von Wildtyp SSDP1
und N-SSDP1 zu erhdhten Proteinkonzentrationen von endogenem CLIM-Protein fiihrten,
wihrend dieser Effekt bei Uberexpressionen von C-SSDP1 nicht zu beobachten war. Dieser
stabilisierend wirkende Effekt durch SSDP1 bzw. N-SSDP1 ist somit abhidngig von der CLIM
Interaktionsdoméne.

Um gleiche Effekte quantitativ bestimmen zu konnen, sollten Western Blot-Detektionen
durchgefiihrt werden. Da die Effizienz der Transfektion von aT3 Zellen relativ niedrig war,
wurden zundchst GFP-Fusionsproteine (green fluorescent protein) von Wildtyp SSDP1 und
N-SSDP1 generiert und anschlieBend in aT3 Zellen transient transfiziert. Mittels FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting) war es dann moglich, erfolgreich transfizierte Zellen
(GFP positive) von nicht-transfizierten (GFP negative) zu separieren. Um direkte Effekte von
GFP-SSDP1 und GFP-N-SSDP1 auf endogene CLIM-Proteinkonzentrationen analysieren zu
konnen, wurden die Zellen lysiert und sowohl RNA- als auch Proteinextrakte mittels Real
Time RT-PCR und Western Blot-Verfahren untersucht. Als ein direkter Bindungspartner von
CLIM-Proteinen, sollte der LIM-HD-Transkriptionsfaktor Lhx3 in diese Untersuchungen mit

einbezogen werden.
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Abbildung IILL.7 Der Einfluss von SSDP1 auf die Proteinstabilitit von CLIM und Lhx3
in aT3 Zellen.

Links. Western Blot-Analysen von Proteinextrakten iiberexprimierter und FACS sortierter o T3
Zellen. Es wurden aT3 Zellen mit den Konstrukten GFP-SSDP1 und GFP-N-SSDP1 transient
transfiziert. Detektiert wurden spezifische SSDP1- und N-SSDP1-Uberexpressionen mit GFP
erkennendem Antiserum aus Maus. CLIM-Proteine wurden mit Antikérpern aus Kaninchen und
Lhx3 mit Antikdrpern aus Meerschweinchen detektiert. Nicht-transfizierte Zellen vom selben
sorting dienten als Kontrolle. Als Ladekontrolle diente die Detektion mit GAPDH-Antikdrpern
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aus Maus. Rechts. Sdulendiagramm der quantitativen Real Time RT-PCR als Nachweis gleich
bleibender mRNA Konzentrationen. Eingesetzt wurden spezifische Primer zur Amplifikation des
GFP-Epitops eines jeden mRNA Molekiils. Das Sdulendiagramm zeigt eine nahezu gleich
bleibende relative mRNA Konzentration von GFP-SSDP1 und GFP-N-SSDP1. Die Mittelwerte
der mRNA Molekiile aus Dreifachbestimmungen, wurden auf die relative Aktin-mRNA normiert.

Der bereits im Rahmen von immunzytochemischen Untersuchungen identifizierte Einfluss
von SSDPI (siche Abb. IILI.6B), konnte in Western Blot-Analysen bestdtigt werden. Hier
fiihrten, im Vergleich zur nicht transfizierten Kontrolle, Uberexpressionen von GFP-SSDP1
und GFP-N-SSDP1 zu erhéhten endogenen CLIM-Proteinkonzentrationen. Dariiber hinaus
waren beide Konstrukte ebenfalls fihig endogene Lhx3-Proteinkonzentrationen durch
Bindung an CLIM-Proteine, also indirekt, zu erhhen. Verantwortlich fiir diesen Effekt ist die
Interaktion der N-terminalen LUFS-Doméne von SSDP1 mit CLIM-Proteinen.

Mittels SSDP1 knockdown Experimente sollte die SSDP1 vermittelte Akkumulation von
CLIM- und Lhx3-Proteinkonzentrationen bestitigt werden. Unter Verwendung von
Retroviren, sollten daher aT3 Zellen mit spezifischen shRNA-Molekiilen (short hairpin RNA)
infiziert und die Translation endogener SSDP1-Proteine weitesgehend inhibiert werden. Nach
erfolgreichem knockdown, sollten erneut CLIM- und Lhx3-Proteinkonzentrationen mittels
Western Blot-Verfahren analysiert werden. Hierflir wurden drei Expressionskonstrukte mit
unterschiedlichen Zielsequenzen verwendet (shSSDP1 1-3). Die retrovirale Infektion eines

Leer-Vektors diente als Kontrolle.
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Abbildung III.1.8 Der Einfluss des SSDP1 knockdown auf CLIM- und Lhx3-Proteine.

Western Blot-Analysen von Proteinextrakten retroviral infizierter aT3 Zellen. Es wurden
shSSDP1 Konstrukte (1-3) zusammen mit einem Virus-Verpackungs-Konstrukt in HEK-293T
transient kotransfiziert. Nach 24 h wurde der Uberstand des Zellkultur-Mediums abgenommen
und auf aT3 enthaltene Zellkulturschalen verteilt und fiir weitere 48 h, in Gegenwart von
Polybrene, inkubiert. Durch die Transduktion bzw. Infektion der Zellen mit shSSDP1-3, konnte
der effektivste knockdown erzielt werden. Der SSDP1 knockdown fihrt, im Vergleich zur
Kontrolle, zu verringerten endogenen CLIM- als auch Lhx3-Proteinkonzentrationen. Detektiert
wurde ein spezifischer SSDP1 knockdown mit Antiserum aus Maus. CLIM-Proteine wurden mit
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Antikdrpern aus Kaninchen und Lhx3 mit Antikdrpern aus Meerschweinchen detektiert. Als
Ladekontrolle diente die Detektion mit GAPDH-Antikdrpern aus Maus.

Unter der Verwendung von knockdown Vektoren, resultiert eine spezifische SSDPI-
Depletion in aT3 Zellen, in einer signifikant reduzierten Detektion von zelluldren CLIM- und
Lhx3-Proteinkonzentrationen, = wéahrend in  Kontroll-Transfektionen die  Protein-
konzentrationen unveréndert bleiben. Diese Ergebnisse weisen somit auf eine Kaskade von
Protein-Interaktionen hin, die seitens von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren rekrutierte
Multiproteinkomplexe stabilisieren. Um zu untersuchen, ob die SSDP1 vermittelte
Akkumulation von CLIM- und Lhx3-Proteinkonzentrationen auf einen Schutz vor
proteasomalem Abbau zuriickzufiihren sind, sollten mittels Uberexpression GFP fusionierter
SSDP1 Konstrukte und anschlieender Inkubation mit dem Proteasominhibitor Lactacystin,
erneut zelluldire CLIM- und Lhx3-Proteinkonzentrationen analysiert werden. So wurden aT3
Zellen mit einem GFP-N-SSDP1 Konstrukt (Abb. III.1.6A) transient transfiziert und nach 24
Stunden mit Lactacystin (0,2,8 uM) fiir weitere 6 Stunden inkubiert. Nach folgender FACS
Sortierung wurden GFP-N-SSDP1 positive aT3 Zellen von nicht transfizierten getrennt,
Proteinlysate hergestellt und mittels Western Blot-Verfahren untersucht. Als Kontrolle

dienten nicht-transfizierte aT3 Zellen.
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Abbildung II1.1.9 Die SSDP1 vermittelte Stabilitit von CLIM und Lhx3 ist Proteasom-abhéngig.

Western Blot-Analysen von Proteinextrakten CLIM-iiberexprimierter, Lactacystin behandelter
und FACS sortierter T3 Zellen. Es wurde das Konstrukt GFP-N-SSDP1 transient transfiziert.
Nicht-transfizierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Behandlung der nicht-transfizierten GFP-N-
SSDP1 Zellen mit ansteigenden Lactacystin Konzentrationen, weisen im Vergleich zu GFP-N-
SSDP1 transfizierten Zellen, eine hohere Sensitivitdt von sowohl CLIM- als auch Lhx3-Proteinen
gegeniiber Lactacystin auf. Detektiert wurde eine spezifische GFP-N-SSDP1-Uberexpression mit
GFP erkennendem Antiserum aus Maus. CLIM-Proteine wurden mit Antikorpern aus Kaninchen
und Lhx3 mit Antikdrpern aus Meerschweinchen detektiert. Als Ladekontrolle diente die
Detektion mit GAPDH-Antikérpern aus Maus.

Es konnte gezeigt werden, dass der SSDP1 vermittelte Einfluss auf die Stabilititen von

CLIM- und Lhx3-Proteinen, proteasom-abhéngig ist. So waren nicht-transfizierte a’T3 Zellen
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(Abb. IILIL9 links) sensitiv gegeniiber einer Behandlung mit Lactacystin, wéhrend in
transfizierten Zellen die Sensitivitit gegen Lactacystin aufgehoben war (Abb. III.1.9 rechts).
Somit weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Interaktion von GFP-N-SSDP1 und
CLIM-Proteinen, zu einem Schutz vor proteasomalem Abbau von CLIM-Proteinen in vivo
fiihrt. Die ansteigenden zelluldren CLIM-Proteinkonzentrationen fiihren ebenfalls zu einem

Anstieg zelluldrer Lhx3-Proteine.

1I1.1.2.2 SSDP1 hemmt die Interaktion von RLIM mit der LCCD-Doméne
von CLIM

Die LCCD-Doméne (Ldb/Chip conserved domain) beinhaltet einen 50 Aminosduren grof3en
Proteinbereich (201-250) in CLIM-Proteinen. Als SSDP1 Interaktionsdoméne konnte
innerhalb der LCCD-Doméne ein 10 Aminosduren kleiner Proteinbereich (214-223)
identifiziert werden (van Meyel et al., 2003).

Da die SSDP1-CLIM Interaktion zu erh6hten CLIM-Proteinkonzentrationen fiihrt, sollte
mittels Zebrafisch-System analysiert werden, welchen Einflul die CLIM-LCCD-Doméne auf
die Stabilitdt von CLIM-Proteinen in vivo hat. Um dies zu untersuchen, wurde vorerst eine c-
Myc fusionierte Deletionsmutante der LCCD-Domine hergestellt (CLIM-LCCD) und mittels
mRNA Injektionen in Zebrafischen-Embryonen iiberexprimiert. Nach 5 oder 24 hpf wurden
Proteinkonzentrationen mittels Immunhistochemie und relative mRNA Konzentration mittels

Real Time RT-PCR verifiziert.
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Abbildung IIL.I.10 Die CLIM-LCCD-Doméine stellt eine Instabilititsdoméne in Zebrafisch-
Embryonen dar.

A. Dargestellt ist die in diesem Versuch verwendete CLIM-Deletionsmutante CLIM-LCCD, im Vergleich
zum Wildtyp CLIM-Protein, fusioniert an c-Myc. Hervorgehoben sind Protein-Doménen farblich: N-
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terminal die Dimer(isierungs)-Doméne (Blau), gefolgt von der LCCD-Doméne (Ldb/Chip conserved
domain) (Gelb), und der C-terminalen LIM-Interaktions-Doméne (LID) (Rot). CLIM-LCCD: Bis auf die
LCCD-Domiéne sind alle weiteren Doménen deletiert. B. Links. Immunhistochemische Farbung von
Zebrafisch-Embryonen, injiziert mit mRNA Molekiilen kodierend fiir die LCCD-Doméne (Myc-LCCD)
von CLIM-Proteinen. Als Kontroll-Injektionen dienten mRNA Molekiile des Leer-Vektors pCS2-Myc
(Myc) wihrend nicht injizierte Embryonen als Negativ-Kontrolle dienten. Embryonen wurden nach 5 oder
24 hpf fixiert und mit einem spezifisch c-Myc erkennenden Antikdrper inkubiert. Die Uberexpression von
Myc-LCCD kann bereits nach 5 Apf detektiert werden. Nach 24 Apf'ist kein weiteres Myc-LCCD Molekiil
mehr nachweisbar, wihrend die Uberexpression von Myc (Leer-Vektor) zu beiden Zeitpunkten dhnlich
detektierbar ist. Rechts. Séulendiagramm der quantitativen Real Time RT-PCR als Nachweis
gleichbleibender mRNA Konzentrationen. Eingesetzt wurden spezifische Primer zur Amplifikation des c-
Myc-Epitops eines jeden mRNA Molekiils. Das Saulendiagramm zeigt nahezu gleichbleibende relative
mRNA Konzentrationen nach Injektion von Myc als Kontrolle, als auch von Myc-LCCD nach 5 und 24
hpf. Die Mittelwerte der mRNA Molekiile aus Dreifachbestimmungen, wurden auf die relative Aktin-
mRNA normiert.

So konnte in der frithen Entwicklungsphase von Zebrafisch-Embryonen beobachtet werden,
dass der Aminosdurenbereich 201-250 in CLIM-Proteinen, die LCCD-Domine, fiir die
Instabilitdt verantwortlich ist. Wéhrend das injizierte Myc-LCCD Konstrukt nach 24 h nicht
mehr zu detektieren war, konnte das Kontroll-injizierte c-Myc Konstrukt in Zebrafisch-
Embryonen weiterhin detektiert werden. So ist dies ein Hinweis darauf, dass die LCCD-
Doméne von CLIM-Proteinen ausreicht um Instabilitit zu vermitteln. Durch quantitative Real
Time RT-PCR Analysen konnte weiterhin bewiesen werden, dass diese Stabilitdtsunterschiede
nicht auf verdanderte Genexpressionen, sondern auf posttranslationale Modifikationen beruhen.
In folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob neben SSDP1 ebenfalls RLIM fdhig
ist mit der LCCD-Doméne von CLIM-Proteinen zu interagieren. Der Kofaktor RLIM
interagiert in vitro und in vivo mit CLIM- und CLIMAC-Proteinen, wihrend eine Interaktion
mit DN-CLIM-Proteinen ausbleibt (Ostendorff et al., 2002). Daher sollte hier, mittels
Durchfiihrung von Immunprézipitationen, eine potenzielle Interaktion von RLIM mit der
CLIM-LCCD Doméne identifiziert werden. Um die potentielle Interaktionsdomine von
CLIM-Proteinen und RLIM in vivo zu untersuchen, wurden Lysate von transient transfizierten

aT3 Zellen einer Koimmunprazipitation unterzogen.
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Abbildung IILI.11 Koimmunpréazipitation von RLIM und SSDP1 in Myc-LCCD und
Myc-CLIMAC iiberexprimierten T3 Zellen.

Western Blot-Analysen von Immunprizipitationen. aT3 Zellen wurden mit verschiedenen
Plasmid-DNA-Kombinationen, kodierend fiir Myc-LCCD, Myc-DN-CLIM, Myc-CLIMAC und c-
Myc (NLS-Myc) transfiziert. Mit den Zelllysaten der transfizierten Zellen wurden
Koimmunprézipitationen durchgefiihrt. oben links. Eine Prazipitation mit c-Myc-Antikdrpern (o-
Myc), fihrt nur in Anwesenheit von c-Myc-fusionierter LCCD-Doméne und CLIMAC zu einer
Koprézipitation von RLIM und SSDP1. oben rechts. Gezeigt ist der Einsatz an Gesamtprotein von
RLIM und SSDPI1. unten. Nachweis fiir erfolgreiche Transfektionen und Expression aller
verwendeten c-Myc-Fusionskonstrukte (Sterne).

Immunprézipitationen aus transfizierten aT3 Zelllysaten zeigen, dass sowohl RLIM als auch
SSDP1 mit den CLIM-Deletionsmutanten CLIM-LCCD und Myc-CLIMAC koprézipitieren.
Die Verwendung der Deletionsmutante Myc-DN-CLIM fiihrt zu keiner Koprizipitation, da in
diesem Konstrukt die LCCD-Domine deletiert wurde. Daher bestétigt dieses Ergebnis eine
Spezifitit der Koimmunprazipitationen und eine direkte Interaktion von RLIM und SSDP1
mit CLIM-Proteinen. Somit vermittelt die CLIM-LCCD Doméne sowohl eine Interaktion mit
SSDP1, als auch mit RLIM. Durch die Anwendung von in vitro GST-

Interaktionsexperimenten, konnte dieses Ergebnis verifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

I1.1.2.3 SSDP1 inhibiert eine RLIM-CLIM Interaktion und reguliert
die Expression von Lhx3 Zielgenen in vivo

Da gezeigt werden konnte, dass sowohl RLIM als auch SSDP1 mit der LCCD-Doméne von
CLIM-Proteinen interagieren (Abb. IIL.I.11), sollte in den folgenden Experimenten unsere
Hypothese untersucht werden, ob es zu einem konkurrierenden Bindungsverhalten von
SSDP1 und RLIM mit CLIM-Proteinen in vitro und in vivo kommt. Dariiber hinaus sollte

analysiert werden, ob die SSDP1-CLIM Interaktion einen indirekten Einfluss auf die
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Expression von Lhx3 Zielgenen hat. Als ein Zielgen von Lhx3 sollte hier ein moglicher
Einfluss auf die Expression von a-GSU (a Glycoprotein-subunit; Hypophysen-Hormon)
untersucht werden.

Zunichst sollte aus transfizierten aT3 Zelllysaten, RLIM koprizipitiert werden. Hierbei sollte
eine zellulire RLIM-CLIM-Interaktion in GFP-N-SSDP1 {iberexprimierenden oT3 Zellen

untersucht werden.
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Abbildung III.I.12 SSDP1 inhibiert die RLIM-CLIM-Interaktion in vivo.

Western Blot-Analysen von Immunprézipitationen. oT3 Zellen wurden mit verschiedenen
Plasmid-DNA-Kombinationen, kodierend fiir Myc-LCCD, GFP (green fluorescent protein) und c-
Myc (NLS-Myec), transfiziert bzw. kotransfiziert. Mit den Zelllysaten der transfizierten Zellen
wurden Immunprézipitationen mit c-myc erkennenden Antikérpern durchgefiihrt. oben links. Eine
Immunprézipitation von Myc-LCCD in GFP ko-iiberexprimierten Zellen, fithrt zu einer
Kopriézipitation von endogenem RLIM. Hingegen kommt es in Myc-LCCD und GFP-N-SSDP1
ko-iiberexprimierten Zellen, zu einer sichtbar reduzierten Koprézipitation von endogenem RLIM.
Die Negativ-Kontrolle (NLS-Myec) fiihrt zu keiner Koprézipitation. oben rechts. Gezeigt ist der
Einsatz an Gesamtprotein von RLIM. unfen. Nachweis fiir erfolgreiche Transfektionen und
Expression der verwendeten c-Myc-, GFP- und GFP-Fusions-Konstrukte (rote und schwarze
Sterne).

Mittels Immunprézipitationen konnte unsere Hypothese bestitigt werden. In aT3 Zellen,
welche Myc-LCCD {iberexprimieren, konnte RLIM kopréazipitiert werden. Hingegen konnte
in Myc-LCCD und GFP-N-SSDP1 ko-iiberexprimierenden aT3 Zellen, RLIM lediglich in
weitaus geringeren Konzentrationen prézipitiert werden. Die Verwendung eines Leer-Vektors
(NLS-Myc) als Negativ-Kontrolle, fiihrte zu keiner Kopréizipitation von RLIM. Es scheint,
dass durch direkte Interaktion von SSDP1 und der LCCD-Doméine von CLIM-Proteinen,
RLIM nicht mehr in der Lage ist CLIM-Proteine zu binden und diese durch

Polyubiquitinierung zum proteasomalen Abbau zu dirigieren. Somit weisen diese Ergebnisse

72



darauf hin, dass die Stabilisierung und Formation von SSDPI1/Lhx3/CLIM-
Multiproteinkomplexen mit hierarchischen Protein-Interaktionen bzw. Maskierungen von
entscheidenden Proteindoménen einhergeht. In LIM-HD-Transkriptionsfaktoren resultiert die
Maskierung der LIM-Domine durch Bindung von CLIM-Proteinen und in CLIM-Proteinen
die Maskierung der LCCD-Doméne durch Bindung von SSDP1, in einer verstiarkten Stabilitat
bedingt durch den Schutz vor proteasomalen Abbau in vivo. Auch in
Ubiquitinierungsreaktionen fiihrt die Anwesenheit von SSDP1 zu einer deutlich reduzierten
Ubiquitinierung von CLIM-Proteinen durch RLIM in vitro (Daten nicht gezeigt).

Um zu untersuchen, ob die SSDP1 vermittelte Stabilisierung von LIM-HD Proteinkomplexen
direkte Auswirkungen auf die transkriptionelle Aktivitdt von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren
hat, sollte mittels knockdown von SSDP1-Proteinen ein moglicher indirekter Einfluss auf die
Expression des Lhx3 Zielgens a-GSU analysiert werden. Hierfiir wurden oT3 Zellen mit
spezifischen shRNA-Molekiilen (shSSDP1 2-3) retroviral infiziert und anschlieBend
endogene a-GSU-Proteinkonzentrationen mittels Western Blot-Verfahren detektiert und
endogene mRNA Konzentrationen mittels Real Time RT-PCR quantifiziert. Die retrovirale

Infektion eines Leer-Vektors diente als Kontrolle.
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Abbildung IIL.I.13 Der Einluss des SSDP1 knockdown auf die Expression des Lhx3
Zielgens o-GSU.

Links. Western Blot-Analysen von Proteinextrakten retroviral infizierter oT3 Zellen. Es wurden
shSSDP1 Konstrukte (2 und 3) zusammen mit einem Virus-Verpackungs-Konstrukt in HEK-293T
transient transfiziert. Nach 24 h wurde der Uberstand des Zellkultur-Mediums abgenommen und
auf aT3 enthaltene Zellkulturschalen verteilt und fiir weitere 48 h, in Gegenwart von Polybrene,
inkubiert. Die Zelllysate wurden anschlieBend aufgeteilt, um sowohl RNA- als auch
Proteinkonzentrationen getrennt analysieren zu konnen. So fiihrt ein spezifischer SSDP1
knockdown, zu einer deutlichen Reduktion von endogenen a-GSU Proteinkonzentrationen, im
Vergleich zur Kontrolle. Detektiert wurde ein spezifischer knockdown von SSDP1 mit Antiserum
aus Maus. Endogene a-GSU Proteinkonzentrationen wurden mit Antikdrpern aus Kaninchen
detektiert, wihrend die Detektion mit GAPDH-Antikorpern aus Maus als Ladekontrolle diente.
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Rechts. Sdulendiagramm der quantitativen Real Time RT-PCR zum Nachweis endogener a-GSU
mRNA Konzentrationen in SSDP1 knockdown Zellen. Eingesetzt wurden spezifische Primer zur
Amplifikation von a-GSU mRNA Molekiilen. Das Saulendiagramm zeigt eine, im Vergleich zur
Kontrolle, deutliche Reduktion von a-GSU mRNA Konzentrationen in SSDP1 knockdown Zellen.
Die Mittelwerte der mRNA Molekiile aus Dreifachbestimmungen, wurden auf die relative Aktin-
mRNA normiert.
Mittels eines spezifischen retroviral vermittelten knockdown zelluldrer SSDPI
Proteinkonzentrationen, konnte sowohl eine verringerte Expression als auch eine Translation
des a-GSU Gens, im Vergleich zur Kontrolle, beobachtet werden. Somit weisen diese
Ergebnisse darauf hin, dass die Depletion zelluldrer SSDP1 Konzentrationen, Auswirkungen
auf die Expression des Lhx3 Zielgens a-GSU hat.
Dieses Ergebnis bestitigt somit, dass der SSDP1 knockdown in oT3 Zellen indirekt zu einer
Destabilisierung von Lhx3 fiihrt (Abb. II1.1.8), wihrend eine SSDP1-Uberexpression zu einer
Stabilisierung von CLIM-Proteinen und somit auch von Lhx3-Proteinen fiihrt (Abb. IIL.1.7

links).
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II1. Ergebnisse Teil 2

IIL.IL.1 Expression von RLIM und CLIM2 im Brustgewebe von Miusen
Die Ubiquitin-Ligase RLIM spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Protein-
Netzwerkes von LIM-Homdodoménen-Transkriptionsfaktoren. Die CLIM-Proteine hingegen
vermitteln als Adaptoren, zusammen mit anderen (LMO-) Proteinen, die Formation von
Transkriptionskomplexen auf Zielgenpromotoren. RLIM vermittelt durch Polyubiquitin-
ierung, den proteasomalen Abbau von CLIM-Proteinen und reguliert daher negativ das LIM-
Proteinnetzwerk. Welche entscheidende Rolle CLIM in der frithen Embryonalentwicklung
von Wirbeltieren hat, zeigte erst eine CLIM knockout Maus. CLIM” Miuse sind lediglich bis
zum Embryonaltag E9.5-E10 lebensfahig. Diese Mause zeigen u.a. schwere Abnormalien in
der Entwicklung von Kopf- bzw. Hirn- und Herzstrukturen (Mukhopadhyay et al., 2003).
Andere LIM Proteine sind zudem in Verbindung mit Leukdmie (LMO2, LMO4) und
Brustkrebs (LMO4) gebracht worden (Boehm et al., 1988; Visvader et al., 2001; Montanez-
Wiscovich et al., 2009).
Der zweite Teil meiner Arbeit sollte sich daher mit der funktionellen Analyse der LIM
Proteine RLIM und CLIM, im Brust- und Brustkrebsgewebe beschéftigen. Der beobachtete
multiple Phénotyp in Drosophila-CLIM-Mutanten und CLIM2”~ Miusen lisst vermuten, dass
dessen zelluldre Funktionen iiber dem des LIM-Proteinnetzwerkes hinausgehen (Visvader et
al., 1997; Becker et al., 2002; Xu et al., 2007). In diesem Kontext konnte CLIM bereits als
Adaptermolekiil im Proteinkomplex mit anderen Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise
GATA-1 und GATA-2 identifiziert werden (Song et al., 2007; Nottingham et al., 2007).
Obwohl CLIM-Proteine bereits mit der Differenzierung von Brustepithelzellen in Verbindung
gebracht worden sind, ist die Funktion von CLIM bzw. RLIM im Brustgewebe bzw.
Brustkrebsgewebe bisher nicht bekannt (Visvader et al., 2001).
Initital sollte daher das Expressionsprofil von RLIM und CLIM im Brustgewebe von Méausen
ndher untersucht werden. Hierflir wurden Vibratomschnitte vom Brustepithelium mit
spezischen Antiseren gegen RLIM und CLIM immunhistochemisch gefarbt. Da unser
polyklonaler CLIM-Antikérper sowohl CLIM1 als auch CLIM2 bindet und im
Brustepithelgewebe ausschlieflich CLIM2 exprimiert wird (Daten nicht gezeigt), soll CLIM
nachstehend als CLIM2 bezeichnet werden.
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IIL.I1.1.1 Das Expressionsprofil von RLIM und CLIM2 im Brustepithel und
wihrend der Brustdriisen-Entwicklung in Méusen

Fir die Untersuchung des Expressionsprofils von RLIM und CLIM2 wéhrend der
Brustdriisen-Entwicklung, wurden transversale Vibratomschnitte der Brustdriise von Méusen
mit einer Dicke von 30-70 um verwendet. Es wurden adulte Miuse mit Antiseren gegen
RLIM und CLIM2 behandelt. Die Abbildungen zeigen den immunhistochemischen Nachweis
beider Proteine im Brustepithel bzw. der Brustdriise von jungfraulichen, schwangeren und
stillenden Méusen. Beide Proteine zeigen ein nahezu identisches Expressionsprofil in allen

Stadien der Entwicklung.

Abbildung IILII.1 Expression von RLIM und CLIM2 in der Brustdriise von adulten Méusen.

Transversale Vibratomschnitte von Milchdriisengéingen (Ducti) adulter Maéause, immun-
histochemisch gefarbt mit Antiseren gegen RLIM und CLIM2. Beide Proteine sind ausschlielich
in den Epithelzellen von distalen Gangabschnitten der Milchdriise exprimiert. Im umliegenden
Stroma und Bindegewebe ist keine Lokalisation zu erkennen.

Abbildung IILIL.2 Expression von RLIM und CLIM2 in der Brustdriise von schwangeren Miusen.

Transversale Vibratomschnitte von Milchdriisengéngen (Ducti) und Milchldppchen (Lobuli)
schwangerer Mause (12,5 Tage), immunhistochemisch gefirbt mit Antiseren gegen RLIM und
CLIM2. Beide Proteine sind sowohl in den Epithelzellen von Milchdriisengéingen exprimiert, als
auch in den wihrend der Schwangerschaft gebildeten alveoldren Driisenendstiicken, hervorgerufen
durch einen hohen Ostrogenspiegel. Eine Expression im umliegenden Stroma ist nicht erkennbar.
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Abbildung IILIL.3 Expression von RLIM und CLIM2 in der Brustdriise von stillenden Miiusen.

Transversale Vibratomschnitte von Milchdriisengéngen (Ducti) und Milchldppchen (Lobuli)
stillender Mause (3 Tage post Geburt), immunhistochemisch gefdrbt mit Antiseren gegen RLIM
und CLIM2. Beide Proteine sind ausschlieBlich in der einschichtigen Epithelschicht der
Driisenendstiicke exprimiert. Deutlich zu erkennen ist der Einschluss von Milch, hervorgerufen
durch den wéhrend der Geburt entstandenen hohen Prolaktinspiegel.

Mittels immunhistochemischen Féarbungen mit spezifischen Antikérpern, konnte sowohl
RLIM als auch CLIM2 in transversalen Vibratomschnitten der Brustdriise von adulten,
schwangeren als auch stillenden M4iusen, positiv angefdarbt werden. Hierbei sind beide
Proteine ausschlielich in der Epithelschicht bzw. den Epithelzellen lokalisiert, also jene
Zellen der Brustdriise, welche ebenfalls positiv fiir ERa sind. Im umliegenden Stroma und

Bindegewebe konnte keine Lokalisation beider Proteine identifiziert werden.

ITL.I1.1.2 Die Expression von CLIM2 im Mammakarzinom von 1335
Patientinnen

Die Kernlokalisierten LIM- und LMO-Proteine bzw. Proteine des LIM-Netzwerks sind erst
seit geraumer Zeit in Verbindung mit Brustkrebs gebracht worden (Visvader et al., 2001,
Wang et al., 2004). Um detaillierte Kenntnisse iliber die Expression von CLIM2 in
Mammakarzinomen zu erhalten, wurde ein Gewebe-Microarray (TMA Tissue Microarray)
von 1335 Brustkrebspatientinnen immunhistochemisch untersucht. Ein TMA besteht aus
zahlreichen Gewebeproben von klinisch und pathologisch gut charakterisierten Tumoren.
Nach Auswahl des zu untersuchenden Proteins, kann die Korrelation immunhistochemisch
detektierter Proteinexpressionsmuster mit dem klinischen Verlauf der Patienten nach
Erstdiagnose der malignen Erkrankung, eine Aussage hinsichtlich der prognostischen
Bedeutung an Malignomen verdnderter Proteinexpression fiir das zu erwartende biologische
Verhalten des einzelnen Tumors innerhalb einer bestimmten Tumorentitét liefern. Man erhalt
also bei vertretbarem Material die Moglichkeit, eine Aussage dariiber zu treffen, ob die

Aktivierung eines bestimmten Gens (also eine in einem Genprodukt resultierende
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Transkriptionsaktivitit) mit dem klinischen bzw. biologischen Verhalten eines Malignoms
korreliert. Im Vergleich zur konventionellen immunhistochemischen Charakterisierung (IHC),
bietet der Gewebe-Microarray einen entscheidenden Vorteil: Er erlaubt es Gewebeproben
effizient und unter einheitlichen methodischen Bedingungen zu analysieren. Dariiber hinaus
kann eine sehr groBBe Anzahl von Patientenproben zu einem Zeitpunkt analysiert werden und
durch die Auswahl dreier Gewebekerne pro Originalprobe ist es moglich, die
Tumorheterogenitit verlédsslich zu représentieren.

Daher wurden hier 1335 paraffineingebettete Tumorresektatblocke von Patientinnen mit
Mammakarzinom, immunhistochemisch mit spezifischen Antiserum aus Kaninchen gegen
CLIM?2 geférbt. Die Analyse der immunhistochemischen Féarbungen erfolgte mit Hilfe eines
Olympus-Lichtmikroskops bei 400facher VergroBerung durch zwei unabhédngige Untersucher.
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte elektronisch mit dem Kruskal-Wallis und dem
t-Test, unter Bezugnahme des statistischen Auswertungsprogramms SPSS fiir Windows
Release 11.0.1.

In der vorliegenden Studie wurde das immunhistochemische Scoring, statistisch repriasentativ,
auf der Grundlage der Analyse von mindestens 1000 Zellen durchgefiihrt. Parallel wurden die
konventionellen prognostischen Parameter (nach TNM-Klassifikation) Ostrogen- und
Progesteron-Rezeptor Status (ER und PR), T-Stadium, N-Stadium, Mitotischer Index und
histologischer Grad mit dem Kruskal-Wallis und dem #Test analysiert. Anschliefend wurde
das CLIM2-Expressionsmuster mit den prognostischen Parametern verglichen und eine
Korrelation analysiert. Das Signifikanzniveau wurde auf P = 0,05 festgelegt. Im Anschluf3

wurden die Karzinome in folgende vier Klassen unterteilt:

1. negative Expression von CLIM2 -)
2. schwache Expression von CLIM2 +)
3. mittlere Expression von CLIM2 (++)
4. starke Expression von CLIM2 (+++)
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Abbildung IILIL.4 Expression von CLIM2 im Mammakarzinom.

Bohrkerne von mammalen Tumorresektatblocken wurden immunhistochemisch mit CLIM2
erkennendem Antiserum behandelt. A. schwache duktale CLIM2-Expression im ER/PR negativen
Mammakarzinom (2,8% der Gewebsproben). B. moderate duktale CLIM2-Expression im moderat
ER/PR exprimierenden Mammakarzinom (39,7% der Gewebsproben). C. starke duktale CLIM2-
Expression im Mammakarzinom mit stark exprimierenden ER/PR-Rezeptoren (57% der

Gewebsproben).
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Tissue Micro-Array humaner Mammakarzinome

Expression von CLIM2 in 1335 Brustkrebsproben

Negativ schwach (+) Mittel (++)  Stark (+++)
Anzahl der Proben 33 106 518 678
Histologischer Typ
Duktale Karzinome 19 62 351 493
n=925 2,10% 6,70% 37,90% 53,30%
Lobuldre Karzinome 4 18 85 82
n=189 2,10% 9,50% 45% 43,40%
Andere 10 26 76 99
n=211 4,70% 12,30% 36% 46,90%
Total: n=1325 2,50% 8% 38,60% 50,90%
Lymphknoten Status
pNO 16 525 249 310
n=627 2,60% 8,30% 39,70% 49,40%
pN1/2 12 35 224 296
n=567 2,10% 6,20% 39,50% 52,20%
Total: n=1194 2,34% 7,29% 39,60% 50,80%
Tumorgrosse
pT1 1 41 197 203
n=452 2,40% 9,10% 43,60% 44,90%
pT2 17 53 228 361
n=659 2,58% 8% 34,60% 54,80%
pT3 1 5 33 45
n=84 1,20% 6% 39,30% 53,60%
pT4 3 7 56 64
n=130 2,30% 5,40% 43,10% 49,20%
Total: n=1325 2,40% 8% 38,80% 50,80%
Histologischer Grad
G1 1 33 148 162
n=354 3,10% 9,30% 41,80% 45,80%
G2 1 38 172 253
n=474 2,30% 8% 36,30% 53,40%
G3 6 28 110 203
n=347 1,70% 8,10% 31,70% 58,50%
Total: n=1175 2,40% 8,40% 36,60% 52,60%
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Negativ schwach (+) Mittel (++)  Stark (+++)
Anzahl der Proben 33 1 06 51 8 678
Miotischer Index
M1 14 64 267 341
n=686 2% 9,30% 38,9 49,7
M2 9 14 64 103
n=190 4,70% 7,40% 33,70% 54,20%
M3 4 20 102 174
n=300 1,30% 6,70% 34% 58%
Total: n=1176 2,30% 8,30% 36,80% 52,60%
ER Status
Negativ 16 36 107 121
n=280 5,70% 12,90% 38,20% 43,20%
Positiv 14 61 384 528
n=987 1,40% 6,20% 38,90% 53,30%
Total: n= 1267 2,40% 7,70% 38,80% 51,20%
PR Status
Negativ 17 72 288 338
n=715 2,40% 10,10% 40,30% 47,30%
Positiv 4 15 176 252
n=447 0,90% 5,40% 39% 56,40%
Total: n=1162 1,80% 7,50% 39,90% 50,60%
ER/PR
1 16 36 107 121
n=280 5,70% 12,90% 38,20% 43,20%
2 8 40 191 226
n=465 1,70% 8,60% 41,10% 48,60%
3 2 12 169 243
n=426 0,47% 2,80% 39,70% 57%
Total: n=1171 2,20% 7,50% 39,90% 50,40%
Patientenalter
<50 9 9 105 159
n=282 3,20% 3,20% 37,20% 56,40%
>50 24 97 412 519
n=1052 2,30% 9,20% 39,20% 49,30%
Total: 1334 2,50% 7,90% 38,80% 50,80%

Tabelle ITIL.II.1 Gewebe-Microarray Ergebnisse von 1334 untersuchten humanen

Mammakarzinomen.

Die statistische Auswertung der Daten des Tumorkollektivs erfolgte elektronisch mit dem
Kruskal-Wallis und dem ¢-Test, unter Bezugnahme des statistischen Auswertungsprogramms
SPSS fiir Windows Release 11.0.1. Analysiert wurden die konventionellen prognostischen
Parameter (TNM-Klassifikation) wie Ostrogen- und Progesteron-Rezeptor Status (ER und PR), T-
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Stadium, N-Stadium, Mitotischer Index und Histologischer Grad. AnschlieBend wurde das
CLIM2-Expressionsmuster mit den prognostischen Parametern verglichen und eine Korrelation
analysiert. Das Signifikanzniveau wurde auf P = 0,05 festgelegt.

Statistische Auswertung:

Die Expression von CLIM2 Kkorreliert positiv mit dem ER/PR Status im Mamma-
karzinom.

Ostrogen-Rezeptor Status (ER Status)

Anhand des Tumor-ER Status wurde das Tumorkollektiv in zwei Gruppen mit ER-Status
negativ (n=280) und ER-Status positiv (n=987) aufgeteilt. Ein Vergleich der zwei Gruppen
zur CLIM2-Expression, wies eine starke Expression von CLIM2 (53%; P =0,0001) in den ER

positiven Tumoren auf.

Progesteron-Rezeptor Status (PR Status)

Anhand des Tumor-PR Status, wurde das Tumorkollektiv ebenfalls in zwei Gruppen mit PR-
Status negativ (n=715) und PR-Status positiv (n=447) aufgeteilt. Ein Vergleich der zwei
Gruppen zur CLIM2-Expression, wies eine starke Expression von CLIM2 (56,4%; P = 0,0001)

in den PR positiven Tumoren auf.

Ostrogen-Rezeptor Status/ Progesteron-Rezeptor Status (ER/PR Status)

Fiir den Tumor-ER/PR Status erfolgte eine Aufteilung in drei Gruppen, ER Status negativ
(n=280), ER Status negativ/PR Status positiv (n=465), ER Status positiv/PR Status positiv
(n=426). Auch dieser Vergleich zur CLIM2-Expression im Tumorkollektiv, wies eine starke

CLIM2-Expression (57%; P =<0,0001) in ER und PR positiven Tumoren auf.

Mitotischer Index

Unter Bezugnahme des mitotischen Indexes der analysierten Tumorproben, wurde eine
strenge Korrelation der CLIM2-Expression und den Mitoseraten beobachtet. Statistisch
gesehen weisen die Félle unter den ER-positiven, die ein hoheres Grading und mehr Mitosen
aufweisen, also schlechter differenziert sind, eine starke Expression von CLIM2 (58%; P =
0,0042) auf. Im Normalfall korreliert der ER und PR Status negativ zur Mitoserate, also ER-
und PR-Positivitdt ist eigentlich eher in besser differenzierten Tumoren (G1) vorzufinden.
Von den 1335 Tumorgewebsproben waren lediglich 33 (2,5%) CLIM2 negativ. Hinsichtlich
der Intensitdt der CLIM2-Expression und der Anzahl positiver Tumorzellen, ist in dieser
Studie eine positive Korrelation der CLIM2-Expression mit dem ER- und PR-Rezeptorstatus

zu erkennen. D.h., dass die Tumorzellen welche positiv fiir ER und PR sind, auch eine starke
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Expression von CLIM2 aufweisen. Der Nachweis von Hormon-Rezeptoren ist fiir eine
postoperative Hormon-Behandlung, generell ein giinstiger Prognosefaktor fiir die

Uberlebenszeit des Patienten.

IIL.I1.1.3 RLIM und CLIM2 sind mit ERa in Ostrogen-abhiingigen MCF7
Brustkrebszellen kolokalisiert

Da bereits eine kolokale Expression von RLIM und CLIM2 immunhistochemisch im
Ostrogen-abhingigen Brustgewebe detektiert wurde (Abb. IILIL.1-3), sollte in diesem
Versuch immunzytochemisch eine mogliche intra- bzw. subzelluldre Kolokalisierung mit
endogenem ERa in MCF7 Zellen untersucht werden. Als ein ligandenabhidngiger
Transkriptionsfaktor ist ERo im Kern lokalisiert. Nach exogenem Stimulus durch Ostrogen,
bindet er an Zielsequenzen (ERE, Estrogen Response Element) auf Ostrogen induzierbaren

Genpromotoren wie z.B von CyclinD1, pS2 oder CathepsinD.

Uberlagerung

RLIM

Abbildung IILIL.5 ERa kolokalisiert mit RLIM und CLIM2 in MCF7 Zellen.

MCF7 Zellen wurden fixiert und mit spezifischem Maus-Antiserum gegen ERo sowie mit
Meerschweinchen-Antiserum gegen RLIM und Kaninchen-Antiserum gegen CLIM2 inkubiert.
Die Fluoreszenssignale der Fluorophor-gekoppelten sekundiren Antikdrper, wurden mit Hilfe
eines konfokalen Mikroskops dokumentiert. Als Marker fir Kernfirbung diente DAPI. Die
Uberlagerung des roten (ERa) griinen (RLIM) und blauen (CLIM2) Kanals, weist auf eine intra-
bzw. subzellulire Kolokalisation der ERoa-, RLIM- und CLIM2-Proteine im Zellkern hin.
[Vergrosserung: 63x]

Intrazellulire MCF7 Zellfarbungen zeigen eine kolokale Expression von RLIM, CLIM2 und
ERa im Nukleus. Eine Zellfarbung mit dem Kern-Marker DAPI, bestitigt eine dominante
Kernfarbung der Proteine in humanen MCF7 Brustkrebszellen. Parallel durchgefiihrte
Versuchsansitze unter der Verwendung von Brusttumorgeweben und deren
immunhistochemische Farbung mit Antiseren gegen ERa, RLIM und CLIM2, zeigten gleiche
Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
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ITILILI.2 CLIM2 und RLIM interagieren mit ERa in vivo und in vitro

HLIL2.1 In vivo Interaktion von CLIM2 und RLIM mit ERa
Aufgrund der TMA-Ergebnisse war es wahrscheinlich, dass CLIM2 mit ERa in MCF7 Zellen
interagiert. Da auch RLIM in Ostrogen-abhéingigen Zellen exprimiert und mit ERa
kolokalisiert ist, wurde ebenfalls eine mdgliche Interaktion untersucht. Um eine in vivo
Interaktion durchzufiihren, wurden MCF7 Brustkrebszellen einer Immunprézipitation

unterzogen.

-

. = 2 %
- % 5 o 2
2 8 T % %
< ® 2 <} e

Abbildung ITLIL.6 In vivo Interaktion von CLIM2 und RLIM mit ERa.

Western Blot-Analysen der Immunprézipitationen zur Interaktionsanalyse von endogenem RLIM
und CLIM2 mit ERa aus MCF7 Zelllysaten. MCF7 Zellen wurden kultiviert und anschlieBend
lysiert. Mit den Zelllysaten wurden Immunprézipitationen durchgefiihrt. Die Prézipitation von
endogenem RLIM und CLIM2 fiihrt zu einer Koprézipitation von endogenem ERa. Die
Prazipitation von endogenem ERa, fiihrt ebenfalls zu einer Kopréazipitation von CLIM2 und
RLIM. Hierfiir wurden spezifische Antiseren aus Kaninchen verwendet. Ein unspezifisches
Antiserum (IP:IgG) fuihrt zu keiner Koprazipitation von CLIM2, RLIM oder ERa..

Immunprézipitationen aus MCF7 Zelllysaten zeigen, dass sowohl RLIM als auch CLIM2 mit
ERa koprizipitieren. Die Verwendung eines unzpezifisches Antiserums (IP:IgG) fiihrt
hingegen, als Negativ-Kontrolle, zu keiner Koprizipitation von RLIM, CLIM2 oder ERa.

Dieses Ergebnis bestitigt die Spezifitdt der Koimmunprézipitationen und somit eine direkte

Interaktion von CLIM2 und RLIM mit ERo in MCF7 Brustkrebszellen.

IIL.11.2.2 In vitro Interaktion von CLIM2 und RLIM mit ERq
MIIL.2.2.1 CLIM?2 interagiert mit ERa in vitro

Eine weitere Moglichkeit potenzielle Protein-Protein Interaktionen in vitro zu untersuchen,
stellt die GST-Fusionsprotein Interaktionsanalyse dar. Dazu wird ein in Bakterien
exprimiertes GST-Fusionsprotein an Glutathion-Sepharose immobilisiert und anschliefend

mit einem radioaktiv (*°S) markiertem Zielprotein inkubiert. Bindet das Zielprotein an das
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GST-Fusionsprotein, kann dies an Hand der radioaktiven Markierung nachgewiesen werden.
Somit sollte die bereits durch Immunprézipitationen nachgewiesene in vivo Interaktion von
CLIM2 und ERa, unabhingig durch folgendes in vitro Experiment bestitigt werden. Als
immobilisiertes GST-Fusionsprotein wurde der gesamte kodierende Bereich von CLIM?2
eingesetzt. Als potenzieller Interaktor wurde in dieser Analyse als Zielprotein, in vitro
radioaktiv translatierter ERa eingesetzt. Um zu untersuchen, ob CLIM2 eventuell auch mit
anderen Vertretern der Kern-Rezeptoren Familie interagiert, wurden ebenfalls Ostrogen-
Rezeptor B (ERpB), Androgen-Rezeptor (AR) und Glukokortikoid-Rezeptor (GR) in vitro
radioaktiv markiert und fiir das Interaktionsexperiment mit CLIM2 verwendet. GST-CLIM2
wurde in Gegenwart von radioaktiv markiertem ERoa, ERB, AR und GR bei 4°C fiir 2 h
rotierend inkubiert und 3x mit PPI-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden mogliche

Protein-Interaktionen mittels SDS PAGE und folgender Autoradiographie analysiert.
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Abbildung IILIL7 In vitro Interaktionsexperiment von CLIM2 mit ERo und anderen
Kern-Rezeptoren.

A. Coomassie-Fiarbung zur Darstellung von gleich geladenen Proteinkonzentrationen. Sowohl
Glutathionagarose (GST) (rote Sterne) als Negativ-Kontrolle, als auch GST-CLIM2 (schwarze
Sterne) sind in gleichen Mengen im Interaktionsexperiment eingesetzt worden. Als Einsatz bzw.
Ladekontrolle wurden die radioaktiv (*°[S]) markierten Kern-Rezeptoren Ostrogen-Rezeptor o
(ERa), Ostrogen-Rezeptor B (ERB), Androgen-Rezeptor (AR) und Glukokortikoid-Rezeptor (GR)
eingesetzt. Es folgte eine zweistiindige Rotation von GST-CLIM2 Agarose und *°[S] markiertem
Kern-Rezeptor bei 4°C B. Autoradiographie koprézipitierter Kern-Rezeptor Proteine im GST
Interaktionsexperiment mit CLIM2. Es konnte nur im Falle einer Inkubation von GST-CLIM2 und
3[S]-ERa eine Interaktion nachgewiesen werden. Eine Inkubation von GST Agarose, als Negativ-
Kontrolle, fiihrt zu keiner Koprizipitation von *°[S]-ERa.. Alle anderen Kern-Rezeptoren kénnen
in Gegenwart von GST-CLIM2, ebenfalls nicht koprézipitiert werden.
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Die bereits durch Koimmunprizipation verifizierte in vivo Interaktion von CLIM2 und
ERa (Abb. IILIL6), konnte durch in vitro GST-Fusionsprotein Experimente, als ein weiteres
unabhingiges Testsystem, nochmals bestétigt werden. Diese direkte Interaktion und auch die
bereits im Gewebe-Microarray (II1.1.2) erzielten Ergebnisse der Ko-Expression von CLIM?2
und ERa im Mammakarzinom, weisen somit auf eine direkte physiologische Relevanz dieser

Interaktion in Brustkrebszellen hin.

HI.IL1.2.2.2 In vitro Identifizierung der Interaktionsdoméne von CLIM?2
mit ERa

Eine Identifizierung der CLIM2 Interaktionsdomdne mit ERoa sollte mittels GST-
Fusionsprotein Experimente analysiert werden. Bisher bekannt war, dass eine Bindung von
Korepressor Proteinen, wie z.B. nuclear receptor corepressor (N-CoR), an die
ligandengebundene Ligandenbindungsdomidne von ERa (ERa-LBD), mittels eines so
genannten Korepressor Bindemotifs erreicht wird (Hu and Lazar, 1999; Laszso ef al., 1999).
Dieses Bindemotif hat die Aminosdurenabfolge (LXX (L,I,V)L), wobei X jede beliebige
Aminoséure sein kann. Diese corepressor NR- (CoRNR) Box kodiert fiir den Aufbau von drei
a-Helices, welche einem Aufbau von bisher beschriebenen klassischen LxxLL Motiven sehr
dhnlich ist. Hierbei wird mit definierten Aminosduren der Ligandenbindungsdoméne von
ERa, spezifisch auf dieses Bindemotif hin selektioniert.

Beim ndheren Betrachten der CLIM2 Proteinsequenz fiel im Vorwege bereits auf, dass
CLIM2 in der so genannten Ldb/Chip Conserved Domain (LCCD), ein solches Bindemotif
mit der Abfolge LXXIL enthélt. Da die ERa Interaktion mit CLIM2 (volle Lénge) bereits
durch in vitro und in vivo Interaktionsexperimente verifiziert worden ist, sollte hier die
spezifische Interaktionsdomidne von ERa-CLIM2 mittels GST fusionierter CLIM?2
Deletionsmutante untersucht werden. Hierfiir wurde im Vergleich zu GST-CLIM2 (volle
Liange) eine LxxIL-Deletionsmutante (Aminosdurenaustausch zu Alanin) von CLIM2
hergestellt, ebenfalls an GST fusioniert (GST-CLIM2ALIL) und im Interaktionsexperiment
mit ERa eingesetzt. GST-CLIM2 oder GST-CLIMALIL wurden in Gegenwart von radioaktiv
markiertem ERa fiir 2 h rotierend bei 4°C inkubiert und 3x mit PPI-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurden mogliche Protein-Interaktionen erneut mittels SDS PAGE und

folgender Autoradiographie analysiert.
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Abbildung III.II.8 Homologie Vergleich des ERa Korepressor Bindemotifs in CLIM2.

Dargestellt ist ein Homologie Vergleich des CLIM2 Korepressor Bindemotifs (h=Humanes;
m=Maus, z=Zebrafisch, x=Xenopus (Krallenfrosch). Die Aminosidurenabfolge LxxIL ist
hervorgehoben (rot). Mittels in vitro Mutagenese wurden die Aminosduren Leucin, Isoleucin,
Leucin zu Alanin mutiert und anschlieBend an GST fusioniert und im GST Interaktions-
experiment eingesetzt.
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Abbildung IILIL.9 In vitro Interaktionsanalyse zur Identifizierung der Interaktionsdomiine
von CLIM2 und ERo.

A. Coomassie-Farbung zur Darstellung von gleich geladenen Proteinkonzentrationen.
Glutathionagarose (GST) (roter Stern) diente als Negativ-Kontrolle. GST-CLIM2 (volle Lange)
und die Deletionsmutante CLIM2ALIL sind in gleichen Mengen im Interaktionsexperiment
eingesetzt worden (schwarzer Stern). Als Einsatz bzw. Ladekontrolle wurde radioaktiv &N
markierter Ostrogen-Rezeptor oo (ERa) eingesetzt. Es folgte eine zweistiindige Rotation mit der
entsprechenden GST-CLIM2 Agarose und 3[S] markiertem ERa. bei 4°C. B. Autoradiographie
koprizipitierter *°[S]-ERa-Proteine im GST Interaktionsexperiment mit CLIM2 und dessen
Vergleich zur Deletionsmutante CLIM2ALIL. Es kann nur im Falle von CLIM2 (volle Lénge) eine
Interaktion mit *’[S]-ERo nachgewiesen werden. Eine Inkubation von GST Agarose, als Negativ-
Kontrolle, fiihrt zu keiner koprizipitation von *[S]-ERa. **[S]-ERa kann ebenfalls in Gegenwart
der Deletionsmutante CLIM2ALIL nicht koprazipitiert werden.

Durch in vitro GST-Fusionsprotein Experimente konnte als putative Interaktionsdoméne mit
ERa, das ERa Korepressor Bindemotif in CLIM2 identifiziert werden. Dieser
Aminosdurenbereich liegt in der CLIM2-LCCD Domaine. Fiir diesen wihrend der Evolution
hochkonservierten Aminosdurenbereich war bereits bekannt, dass sowohl RLIM als auch

SSDP1 binden (Giingér et al., 2007).

87



ITL.I1.2.2.3 In vitro 1dentifizierung der Interaktionsdomiine von ERa
mit CLIM2

Fir ERa konnte bereits gezeigt werden, dass die Ligandenbindung unmittelbar in einer
sterischen Verdnderung der Ligandenbindungsdomaine, ausgelost durch Helix12, resultiert
(Shiau et al., 1998). Weiterhin hat diese Bindung eine Rekrutierung und Bindung von
Proteinen mit entsprechendem Bindemotif zu Folge. Ob CLIM2 mit der
Ligandenbindungsdomine (Aminosduren 295-595; ERa-LBD) von ERa interagiert, sollte
erneut durch GST-Fusionsexperimente analysiert werden. Hierfiir wurde im Vergleich zu
GST-CLIM2 (volle Lénge) ebenfalls die Deletionsmutante GST-CLIM2ALIL eingesetzt. Als
Zielprotein wurde in diesem Experiment nicht der gesamte kodierende Bereich, sondern

lediglich die LBD (295-595) von ERa in vitro radioaktiv translatiert und im Experiment

eingesetzt.
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Abbildung IILIL.10 In vitro Interaktionsanalyse zur Identifizierung der Interaktionsdomiine
von ERa und CLIM2.

A. Coomassie-Farbung zur Darstellung von gleich geladenen Proteinkonzentrationen.
Glutathionagarose (GST) (roter Stern) diente als Negativ-Kontrolle. GST-CLIM2 (volle Linge)
und die Deletionsmutante CLIM2ALIL sind in gleichen Mengen im Interaktionsexperiment
eingesetzt worden (schwarzer Stern). Als Einsatz bzw. Ladekontrolle wurde die radioaktiv (*°[S])
markierte ERo-LBD eingesetzt. Es folgte eine zweistiindige Rotation mit der entsprechenden
GST-CLIM2 Agarose und *°[S] markierter ERoa-LBD bei 4°C B. Autoradiographie
koprézipitierter ERa-LBD im GST Interaktionsexperiment mit CLIM2 (volle Lange) und der
Deletionsmutante CLIM2ALiL. Es kann nur im Falle von CLIM2 (volle Léange) eine Interaktion
mit der Ligandenbindungsdomédne von ERa nachgewiesen werden. Eine Inkubation von GST-
Agarose, als Negativ-Kontrolle, fiihrt zu keiner Koprézipitation von 3[S]-ERo-LBD. Die **[S]-
ERa-LBD wird ebenfalls in Gegenwart der Deletionsmutante CLIM2ALIL nicht koprézipitiert.
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Durch in vitro GST-Fusionsprotein Experimente, konnte als putative Interaktionsdoméine mit
CLIM2, der C-terminale Aminosdurebereich von ERa (232-595; ERa-LBD) identifiziert
werden. Dieser Bereich bewirkt eine Konformationsdnderung des Proteins und fiihrt so zur
Rekrutierung und Bindung von Korepressoren. Weiterhin konnte eine Interaktion nur mit
CLIM2 (volle Lange) beobachtet werden. Im Falle der Deletionsmutante GST-CLIM2ALIL,
konnte keine Interaktion mit der ERa-LBD beobachtet werden. Diese evolutiv hoch
konservierte Aminosdurenabfolge (LxxIL) in CLIM2-Proteinen, scheint daher essentiell fiir

eine ERo-LBD Interaktion zu sein.

IL.IL.2.3 RLIM interagiert mit ERa. in vitro
Die bereits durch Immunprézipitation nachgewiesene in vivo Interaktion von RLIM und ERa
(Abb. IILIL6), sollte ebenfalls durch GST-Fusionsprotein Experimente bestétigt werden. Als
immobilisiertes GST-Fusionsprotein wurde der gesamte kodierende Bereich von RLIM
eingesetzt. Als potenzieller Interaktor wurde auch in dieser Analyse als Zielprotein, in vitro
radioaktiv translatierter ERa eingesetzt. Um zu untersuchen, ob RLIM mdoglicherweise auch
mit anderen Vertretern der Kern-Rezeptoren Familie interagiert, wurden Ostrogen-Rezeptor
B (ERB), Androgen-Rezeptor (AR) und Glukokortikoid-Rezeptor (GR) in vitro radioaktiv
markiert und fiir das Interaktionsexperiment mit RLIM verwendet. GST-RLIM wurde in
Gegenwart von radioaktiv markierten ERa, ER, AR und GR bei 4°C fiir 2 h rotierend
inkubiert und 3x mit PPI-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden mogliche Protein-

Interaktionen erneut mittels SDS PAGE und folgender Autoradiographie analysiert.
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Abbildung ITLIL.11 In vitro Interaktionsexperiment von RLIM mit ERo und anderen
Kern-Rezeptoren.
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A. Coomassie-Fiarbung zur Darstellung von gleich geladenen Proteinkonzentrationen. Sowohl
Glutathionagarose (GST) (rote Sterne) als Negativ-Kontrolle, als auch GST-RLIM (schwarze
Sterne) sind in gleichen Mengen im Interaktionsexperiment eingesetzt worden. Als Einsatz bzw.
Ladekontrolle wurden die radioaktiv (*°[S]) markierten Kern-Rezeptoren Ostrogen-Rezeptor o
(ERa), Ostrogen-Rezeptor B (ERB), Androgen-Rezeptor (AR) und Glukokortikoid-Rezeptor (GR),
eingesetzt. Es folgte eine zweistiindige Rotation von GST-RLIM Agarose und *°[S] markiertem
Kern-Rezeptor bei 4°C B. Autoradiographie koprézipitierter Kern-Rezeptor Proteine im GST
Interaktionsexperiment von Kern-Rezeptoren mit RLIM. Es kann nur im Falle einer Inkubation
von GST-RLIM und *’[S]-ERa eine Interaktion nachgewiesen werden. Eine Inkubation von GST-
Agarose, als Negativ-Kontrolle, und 3[S]-ERo. fiihrt zu keiner Koprizipitation. Alle anderen
Kern-Rezeptoren werden in Gegenwart von GST-RLIM, ebenfalls nicht kopréazipitiert.

Die bereits durch Immunprézipitation verifizierte in vivo Interaktion von RLIM und ERa,
konnte durch in vitro GST-Fusionsprotein Experimente nochmals bestitigt werden. Da RLIM,
als putativer Interaktor von CLIM2 (Ostendorff et al., 2002), das gleiche Expressionsmuster
wie CLIM2 im Brustgewebe von Méusen aufweist und ebenfalls spezifisch mit ERa sowohl
in vivo als auch in vitro interagiert, lag die Vermutung nahe, dass das RLIM/CLIM2
Netzwerk in der Ostrogen vermittelten Transkription von Genen vermutlich eine
physiologische Rolle spielen konnte. Weitere in vivo Untersuchungen sollten in spiteren

Kapiteln zu ndherer Erkenntnis fiihren.

HI.11.2.3.1 In vitro Identifizierung der Interaktionsdoméne von RLIM
mit ERa

Da die Interaktionsdomdne von RLIM mit CLIM2 bereits bekannt war (Ostendorft et al.,
2002), sollte in diesem in vitro Versuch die Interaktionsdoméne von RLIM mit ERa néher
untersucht werden. Eine Moglichkeit dies zu untersuchen, stellt die GST-Fusionsprotein
Interaktionsanalyse dar. Hierfiir wurden GST-Fusionskonstrukte von verschiedenen RLIM
Deletionsmutanten (Abb. IIL.I.12) in Bakterien exprimiert und anschlieBend mit GST-
Agarose aufgereinigt. Als Zielprotein wurde auch in dieser Analyse, in vitro radioaktiv
translatierter ERo eingesetzt. GST-Deletionsmutanten von RLIM wurden zusammen mit
radioaktiv markiertem ERoa bei 4°C fiir 2 h rotierend inkubiert und 3x mit PPI-Puffer
gewaschen. AnschlieBend wurden mogliche Protein-Interaktionen mittels SDS PAGE und

folgender Autoradiographie analysiert.
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Abbildung III.II.12 Deletionsmutanten von RLIM (GST-Fusion).

Dargestellt sind die in diesem Versuch verwendeten unterschiedlichen Deletionsmutanten von
RLIM, fusioniert an GST. Die Ziffern weisen auf die jeweilige kodierende Region der RLIM
Aminosédurensequenz hin. (LZL-Leucin-Zipper-Like Domdne; NLS-Nuclear localisation sequence;
BD-Basic Domain; NES-Nuclear Export Sequence; RING-Really Interesting New Gene, Amino-
sdurensequenz kodiert fiir den RINGfinger und somit fiir die Ubiquitinierungsaktivitit von RLIM).
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Abbildung IILIL.13 In vitro Interaktionsanalyse zur Identifizierung der Interaktionsdomiine
von RLIM und ERq.

A. Coomassie-Farbung zur Darstellung von gleich geladenen Proteinkonzentrationen. Gluthation-
Agarose (GST) (roter Stern) diente als Negativ-Kontrolle. Die unterschiedlichen GST-fusionierten
RLIM-Deletionsmutanten sind im Interaktionsexperiment eingesetzt worden (schwarze Sterne).
Die Ziffern weisen auf die jeweiligen Aminoséuren der RLIM Proteinsequenz hin. Als Einsatz
bzw. Ladekontrolle wurde radioaktiv markierter ERa eingesetzt. Es folgte eine zweistiindige
Rotation mit der jeweiligen RLIM GST-Deletionsmutanten Agarose und *°[S] markiertem ERo
bei 4°C B. Autoradiographie koprizipitierter *°[S]-ERa-Proteine im GST-Interaktionsexperiment
mit RLIM Deletionsmutanten. Es kann nur im Falle der RLIM Deletionsmutante GST-486-600
eine Interaktion mit *[S]-ERa nachgewiesen werden. Eine Inkubation mit GST-Agarose, als
Negativ-Kontrolle, fithrt zu keiner Koprézipitation von *’[S]-ERa.. *°[S]- ERa wird ebenfalls in
Gegenwart aller anderen RLIM Deletionsmutanten nicht kopréazipitiert.
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Durch in vitro GST-Fusionsprotein Experimente, konnte als putative Interaktionsdoméine mit
ER[], der C-terminale Aminosdurenbereich von RLIM (GST-488-600) identifiziert werden.
Dieser Aminosdurenbereich kodiert zum einen fiir die nukledre Lokalisation von RLIM, zum
anderen fiir den Aufbau einer RINGfinger Struktur (Zink-bindendes Motiv), welche fiir die
biologische Aktivitdt einer Ubiquitin-Ligase, also fiir die Vermittlung von Ubiquitinierungen
an ein Substrat, essentiell ist. Da schon linger bekannt war, dass der Ostrogen-Rezeptor [ in
Zellen ubiquitiniert und vom 26S-Proteasom abgebaut wird (Nawaz et al.,1999), lag die
Vermutung nahe das RLIM diese Ubiquitinierung vermittelt und/oder zusammen mit CLIM2
am Auf- bzw. Abbau von Transkriptionskomplexen beteiligt ist. Weitere in vivo und in vitro
Experimente, sollten in einem anderen Teil dieser Arbeit (III.I1.2.5) zu weiterer Erkenntnis

fithren.

IIL.I11.2.3.2 In vitro 1dentifizierung der Interaktionsdomiine von ERa
mit RLIM

Fir ERa war bisher bekannt, dass die Ligandenbindung zu Verdnderungen der
Proteinstruktur fiihrt. Die Konformationsédnderung im C-terminalen Bereich des Proteins in
Helix12, fiihrt so unmittelbar zu einer Rekrutierung und Bindung sowohl von
transkriptionellen Koaktivatoren als auch von Korepressoren (Pissios et al., 2000). Weiterhin
war bekannt, dass das Ubiquitinsystem bzw. die proteasomale Regulierung, eine
entscheidende Rolle bei der transkriptionellen Aktivierung bzw. Regulierung von Genen
einnimmt. Ob RLIM mit der Ligandenbindungsdoméine von ERa interagiert, sollte durch
GST-Fusionsexperimente analysiert werden. Hierfiir wurden erneut RLIM Deletionsmutanten
(Abb. IIL.I1.12) verwendet. Als Zielprotein wurde in diesem Experiment nicht der gesamte
kodierende Bereich, sondern lediglich der C-terminale Bereich von ERa (ERa-LBD) in vitro
radioaktiv translatiert. So wurden GST-Deletionsmutanten von RLIM zusammen mit
radioaktiv markierter ERa-LBD bei 4°C fiir 2 h rotierend inkubiert und 3x mit PPI-Puffer
gewaschen. AnschlieBend wurden mogliche Protein-Interaktionen mittels SDS PAGE und

folgender Autoradiographie analysiert.
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Abbildung IILIL.14 In vitro Interaktionsanalyse zur Identifizierung der Interaktionsdomiine
von ERq und RLIM.

A. Coomassie-Farbung zur Darstellung von eingesetzten Proteinkonzentrationen. Glutathion-
Agarose (GST) (roter Stern) diente als Negativ-Kontrolle. Die unterschiedlichen GST-fusionierten
Deletionsmutanten von RLIM (schwarze Sterne) sind im Interaktionsexperiment eingesetzt
worden. Die Ziffern weisen auf die jeweiligen Aminosduren der RLIM Proteinsequenz hin. Als
Einsatz bzw. Ladekontrolle wurde die radioaktiv (*’[S]) markierte ERa-LBD eingesetzt. Es folgte
eine zweistiindige Rotation mit der jeweiligen RLIM GST-Deletionsmutanten Agarose und *’[S]
markierter ERa-LBD bei 4°C B. Autoradiographie koprizipitierter *°[S]-ERa-LBD im GST
Interaktionsexperiment mit RLIM Deletionsmutanten. Es kann nur im Falle der RLIM
Deletionsmutante GST-486-600 eine spezifische Interaktion mit der Ligandenbindungsdoméne
von ERa nachgewiesen werden. Eine Inkubation von GST-Agarose, als Negativ-Kontrolle, fiihrt
zu keiner Koprizipitation von **[S]-ERa-LBD. *’[S]-ERa-LBD wird ebenfalls in Gegenwart aller
anderen RLIM Deletionsmutanten nicht koprézipitiert.

Durch in vitro GST-Fusionsprotein Experimente konnte als putative Interaktionsdoméne mit
RLIM, der C-terminale Aminosdurebereich von ERa (295-595; ERa-LBD) identifiziert
werden. Dieser Aminosdurenbereich bewirkt eine Konformationsinderung des Proteins und
fiihrt zur Rekrutierung und Bindung von Koaktivatoren und Korepressoren. Ob RLIM,
aufgrund der Interaktion mit der ERa-LBD, in der Ostrogen vermittelten Transkription eine

dieser Rollen einnimmt, soll in spéteren Kapiteln dieser Arbeit aufgezeigt werden.

II1.I1.2.4 RLIM ubiquitiniert ERa in vitro und in vivo
Die Polyubiquitinierung von Substrat-Proteinen ist eine wichtige Voraussetzung flir einen
proteasomalen Abbau durch das 26S-Proteasom. Hierbei spielt vor allem die Anzahl der
Ubiquitin-Markierungen eine entscheidende Rolle. Bedingung fiir die Polyubiquitinierung
eines Ziel-Proteins sind mindestens vier Ubiquitin-Molekiile, welche iiber das Lysin 48
verkettet sind. (Spence et al., 1995). Die Verkettung von Ubiquitin am Substrat-Protein

resultiert in einer Zunahme des Molekulargewichtes. In diesem Experiment sollte daher
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untersucht werden, ob RLIM als Ubiquitin-Ligase in der Lage ist, in vitro und in vivo die
Polyubiquitinierung von ERa zu vermitteln. Fiir die Durchfiihrung von in vitro-
Ubiquitinierungen wurde zunichst ERa. in vitro translatiert und radioaktiv (*’[S]) markiert.
Eine Inkubation mit bakteriell aufgereinigtem GST-RLIM, sollte bei erfolgreicher
Polyubiquitinierung mit einem deutlich hoheren Molekulargewicht von ERa einhergehen.
Um eine RLIM spezifische Polyubiquitinierung bestétigen zu kénnen, wurde ERa ebenfalls
mit den an der Ubiquitinierungskaskade beteiligten Enzymen E1 und/oder E2, allerdings in
Abwesenheit von GST-RLIM inkubiert. Um eine RLIM vermittelte Ubiquitinierung von ERa
in vivo zu Uberpriifen, wurden MCF7 Zellen ausgewihlt, da sie endogen ERa exprimieren. So
wurde in MCF7 Zellen RLIM und Ubiquitin ektopisch mit entsprechenden Vektoren
koiiberexprimiert. Als entsprechende Kontrolle, wurde entweder nur RLIM oder nur
Ubiquitin mit entsprechenden Vektoren {iberexprimiert. Als zusitzliche Kontrolle wurden
ebenfalls unbehandelte Zellen verwendet. Die Expression von Ubiquitin resultiert in einem
Fusionsprotein mit His-Linker (bestehend aus 6 Histidin-Resten), welcher anschlieBend eine
spezifische Bindung aller ubiquitinierten Substrate an eine Ni-NTA-Sdulenmatrix vermitteln
soll. Mogliche Verdnderungen in der Grofe der Molekiilmasse von ERo, wurden
anschliefend entweder mittels SDS PAGE und Autoradiographie fiir in vitro-
Ubiquitinierungen, oder mittels SDS PAGE und Western Blot in Kombination mit

spezifischen ERa-Antikorpern fiir in vivo-Ubiquitinierungen analysiert.

A. B.
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Abbildung IILII.1S RLIM vermittelt die Polyubiquitinierung von ERaq. ir vitro und in vivo.

A. Autoradiographie zur Darstellung einer RLIM abhéngigen Polyubiquitinierung von ERa in
vitro. Bingesetzt wurden in vitro translatierter und radioaktiv markierter *[S]-ERa (Pfeil) in
Gegenwart von E1, E2 oder RLIM. Das E2-Protein sowie RLIM wurden bakteriell exprimiert und
aufgereinigt. El-Enzym wund Ubiquitin-Molekiile sind kommerzieller Herkunft. Die
Reaktionsansitze wurden mittels SDS PAGE analysiert. Die Inkubation mit E1 oder E2 fiihrt zu
keiner Erhohung des Molekulargewichtes von ERa. Erst die Gegenwart von rekombinantem
RLIM =zeigt ein typisches hoher molekulares Laufverhalten im SDS PAGE, wie es fiir
polyubiquitinierte Proteine charakteristisch ist (Sterne). B. Western Blot-Analyse zur Darstellung
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einer RLIM vermittelten Polyubiquitinierung von ERa in vivo. MCF7 Zellen blieben entweder
unbehandelt, wurden mit His-Ubiquitin (His-Ub) ektopisch iiberexprimiert oder wurden mit His-
Ub und RLIM ektopisch koiiberexprimiert. AnschlieBend wurden Lysate der His-Ub
iiberexprimierten Zellen iiber eine Ni-NTA-Sdule aufgereinigt, gebundene ubiquitinierte Proteine
gewaschen und anschliefend eluiert. Die Eluate wurden mittels SDS PAGE aufgetrennt und
mittels Western Blot-Verfahren konnte endogener ERa mittels spezifischen Antiserum aus
Kaninchen detektiert werden. Wéhrend in den Kontroll-Zellen erwarteterweise keine
Ubiquitinierung von ERa detektiert wurde, konnte in den His-Ub und RLIM koiiberexprimierten
Zellen, eine im Vergleich zu His-Ub exprimierten Zellen, gesteigerte Polyubiquitinierung von
ERa detektiert werden (Sterne).

In in vitro Ubiquitinerungs-Experimenten kann bakteriell exprimiertes RLIM, in Anwesenheit
aller notwendigen Komponenten der Ubiquitin-Reaktion, die Polyubiquitinierung von
radioaktiv markiertem ERa vermitteln. Im Gegensatz fiihrte die Anwesenheit von E1 oder E2
zu keiner Erhohung der Molekiilmasse von ERa.. Weitere Kontroll-Experimente mit anderen
Vertretern der Kern-Rezeptoren Familie, wie Thyroid-Rezeptor oder Germ Cell Nuclear
Factor (GCNF), fiihrten zu keiner Polyubiquitinierung in Anwesenheit von RLIM (Daten
nicht gezeigt). Die Durchfiihrung von in vivo Ubiquitinerungs-Experimenten mittels ektopisch
tiberexprimierten His-Ubiquitin zeigte in Gegenwart von ektopisch iliberexprimiertem RLIM,

ebenfalls eine gesteigerte Polyubiquitinierung von ERa.

ITILIL.3 Die funktionelle Rolle von RLIM und CLIM2 in der ERa
vermittelten Transkription von Zielgenen

Da gezeigt werden konnte, dass sowohl RLIM als auch CLIM2 mit ERa in vivo und in vitro
interagieren, stellten wir die Hypothese auf, dass beide Proteine funktionell mit ERa
interagieren und die ERa vermittelte Transkription von Zielgenen beeinflussen. Daher sollte
vorerst mit Hilfe der folgenden Reportergen-Experimente (Luziferase), ein moglicher Einfluss
auf die ERa gesteuerte Transkription von Zielgenen in MCF7 Brustkrebszellen néher
untersucht werden. Mittels transienter Transfektion eines Ostrogen-Rezeptor o responsiblen
Luziferase Reportergenkonstruktes (ERE-TK-Luziferase), sollten mdgliche Effekte von
RLIM und CLIM2 niher studiert werden.

IILIL3.1 Eine Uberexpression von RLIM fiihrt zu einer verstirkten Trans-
aktivierung des Reportergens in ERa positiven MCF7 Zellen

In diesem in vivo Experiment sollte der Wirkungsmechanismus von RLIM auf die ERa
gesteuerte Transkription von Zielgenen ndher untersucht werden. Hierzu wurden MCF7
Zellen mit einem fiir ERa spezifischen responsiblen Luziferase Reportergenkonstrukt (ERE-

TK-Luziferase) und einem fiir die Expression von RLIM kodierenden Vektor, transient
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kotransfiziert. Um mdgliche funktionelle Doménen von RLIM mit einzubeziehen, wurde die
Analyse mit einem Expressionsvektor durchgefiihrt, in dem die kodierende Region fiir RLIM
vollstédndig integriert war. Zum Vergleich wurden Zellen mit dem leeren Expressionsvektor
transfiziert. Nach Hormon-Stimulus durch 17-B Ostradiol, wurde die relative Luziferase-
Aktivitdt in Extrakten von MCF7 Zellen luminometrisch gemessen und anschlieBend

miteinander verglichen.

ERE-TK- Luziferase

187 O EtOH
B 17-B Estradiol

Relative Luziferase Aktivitat

4
2,
0

Kontrolle RLIM

Abbildung ITLIL16 Die Uberexpression von RLIM in MCF7 Zellen.

Luziferase Reportergen-Experiment von RLIM-iiberexprimierten MCF7 Zellen. Das
Séulendiagramm zeigt eine, im Vergleich zur Kontrolle, verstirkte Transaktivierung des ERa
responsiblen Luziferase Reportergens, vermittelt durch eine RLIM Uberexpression. Hierzu
wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und anschlieend
mit einem fiir RLIM kodierenden Expressionsvektor oder einem Kontroll-Plasmid, zusammen mit
dem Luziferase Reportergen Vektor (ERE-TK-Luziferase) transient kotransfiziert. Nach 36 h
wurden die Zellen entweder mit Ostrogen (10”7 M), oder dem gleichen Volumen an 10% EtOH, fiir
weitere 12 h behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die relative Luziferase-
Aktivitit bzw. Expression luminometrisch gemessen. Die Mittelwerte der Reportergen-Aktivitdten
aus Dreifachbestimmungen, wurden jeweils auf die nicht stimulierte Reportergen-Aktivitit der
entsprechenden Kotransfektion normiert.

Mittels Reportergen-Analyse konnte RLIM als potenzieller Koaktivator von ERa identifiziert
werden. Eine durch Ostrogen vermittelte Transaktivierung der ERa initiierten Tranksription
und Expression des Luziferase Reportergens, ist im Falle einer Uberexpression von RLIM, im
Vergleich zur nicht stimulierten Transkription, ca. 4-fach verstiarkt. Ob dieser funktionelle
Einfluss auf die ERa Transaktivierung konzentrationsabhdngig ist, sollte erneut durch
Uberexpression von ansteigenden Konzentrationen des fiir RLIM kodierenden
Expressionsvektors, analysiert werden. Hierzu wurden unterschiedliche Konzentrationen (0,2-
2ug) des Expressionsvektors fiir RLIM, zusammen mit dem Luziferase Reportergenkonstrukt,

transient kotransfiziert.
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Abbildung ITLIL.17 Die Uberexpression von definierten RLIM Konzentrationen in MCF7 Zellen.

Luziferase Reportergen-Experiment von RLIM-iiberexprimierten MCF7 Zellen. Das
Sdulendiagramm zeigt, im Vergleich zur Kontrolle, eine konzentrationsabhéingige Verstarkung der
Transaktivierung des ERo responsiblen Luziferase Reportergens, vermittelt durch eine RLIM-
Uberexpression. Hierzu wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium
behandelt und anschlieBend mit einem fiir RLIM kodierenden Expressionsvektor, oder einem
Kontroll-Plasmid, zusammen mit dem Luziferase Reportergen Vektor (ERE-TK-Luziferase)
transient kotransfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen mit Ostrogen (10”7 M) oder dem gleichen
Volumen an 10% EtOH, fiir weitere 12 h behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und
die relative Luziferase-Aktivitit bzw. Expression luminometrisch gemessen. Die Mittelwerte der
Reportergen-Aktivitdten aus Dreifachbestimmungen, wurden jeweils auf die nicht stimulierte
Reportergen-Aktivitit der entsprechenden Kotransfektion normiert.

Es konnte gezeigt werden, dass der funktionelle Einfluss von RLIM auf die ERo gesteuerte
Transkription des Reportergens, konzentrationsabhéngig ist. Das heisst, je mehr RLIM in
MCF7 Zellen iiberexprimiert wurde, desto mehr verstirkt war die Transaktivierung des
Luziferase Reportergens. RLIM scheint somit an ERo eingeleiteten transkriptionellen
Prozessen positiv beteiligt zu sein und wirkt koaktivatorisch. Des Weiteren bestitigt diese
Analyse, dass RLIM nicht fiir den ubiquitin-abhéngigen proteasomalen Abbau von ERa in
MCF?7 Zellen verantwortlich ist, da es sonst bei dessen Uberexpression zu einer Abnahme des
exprimierten Reportergens kommen sollte.

Um den Effekt eines siRNA vermittelten knockdown von RLIM auf die Transaktivierung des
Reportergens zu iiberpriifen, wurden erneut MCF7 Zellen transient mit spezifischen siRNA

Molekiilen gegen RLIM und dem Luziferase Reportergenkonstrukt, kotransfiziert.

97



ERE-TK- Luziferase

451 0 EtOH
4 B 17-B Estradiol

Relative Luziferase Aktivitit
N
(&)

Kontrolle siRLIM siRLIM siRLIM
5pmol 10pmol 15pmol

B. Kontrolle A

e WBIa-RLIM

e WB: a- Aktin

Abbildung IIL.I1.18 Einfluss der RLIM-Depletion auf die ERa-Transaktivierung des Luziferase
Reportergens.

Luziferase Reportergen-Experiment von RLIM-expressionsdefizienten MCF7 Zellen. A. Das
Séulendiagramm zeigt eine, im Vergleich zur Kontrolle, reduzierte Transaktivierung des ERa
responsiblen Luziferase Reportergens, vermittelt durch einen dosisabhingigen und siRNA
vermittelten knockdown von RLIM. Hierzu wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem
Kulturmedium behandelt und anschlieBend mit spezifischen siRNA Molekiilen gegen RLIM (5-15
pmol), oder einer Kontroll-siRNA (15 pmol), zusammen mit dem Luziferase Reportergen Vektor
(ERE-TK-Luziferase), transient kotransfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen mit Ostradiol (107 M)
oder dem gleichen Volumen an 10% EtOH, fiir weitere 12 h behandelt. AnschlieBend wurden die
Zellen lysiert und aufgeteilt. Ein Teil der Lysate wurde fiir die Messung der relativen Luziferase-
Aktivitdt bzw. Expression eingesetzt, ein anderer hingegen fiir ein SDS PAGE und folgendem
Western Blot zur Quantifizierung eines effektiven RLIM knockdown. Die Mittelwerte der
Reportergen-Aktivititen aus Dreifachbestimmungen, wurden jeweils auf die nicht stimulierte
Reportergen-Aktivitit der entsprechenden Kotransfektion normiert. B. Western Blot-Analysen
zum Nachweis eines spezifischen knockdown von RLIM, vermittelt durch transiente Transfektion
von siRNA Molekiilen. Die Detektion von RLIM wurde mit spezifischem Antiserum aus
Kaninchen durchgefiihrt. Ein effektiver knockdown (ca. 70%), kann hier mit 15 pmol der RLIM
siRNA beobachtet werden. Als Ladekontrolle diente die Detektion von Aktin mit spezifischem
Antiserum aus Kaninchen.

Es konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu einer RLIM-Uberexpression, ein siRNA
vermittelter knockdown von RLIM zu einer Abnahme der Transaktivierung des Luziferase
Reportergens in MCF7 Zellen fiihrt. Das bedeutet, dass RLIM als Koaktivator von ERa eine
entscheidende Rolle bei der Aktivierung des Reportergens einnimmt. Eine im Vergleich zur
Kontrolle minimal erhohte Transaktivierung des Reportergens in den siRLIM (S5pmol)
transfizierten MCF7 Zellen, lédsst sich vermutlich auf eine restliche endogene Aktivitit von

nicht vollstindig runter regulierten RLIM-Proteinen zuriickfiihren. So konnte gezeigt werden,
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dass sowohl die ektopische Uberexpression von RLIM, als auch dessen siRNA vermittelter

knockdown, einen Einfluss auf Transaktivierungsprozesse von ERa hat.

HILIL3.2 Die verstirkte RLIM vermittelte Transaktivierung ist RINGfinger
abhiingig

In diesem Experiment sollte der Wirkungsmechanismus von RLIM eingehender analysiert
werden, um aufzuklidren, welche Proteindoméne von RLIM fiir die Koaktivierung in
Transaktivierungsprozessen von ERa verantwortlich ist. Da bereits im Rahmen von GST-
Interaktionsexperimenten (Abb. IILII.13-14) die C-terminale RINGfinger Doméne von RLIM
als spezifische Interaktionsdomine mit ERa identifiziert werden konnte, sollte hier der
Einfluss der RLIM RINGfinger Deletionsmutante in Transaktivierungsprozessen von ERa,
mittels  transienter Uberexpression analysiert werden. Die RLIM RINGfinger
Deletionsmutante (RLIMARING) ist in Uberexpressions-Experimenten bereits als ein
dominant-negativ wirkendes Molekiil bekannt (Bach et al., 1999). Das bedeutet, dass die
RINGfinger Doméne fiir die biologische Aktivitdt von RLIM als Ubiquitinligase, essentiell ist.
Ein fehlender Aufbau der RINGfinger Domine fiihrt weder zu einer in vitro noch zu einer in
vivo Ubiquitinierung von Substraten. Hierzu wurde die RLIM RINGfinger Deletionsmutante
zusammen mit dem Luziferase Reportergenkonstrukt in MCF7 Zellen transient kotransfiziert
und anschlieBend die resultierende Reportergen-Aktivitit luminometrisch gemessen. Im

Vergleich wurde ein Expressionsvektor verwendet, welcher den RLIM Wildtyp kodiert.
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Abbildung IIL.I1.19 Die RLIM RINGfinger abhiingige Transaktivierung des Luziferase
Reportergens.

Luziferase Reportergen-Experiment von RLIM- und RLIMARING-iiberexprimierten MCF7
Zellen. Das Séulendiagramm zeigt eine verstirkte Transaktivierung des ERa responsiblen
Luziferase Reportergens, vermittelt durch eine Uberexpression von RLIM. Im Vergleich dazu
zeigt die RINGfinger Deletionsmutante (RLIMARING), eine deutlich reduzierte Transaktivierung.
Hierzu wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und
anschlieBend mit einem fir Wildtyp RLIM kodierenden Expressionsvektor, der RINGfinger
Deletionsmutante oder einem Kontroll-Plasmid, zusammen mit dem Luziferase Reportergen
Vektor (ERE-TK-Luziferase) transient kotransfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen mit Ostradiol
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(107 M), oder dem gleichen Volumen an 10% EtOH, fiir weitere 12 h behandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen lysiert und die relative Luziferase-Aktivitdt bzw. Expression luminometrisch
gemessen. Die Mittelwerte der Reportergen-Aktivititen aus Dreifachbestimmungen, wurden
jeweils auf die nicht stimulierte Reportergen-Aktivitdt der entsprechenden Kotransfektion
normiert.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Ubiquitinierung generell von wichtiger Bedeutung fiir die
ordentliche Transkription von ERa gesteuerten Zielgenen ist (Ismail und Nawaz, 2005). ERa
selbst wird ubiquitiniert und proteasomal reguliert (Nawaz et al., 1999). Die spezifische
Hemmung des 26S-Proteasoms mittels MG132 fiihrt zu einer vollstindigen Blockade der
Transkription von ERa Zielgenen. Weiterhin wurde gezeigt, dass ein erfolgreiches zyklischen
Binden von ERa an Zielgenpromotoren, dessen Ubiquitinierung und Abbau durch das 26S-
Proteasom erfordern (Metivier et al., 2003).

Hier konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der RLIM RINGfinger
Deletionsmutante, einen dominant-negativen Effekt auf die ERa gesteuerte Transkription des

Luziferase Reportergens vermittelt.

IILIL3.3 Eine Uberexpression von CLIM2 fiihrt zu einer Repression des
Reportergens in ERa positiven MCF7 Zellen

Bisher war bekannt, dass das LMO4 Protein (LIM-Dominen Protein) als potenzieller
Interaktionspartner von CLIM2, die Differenzierung von epithelialen Maus
Brustgewebszellen bei Uberexpressionen hemmt und in humanen Brustkrebszellen hiufig
tiberexprimiert ist (Visvader ef al., 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eventuelle
Deregulationen des LMO4 Gens zur Brust-Tumorgenese fithren kann. Auch die
Durchfithrung des TMA Microarrays vom Brustkrebsgeweben (II1.I1.1.2), zeigte eine
statistisch haufige und hohe Expression von CLIM2 im Mammakarzinom, welche mit einem
schlechten Differenzierungsgrad der Tumore korreliert.

Im folgenden Experiment sollte daher der Wirkungsmechanismus von CLIM2 auf die ERa
gesteuerte Transkription von Zielgenen ndher untersucht werden. Hierzu wurden MCF7
Zellen mit einem fiir ERa spezifischen responsiblen Luziferase Reportergenkonstrukt (ERE-
TK-Luziferase) und einem fiir die Expression von CLIM2 kodierenden Vektor, transient
kotransfiziert. Um mogliche funktionelle Doménen von CLIM2 mit einzubeziehen, wurde die
Analyse mit einem Expressionsvektor durchgefiihrt, in dem die kodierende Region fiir
Wildtyp CLIM2 integriert war. Zum Vergleich wurden Zellen mit dem leeren

Expressionsvektor transfiziert und dienten als Kontrolle. Nach Hormon-Stimulus mittels
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17B Ostradiol, wurde die relative Luziferase-Aktivitit in Extrakten der MCF7 Zellen

luminometrisch gemessen und anschlieBend miteinander verglichen.

45 ERE-TK- Luziferase

44 O EtOH
351 B 17-B Estradiol

Relative Luziferase Aktivitat

Kontrolle CLIM2

Abbildung IILIL20 Die Uberexpression von CLIM2 in MCF7 Zellen.

Luziferase Reportergen-Experiment von CLIM2-iiberexprimierten MCF7 Zellen. Das
Séulendiagramm zeigt eine, im Vergleich zur Kontrolle, verringerte Transaktivierung des ERa
responsiblen Luziferase Reportergens, vermittelt durch eine Uberexpression von CLIM2. Hierzu
wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und anschlieBend
mit einem flir CLIM2 kodierenden Expressionsvektor oder einem Kontroll-Plasmid, zusammen
mit dem Luziferase Reportergen Vektor (ERE-TK-Luziferase) transient kotransfiziert. Nach 36 h
wurden die Zellen mit Ostradiol (10”7 M) oder dem gleichen Volumen an 10% EtOH fiir weitere
12 h behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die relative Luziferase-Aktivitit bzw.
Expression luminometrisch gemessen. Die Mittelwerte der Reportergen-Aktivititen aus
Dreifachbestimmungen, wurden jeweils auf die nicht stimulierte Reportergen-Aktivitdt der
entsprechenden Kotransfektion normiert.

Mittels Reportergen-Analysen konnte CLIM2 als Korepressor von ERa identifiziert werden.
Die Ostrogen vermittelte Transaktivierung der ERa initiierten Tranksription und Expression
des Luziferase Reportergens ist bei ektopischer CLIM2-Uberexpression, im Vergleich zur
nicht stimulierten Transkription, um ca. 50% reduziert. CLIM2 ist somit in ERa eingeleiteten
transkriptionellen Prozessen negativ involviert. Dieser Effekt zeigt, dass die in vivo
Funktion(en) von CLIM2 in Brustkrebszellen, mit der von bereits fiir LMO4 beschriebenen
Funktion korreliert (Visvader et al., 2001; Wang et al., 2003). Um den Effekt eines siRNA
vermittelten knockdown von CLIM2 auf die Transaktivierung des Reportergens zu iiberpriifen,
wurden erneut MCF7 Zellen transient mit spezifischen siRNA Molekiilen gegen CLIM2 und
dem Luziferase Reportergenkonstrukt kotransfiziert und anschlieBend Iuminometrisch

gemessen.
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Abbildung ITLIL.21 Einfluss der CLIM2-Depletion auf die ERa-Transaktivierung des Luziferase
Reportergens.

Luziferase Reportergen-Experiment von CLIM2-expressionsdefizienten MCF7 Zellen. A. Das
Sdulendiagramm zeigt eine, im Vergleich zur Kontrolle, verstirkte Transaktivierung des ERa
responsiblen Luziferase Reportergens, vermittelt durch den siRNA induzierten CLIM2 knockdown.
Hierzu wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und
anschlieBend mit spezifischen siRNA Molekiilen gegen CLIM2 (20 pmol) oder einer Kontroll-
siRNA (20 pmol), zusammen mit dem Luziferase Reportergen Vektor (ERE-TK-Luziferase)
transient kotransfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen mit Ostradiol (10”7 M) oder dem gleichen
Volumen an 10% EtOH, fiir weitere 12 h behandelt. Anschlielend wurden die Zellen lysiert und
aufgeteilt. Ein Teil der Lysate wurde fiir die luminometrische Messung der relativen Luziferase-
Aktivitdt bzw. Expression eingesetzt, ein anderer hingegen fiir ein SDS PAGE und folgendem
Western Blot, zur Quantifizierung eines effektiven CLIM2 knockdown. Die Mittelwerte der
Reportergen-Aktivititen aus Dreifachbestimmungen, wurden jeweils auf die nicht stimulierte
Reportergen-Aktivitit der entsprechenden Kotransfektion normiert. B. Western Blot-Analysen
zum Nachweis eines spezifischen CLIM2 knockdown, vermittelt durch transiente Transfektion von
siRNA Molekiilen. Die Detektion von CLIM2 wurde mit spezifischem Antiserum aus Kaninchen
durchgefiihrt. Der effektive knockdown liegt bei ca. 60%. Als Ladekontrolle diente die Detektion
von Aktin mit spezifischem Antiserum aus Kaninchen.

Es konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur CLIM2-Uberexpression, ein siRNA
vermittelter knockdown von CLIM2 zu einer verstirkten Transaktivierung des Luziferase
Reportergens in MCF7 Zellen fiihrt. Das bedeutet, dass CLIM2 in ERa vermittelten
Transkriptionsprozessen als Korepressor fungiert. Fiir die Transkription von ERa
responsiblen Genen konnte bereits gezeigt werden, dass ein zyklisches Binden von ERa auch
eine geordnete Rekrutierung von Korepressor-Komplexen erfordert (Metivier et al., 2003).
Diese Korepressor-Komplexe sind zum einen Chromatin bindende Proteine wie die
Mitglieder der SWI/SNF Familie, oder Proteine, welche direkt Histone binden z.B Histon

Deacetylasen. AuBlerdem ist die in III.I1.2.2.2 beschriebene spezifische Aminosidurensequenz
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in CLIM2 (Bindemotif LxxIL) ein weiteres Indiz dafiir, dass CLIM2 in der Transkription von
ERa responsiblen Genen involviert ist. So konnte erneut bestitigt werden, dass CLIM?2
sowohl in ektopischen Uberexpressionen, als auch in siRNA vermittelten knockdown

Experimenten, bei Transaktivierungsprozessen von ERa von Bedeutung ist.

MIL.IL.3.4 CLIM2 vermittelt die Repression von ERa gesteuerten
Zielgenen in vivo.

Eine weitere Methode um den Einfluss eines Proteins auf die ERa gesteuerte Transkription zu
analysieren, ist die quantitative Real Time RT-PCR. Da CLIM2 in der Lage ist eine ERa
vermittelte Transkription des Luziferase Reportergens in vitro zu repremieren, sollte in
diesem Versuchsteil primér der Einfluss von CLIM2 auf die ERa vermittelte Transkription
der endogenen Zielgene pS2, Cathepsin D und WISP2 untersucht werden. Hierzu wurden
erneut sSiRNA Molekiile gegen CLIM2 in MCF7 Zellen transient transfiziert und anschlieSend
die Gesamt-RNA isoliert. Nach Umschreibung der RNA in cDNA, konnte so mit spezifischen
Primern die relative mRNA Expression von CLIM2 und den jeweiligen ERa Zielgenen in
MCF7 Zellen detektiert und quantifiziert werden. Hierzu wurden Primer fiir die Amplifikation
des pS2, Cathepsin D und WISP2 Gens verwendet. Fiir die Amplifikation des pS2 Zielgens
wurden Primer verwendet, welche gegen die pS2-hnRNA (heterogenous nuclear RNA)
gerichtet sind. Der entscheidende Vorteil bei der quantitativen Analyse von nicht-gespliceter
hnRNA ist der, als das sie prazise die Rate an aktiver Transkription in den zu untersuchenden
Zellen wiederspiegelt. Um sicher zu stellen, dass ein mdglicher CLIM2-Einfluss auf die
Expression der Zielgene pS2, Cathepsin D und WISP2 letzendlich auf dessen zelluldre
Depletion zuriickzufiihren ist, sollte vorab der spezifische siRNA vermittelte CLIM2

knockdown mittels spezifischen Primern und Real Time RT-PCR Analysen bestitigt werden.

Quantifizierung des CLIM2 knockdown in MCF7 Zellen
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Abbildung IIL.I1.22 Quantifizierung des CLIM2 knockdown in MCF7 Zellen.
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Real Time RT-PCR-Analyse als Nachweis eines effektiven CLIM2 knockdown in MCF7 Zellen.
Das Séulendiagramm zeigt einen, im Vergleich zur Kontrolle, spezifischen knockdown von
endogener CLIM2 mRNA, vermittelt durch transfizierte siRNA Molekiile gerichtet gegen CLIM2.
Hierzu wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und
anschlieBend mit spezifischen siRNA Molekiilen gegen CLIM2 (20 pmol) oder einer Kontroll-
siRNA (20 pmol), transient transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen mit Ostradiol (10”7 M) oder
dem gleichen Volumen an 10% EtOH fiir weitere 12 h behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen
lysiert und die Gesamt-RNA isoliert. Nach anschlieBender Reverser Transkriptase Reaktion und
Umschreibung der RNA in ¢cDNA, wurde mit CLIM2 spezifischen Primern quantitativ mittels
Real Time RT-PCR die relative Genexpression gemessen. Als Kontrolle wurden die Mittelwerte
der Genexpression aus Dreifachbestimmungen, jeweils auf die Expression des 36B4 Gens
normiert.

Mittels quantitativer Real Time RT-PCR konnte initial gezeigt werden, dass die relative
CLIM2-Genexpression um ca. 90% in den siRNA transfizierten MCF7 Zellen reduziert ist.
Die geringfiigig ansteigende Genexpression von CLIM2 im Ostrogen-induzierten Kontroll-
Experiment, konnte allerdings in Western Blot-Analysen nicht beobachtet werden. Auch
konnte mittels vorangegangen Experimenten ausgeschlossen werden, dass CLIM2 ein
Ostrogen bzw. ERa Zielgen darstellt (Daten nicht gezeigt). In den CLIM2 knockdown Zellen
sollte nun ein moglicher Einfluss auf die relative Expression der ERa Zielgene pS2,

Cathepsin D und WISP2 mittels Real Time RT-PCR analysiert werden.
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Abbbildung IIL.I1.23 Expression der ERa Zielgene pS2, Cathepsin D und WISP2 in
CLIM2-depletierten MCF7 Zellen.

Real Time RT-PCR basierte Genexpressionsanalysen in CLIM2-expressionsdefizienten MCF7
Zellen. Das Sidulendiagramm zeigt eine, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle, verstirkte
Genexpression von pS2 und Cathepsin D in CLIM2 knockdown MCF7 Zellen. Hingegen konnte
fiir das WISP2 Gen eine verringerte Expression in CLIM2 knockdown Zellen beobachtet werden.
Hierfir wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und
anschlieBend mit spezifischen siRNA Molekiilen gegen CLIM2 (20 pmol) oder einer Kontroll-
siRNA (20 pmol), transient kotransfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen mit Ostradiol (107 M)
oder dem gleichen Volumen an 10% EtOH, fiir weitere 12 h behandelt. AnschlieBend wurden die
Zellen lysiert und die Gesamt-RNA isoliert. Nach anschlieBender Reverser Transkriptase Reaktion
und Umschreibung der RNA in ¢cDNA, wurde mit pS2, Cathepsin D und WISP2 spezifischen
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Primern quantitativ die relative Genexpression gemessen. Als Kontrolle wurden die Mittelwerte
der Genexpression aus Dreifachbestimmungen, erneut auf die Expression des 36B4 Gens normiert.

Hier konnte der bereits in Reportergen-Experimenten verifizierte repressorische Einfluss von
CLIM2 auf die ERa gesteuerte Transkription, erneut fiir zwei der von drei untersuchten
Zielgene mittels Real Time RT-PCR bestitigt werden. Im Unterschied zum Reportergen-
Experiment, wurde hier der direkte Einfluss eines siRNA vermittelten CLIM2 knockdown auf
die relative Expression der ERa Zielgene pS2, Cathepsin D und WISP2 gemessen. In diesem
Experiment konnte gezeigt werden, dass die zellulire CLIM2-Depletion den bereits in
CLIM2-Uberexpressions-Experimenten beobachteten repressorischen Effekt wieder authebt.
Dies bedeutet, dass endogene CLIM2 Proteine bei der Transkription des pS2 und Cathepsin D
Gens eine korepressorische Funktion ausiiben. Fiir das WISP2 Gen konnte in den CLIM2
knockdown Zellen eine, im Vergleich zur Kontrolle, verringerte Expression beobachtet
werden. Ob die CLIM2 vermittelte Koregulatorfunktion genspezifisch ist, miisste in
weiterfiihrenden Experimenten allerdings unter Hinzunahme und Analyse weiterer anderer

Zielgene néher untersucht werden.

HLIL3.5 RLIM vermittelt die Aktivierung von ERa gesteuerten
Zielgenen in vivo.

Fir RLIM konnte bereits in Reportergen-Experimenten eine koaktivatorische Rolle in der
ERo vermittelten Transkription in vitro zugeschrieben werden. Daher sollte in diesem
Versuchsteil der Einfluss einer RLIM-Depletion, auf die Transkription der ERa Zielgene pS2,
Cathepsin D und WISP2 untersucht werden. Hierfiir wurden RLIM-spezifische siRNA
Molekiile in MCF7 Zellen transient transfiziert und anschlieBend die Gesamt-RNA isoliert.
Nach Umschreibung der RNA in cDNA, konnte so mit spezifischen Primern die relative
RLIM mRNA Expression und den jeweiligen ERo Zielgenen detektiert und quantifiziert
werden. Hierzu wurden erneut Primer fiir die Amplifikation des pS2, Cathepsin D und WISP2
Gens verwendet. Um sicher zu stellen, dass ein moglicher RLIM-Einfluss auf die Expression
der Zielgene pS2, Cathepsin D und WISP2, auf dessen zelluldre Depletion zuriickzufiihren ist,
sollte vorweg ein siRNA vermittelter RLIM knockdown mittels spezifischen Primern und

Real Time RT-PCR Analysen bestitigt werden.
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Abbildung III.I1.24 Quantifizierung des RLIM knockdown in MCF7 Zellen.

Real Time RT-PCR-Analyse als Nachweis eines effektiven RLIM knockdown in MCF7 Zellen.
Das Séulendiagramm zeigt einen, im Vergleich zur Kontrolle, spezifischen knockdown von
endogener RLIM mRNA, vermittelt durch die Transfektion von siRNA Molekiilen. Hierzu
wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und anschlieBend
mit spezifischen RLIM siRNA Molekiilen (20 pmol) oder einer Kontroll-siRNA (20 pmol),
transient transfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen mit Ostradiol (107 M) oder dem gleichen
Volumen an 10% EtOH fiir weitere 12 h behandelt. Anschlieend wurden die Zellen lysiert und
die Gesamt-RNA isoliert. Nach folgender Reverser Transkriptase Reaktion und Umschreibung der
RNA in ¢cDNA, wurde mit RLIM spezifischen Primern quantitativ die relative Genexpression
gemessen. Als Kontrolle wurden die Mittelwerte der Genexpression aus Dreifachbestimmungen,
jeweils auf die Expression des 36B4 Gens normiert.

Durch den Einsatz quantitativer Real Time RT-PCR konnte gezeigt werden, dass die relative
RLIM-Genexpression um ca. 88% in den siRNA transfizierten MCF7 Zellen reduziert ist. Die
geringfiigig ansteigende Genexpression von RLIM im Ostrogen-induzierten Kontroll-
Experiment, konnte allerdings in Western Blot-Analysen nicht beobachtet werden. Auch
konnte, wie bereits fiir CLIM2, mittels vorangegangen Experimenten ausgeschlossen werden,
dass RLIM ein Ostrogen bzw. ERa. Zielgen darstellt (Daten nicht gezeigt). In den RLIM
depletierten Zellen, sollte nun ein moglicher Einfluss auf die relative Expression der ERa

Zielgene pS2, Cathepsin D und WISP2 mittels Real Time RT-PCR analysiert werden.
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Abbbildung IILIL.25 Expression der ERa Zielgene pS2, Cathepsin D und WISP2 in
RLIM knockdown MCF7 Zellen.

Real Time RT-PCR basierte Genexpressionsanalysen in RLIM-expressionsdefizienten MCF7
Zellen. Das Séulendiagramm zeigt eine, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle, verringerte
Genexpression von pS2, Cathepsin D und WISP2 in RLIM knockdown MCF7 Zellen. Hierfiir
wurden MCF7 Zellen fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und anschlieBend
mit RLIM-spezifischen siRNA Molekiilen (20 pmol) oder einer Kontroll-siRNA (20 pmol),
transient kotransfiziert. Nach 36 h wurden die Zellen mit Ostradiol (10”7 M) oder dem gleichen
Volumen an 10% EtOH, fiir weitere 12 h behandelt. Anschlielend wurden die Zellen lysiert und
die Gesamt-RNA isoliert. Nach anschlieBender Reverser Transkriptase Reaktion und
Umschreibung der RNA in cDNA, wurde mit pS2, Cathepsin D und WISP2 spezifischen Primern
quantitativ die relative Genexpression gemessen. Als Kontrolle, wurden die Mittelwerte der
Genexpression aus Dreifachbestimmungen erneut auf die Expression des 36B4 Gens normiert.

Hier konnte der bereits in Reportergen-Experimenten verifizierte aktivatorische Einfluss von
RLIM auf die ERa gesteuerte Transkription, erneut fiir alle hier untersuchten Zielgene in vivo
bestitigt werden. Im Unterschied zum Reportergen-Experiment, wurde hier der direkte
Einfluss eines siRNA vermittelten RLIM knockdown, auf die relative Expression der ERa
Zielgene pS2, Cathepsin D und WISP2 in vivo gemessen. Auch in diesem Experiment konnte
beobachtet werden, dass die zelluldire RLIM-Depletion in MCF7 Zellen, den bereits in RLIM-
Uberexpressions-Experimenten beobachteten koaktivatorischen Effekt, wieder aufhebt. Dies
bedeutet, dass endogene RLIM Proteine bei der Transkription des pS2, Cathepsin D und
WISP2 Gens, eine Koaktivierung vermitteln. Im Gegesatz zu CLIM2, konnte fiir RLIM keine

genspezifische Koregulatorfunktion beobachtet werden.

II.IL.3.6 Die Rekrutierung von RLIM und CLIM2 zu den ERa Zielgen-
Promotoren des pS2-, WISP2- und Cathepsin D-Gens

Ob die koregulatorischen Funktionen von CLIM2 und RLIM mit deren in vivo Rekrutierung

zu ER Zielgenpromotoren verbunden sind, sollte in folgenden Experimenten durch die
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Kombination aus Chromatin-Immunprézipitationen und Real/ Time RT-PCR eingehend
untersucht werden.

Das Grundprinzip der Chromatin-Immunprézipitation (ChIP) beruht darauf, die zu einem
bestimmten Zeitpunkt bestehenden Protein-DNA-Bindungen bzw. Wechselwirkungen durch
Fixierung mit Formaldehyd (crosslinking) festzuhalten. Im Anschluss werden die Zellen
aufgeschlossen und das Chromatin mittels Ultraschall in Stiicke von einigen hundert
Basenpaaren Linge zertrimmert. Jene Proteine die das gewiinschte Chromatin gebunden
haben, werden mit einem flir das Protein spezifischen Antikdrper immunprizipitiert bzw.
isoliert. Die isolierten DNA-Protein-Komplexe werden dann wieder geldst (reverse
crosslinking). Die Identitit der so isolierten DNA-Fragmente kann nun mit spezifischen
Primern gegen den vermuteten oder bekannten Bindebereich der Proteine am Chromatin, mit
Real Time RT-PCR analysiert werden.

Die Primerpaare filir dieses Experiment wurden so konzipiert, dass sie jeweils ca. 100 bp
stromauf- und stromabwirts der jeweiligen ERE-Konsensus-Sequenz binden. Die
ausgewihlten Primerpaare erlauben somit im Falle einer erfolgreichen Immunprézipitation,
die Amplifikation des spezifischen Promotorbereiches, welche bereits als Bindestellen fiir den
Transkriptionsfaktor ERa in den Zielgenpromotoren von pS2, CathepsinD und WISP2 im
Vorwege bekannt waren.

Hierfiir wurden MCF7 Zellen entweder fiir eine Stunde mit 17-8 Ostradiol behandelt oder sie
blieben unbehandelt (EtOH) und dienten als Kontrolle. Nach einer zehnminiitigen Fixierung
mit Formaldehyd wurden die Zellen aufgeschlossen und vorhandenes Chromatin mittels
Ultraschall in kleinere Bruchstiicke zertriimmert. Mogliche CLIM2- und RLIM-DNA-
Komplexe, wurden anschlieBend mit jeweiligen spezifischen Antikérpern oder
isotypspezifischen Kontroll-Antikérpern einer Immunprézipitation unterzogen. Die so
isolierten Komplexe wurden anschliefend mittels SDS und hohen Temperaturen wieder
voneinander gelost. Zum AbschluB folgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit
anschlieender Ethanolfdllung, um eine moglichst ,,reine* DNA fiir den Einsatz in der Real

Time RT-PCR gewiéhrleisten zu kénnen.
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Abbildung IILIL.26 Die Rekrutierung von CLIM2 und RLIM zu ERq Zielgenpromotoren in vivo.

ChIP und Real Time RT-PCR Analysen zeigen eine Rekrutierung von sowohl CLIM2 als auch
RLIM zu den Ostrogen-regulierten Genpromotoren von pS2, CathepsinD und WISP2. MCF7
Zellen wurden fiir 2 Tage mit hormonfreiem Kulturmedium behandelt und anschliefend fiir einen
gesamten Zeitraum von 1 h mit Ostradiol behandelt oder blicben unbehandelt und dienten als
Kontrolle (EtOH). Anschliefend wurde die Reaktion durch Zugabe von Formaldehyd gestoppt
und die Zelllysate einer Chromatin-Immunprézipitation unterzogen. Prézipitierte Chromatin-
bereiche wurden anschlieBend fiir die Amplifikation der entsprechenden Gensequenzen in der
Real Time RT-PCR eingesetzt. Eine Chromatinbindung bzw. Rekrutierung von CLIM2 zu den
Genpromotoren von pS2, Cathepsin D und WISP2, konnte nach Ostrogen-Stimulus deutlich
gesteigert werden. Hingegen konnte fir RLIM, eine deutlich gesteigerte Rekrutierung nach
Ostrogen-Stimulus zu den Zielgenpromotoren des pS2 und WISP2 Gens detektiert werden. Eine
RLIM-Rekrutierung zum Promotor des Cathepsin D Gens, konnte nach Ostrogen-Stimulus nicht
gesteigert werden. RLIM war sowohl im nicht-induzierten als auch im Ostrogen-induzierten
Zustand gleichermafBlen am Zielgenpromotor detektierbar. Die Mittelwerte der ChIP-Proben aus
Dreifachbestimmungen, wurden jeweils auf die nicht-stimulierten Kontroll-ChIP-Proben der
entsprechenden Transfektion normiert.

Unter der Verwendung von Chromatin-Immunprizipationen konnte gezeigt werden, dass
sowohl CLIM2 als auch RLIM zu den hier untersuchten ERa Zielgenpromotoren rekrutiert
werden. Wiihrend fiir CLIM2 eine deutlich gesteigerte Rekrutierung nach Ostrogen-Stimulus
zu den Promotoren des pS2, Cathepsin D und WISP2 Gens detektiert werden konnte, konnte
fiir RLIM lediglich eine gesteigerte Rekrutierung nach Ostrogen-Stimulus zu den
Zielgenpromotoren des pS2 und WISP2 Gens beobachtet werden. Hingegen konnte eine
gesteigerte RLIM-Rekrutierung zum Promotor des Cathepsin D Gens nach Ostrogen-Stimulus
nicht beobachtet werden. RLIM war sowohl im nicht-induzierten als auch im Ostrogen-
induzierten Zustand gleichermallen am Cathepsin D Promotor detektierbar.

Somit zeigen diese Ergebnisse, dass der bereits im Vorwege dieses Experimentes beobachtete
korepressorische Einfluss von CLIM2 als auch der koaktivatorische Einfluss von RLIM auf
die ERa gesteuerte Transkription, mit deren Rekrutierung zu den hier analysierten

Zielgenpromotoren verbunden ist.
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III | Ergebnisse

II.I1.4 CDKO9 interagiert mit RLIM und CLIM2 in vitro und in vivo

Da sowohl RLIM als auch CLIM?2 bei der Aktivierung bzw. Repression von ERa gesteuerten
Zielgenen beteiligt sind, sollten weitere an der Transkription beteiligte Proteine, ndher
untersucht werden. Hierbei sollten in erster Linie mogliche neue Interaktionspartner mittels
Immunprézipitationen identifiziert werden. Parallel zu dieser Arbeit konnte CDK9 (pTEFb
positive transcription elongation factor b) als neuer Interaktionspartner von CLIM2 in vivo
identifiziert werden (Meier et al., 2006). CDK?9 ist positiv an der Genregulation und somit
Transkription beteiligt (Gargano ef al., 2007). Als Cyclin-abhingige Kinase ist CDK9 fiir den
elongativen Schritt der Transkription essentiell, da sie fiir eine Phosphorylierung und somit
Aktivierung der RNA Polymerase II unabdinglich ist (Wada et al., 1998).

RLIM sollte in diese Untersuchungen mit einbezogen werden. Hierfiir wurden im in vitro
Interaktionsexperiment bakteriell exprimiertes GST-RLIM und GST-CLIM2 eingesetzt. Als
Zielprotein wurde in diesem Experiment der gesamte kodierende Bereich von CDKO9 in vitro
translatiert und radioaktiv markiert. AnschlieBend wurden RLIM und CLIM2 zusammen mit
radioaktiv markiertem CDK9 bei 4°C fiir 2 h rotierend inkubiert und 3x mit PPI-Puffer
gewaschen. AnschlieBend wurden Protein-Interaktionen mittels SDS PAGE und folgender

Autoradiographie analysiert.
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Abbildung IIL.IL.27 In vitro Interaktionsexperiment von RLIM und CLIM?2 mit CDK9.

A. Coomassie-Farbung zur Darstellung von gleich geladenen Proteinkonzentrationen.
Glutathionagarose (GST) diente als Negativ-Kontrolle. GST-RLIM und GST-CLIM2 (Sterne)
sind in gleichen Mengen im Interaktionsexperiment eingesetzt worden. Als Einsatz bzw.
Ladekontrolle wurde radioaktiv (*’[S]) markierte CDK9 eingesetzt. Es folgte eine zweistiindige
Rotation von GST-RLIM oder GST-CLIM2 Agarose mit *[S] markierter CDK9 bei 4°C B.
Autoradiographie koprizipitierter **[S]-CDK9-Proteine im GST Interaktionsexperiment mit RLIM
und CLIM2. Es kann sowohl eine Interaktion mit RLIM als auch mit CLIM2 und *’[S]-CDK9
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III| Ergebnisse

nachgewiesen werden. Eine Inkubation von GST-Agarose, als Negativ-Kontrolle, und *’[S]-
CDKO9 fiihrt zu keiner Kopréazipitation.

Um eine in vivo Interaktion durchzufiihren, wurden Lysate von MCF7 Brustkrebszellen einer

Koimmunprézipitation unterzogen.
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Abbildung III.I1.28 In vivo Interaktion von RLIM und CLIM2 mit CDK9 in MCF7 Zellen.

Western Blot-Analysen der Koimmunprizipitationen von endogenem RLIM, CLIM2, ERa und
CDK9 aus MCF7 Zelllysaten. MCF7 Zellen wurden kultiviert und anschlieBend lysiert. Mit den
Zelllysaten wurden Immunprézipitationen mit spezifischen Antikdrpern gegen RLIM, CLIM2,
ERo und CDK9 durchgefiihrt. Die Prazipitation von endogener CDK9 (a-CDK9) fiihrt zur
erfolgreichen Koprézipitation von RLIM und CLIM2. Eine Koprézipitation von ERa bleibt aus.
Immunprézipitationen mit spezifischen Antikdrpern gegen RLIM (a-RLIM) und CLIM2 (a-
CLIM2), fiihren ebenfalls zur Koprizipitation endogener CDK9 und ERa. Ein unspezifisches
Antiserum (IP:IgQG) fiihrt zu keiner Koprézipitation von RLIM, CLIM2, ERa und CDKO9.

Mittels Durchfiihrung von Interaktionsexperimenten in vitro und in vivo, konnte CDK9 als

neuer Interaktionspartner von RLIM und CLIM?2 in Brustkrebszellen identifiziert werden.

IIL.IL.4.1 RLIM ist mit CDK9 in Ostrogen-abhiingigen MCF7 Brustkrebs-
zellen kolokalisiert

Um zu untersuchen, ob RLIM mit CDK9 subzelluldr kolokalisiert, sollten immunzyto-
chemische Féarbungen von MCF7 Zellen durchgefiihrt werden. Hierfiir wurden MCF7 Zellen
kultiviert, fixiert und mit spezifischen Antiseren inkubiert. Durch erneute Inkubation mit
Fluorophor-gekoppelten sekundidren Antikérpern, wurden die Zellen mittels konfokaler
Lasermikroskopie analysiert. Eine CLIM2 Ko-Expression mit CDK9 konnte nicht untersucht

werden, da Antiseren gegen CDK9 ebenfalls gleichen Ursprungs waren (aus Kaninchen).
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Uberlagerung

Abbildung IILIL.29 RLIM Kkolokalisiert mit CDK9 in MCF7 Zellen.

MCF7 Zellen wurden fixiert und mit spezifischem Maus-Antiserum gegen ERa, sowie mit
Meerschweinchen-Antiserum gegen RLIM und Kaninchen-Antiserum gegen CDK9 inkubiert. Die
Fluoreszenssignale der Fluorophor-gekoppelten sekundéiren Antikorper, wurden mit Hilfe eines
konfokalen Mikroskops dokumentiert. Als Marker fiir Kernfirbung diente DAPI. Die
Uberlagerung des roten (ERa), griinen (RLIM) und gelben (CDK9) Kanals, weist auf eine intra-
bzw. subzellulire Kolokalisation der ERa-, RLIM- und CDKO9-Proteine im Zellkern hin.
[Vergrosserung: 63x]

Intrazellulire MCF7 Zellfarbungen zeigen eine kolokale Expression von RLIM-, ERa- und
CDKO-Proteinen im Nukleus. Eine Zellfarbung mit dem Kern-Marker DAPI bestdtigt eine
dominante Kernfarbung der Proteine in MCF7 Brustkrebszellen.

Die Grundlage und Konsequenz(en) dieser Kolokalisation miissen in weiterfiihrenden

Experimenten ndher untersucht werden.
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IV. Diskussion

Die in diese Arbeit gesteckten Ziele und Erwartungen konnten im Rahmen beider Projekte
erfiillt werden. So konnte als Ergebnis dieser Arbeit gezeigt werden, dass posttranslationale
Modifikationen bzw. proteasomale Regulation einen wichtigen Einfluss auf die Formation
von LIM-HD-Multiproteinkomplexen haben. Hierbei spielen CLIM- und SSDP1-Proteine, als
Adaptoren im Aufbau von Transkriptionskomplexen auf Zielgenpromotoren von LIM-HD-
Transkriptionsfaktoren, eine fundamentale Rolle. Von entscheidender Bedeutung bei der
Regulation zelluldrer Proteinkonzentrationen ist das 26S-Proteasom. Mittels prozessiver
Selektion ubiquitinmarkierter Zielproteine greift es entscheidend in die Genexpression ein.
Dartiber hinaus spielen hierarchische und stabile Protein-Interaktionen, eine wichtige Rolle
beim Schutz vor proteasomalen Abbau durch Maskierung von instabilen Protein-Dominen
(Giingor et al., 2007).

Des Weiteren konnte das bis dato nur im Kontext der neuronalen Entwicklung gut
charakterisierte nukledre LIM-Proteinnetzwerk, mit der Entwicklung/Progression des
Mammakarzinoms in Verbindung gebracht werden. Hier konnten sowohl CLIM2 als auch
RLIM als neue Interaktionspartner des Transkriptionsfaktors ERo identifiziert werden.
Dariiber hinaus fiihrte die funktionelle Analyse dieser Interaktionen zu weiteren neuen
Erkenntnissen. Sowohl RLIM als auch CLIM2, konnten als neue Koregulatoren in der
Ostrogen vermittelten Transkription von ERo Zielgenen identifiziert werden. Wihrend
CLIM2-Proteine fihig sind eine Ostrogen vermittelte Transkription zu inhibieren, sind RLIM-
Proteine in der Lage diese zu aktivieren. Auch konnte eine direkte Korrelation der CLIM?2-
Expression im Zusammenhang mit der ERa-Expression, als prognostischer Marker in

Brustkrebs, identifiziert werden (Johnsen und Giingér ef al., 2009).

IV.1 Die Rolle von CLIM-Proteinen im LIM-HD-Transkriptionsnetzwerk
Als Transkriptionsfaktoren regulieren LIM-Homdodoménen-Proteine die Ausbildung der
Zellidentitdt bzw. Organogenese sowie Zellposition und axonale Projektionen in sehr
unterschiedlichen Organsimen, wie Drosophila, Huhn, Zebrafisch und Mammalia. Mittels
Homdodoméne bindet das LIM-HD-Protein Lhx3, als Homodimer, an DNA-Sequenzen in
Zielgenpromotoren, um die Transaktivierung von spezifischen Genen zur Synthese von
regulatorischen Proteinen, wie beispielsweise oGSU, auszufilhren. Die N-terminal
lokalisierten LIM-Dominen in Lhx3-Proteinen sind von wichtiger Bedeutung filir die

Interaktion mit der CLIM-Kofaktorfamilie. Hierbei interagiert die LIM interaction Domain
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(LID) von CLIM-Proteinen mit der LIM-Doméne von LIM-HD-Proteinen. Mittels einer
Dimerisierungs-Domédne fiihrt eine Interaktion zur Ausbildung eines tetrameren
Transkriptionskomplexes auf dem Lhx3-Zielgenpromotor von aGSU und resultiert in einer
synergistischen Aktivierung von aGSU (Giingor et al., 2007). Vor geraumer Zeit konnten in
unserer Arbeitsgruppe CLIM Kofaktoren als Substrat fiir ubiquitin-abhdngige Degradation
identifiziert werden. So konnte gezeigt werden, dass RLIM als E3-Ubiuitin-Ligase, die
Polyubiquitinierung von CLIM-Proteinen vermittelt (Ostendorff ef al., 2002). Hierbei
reguliert und kontrolliert RLIM zellulire CLIM-Konzentrationen und sorgt so fiir
ausgeglichene Mengenverhiltnisse zwischen CLIM- und LIM-HD-Proteinen. Weiterhin
wurde von Hiratani und Kollegen vorgeschlagen, dass CLIM-Proteine durch eine
Komplexformation mit LIM-HD-Proteinen stabilisiert werden (Hiratani et al., 2003). Wie
essentiell die CLIM-Proteinkonzentrationen und deren kontrollierte Prozessierung fiir die
Genexpression sind, zeigen verschiedenste und gravierende Phénotypen in CLIM2 ™" knockout
Maiusen. Hier kommt es zu dramatischen embryonalen Entwicklungsstérungen, die zwischen
dem Embryonaltag 9,5-10,5 zur Letalitit fiihren. Eine Folge von Entwicklungsstérungen
schon wihrend der Gastrulation, fithrt zum Fehlen ganzer Organe wie das Herz oder etwa
Augen, sowie zur Storung eines Aufbaus der Grenzschicht zwischen Stamm- und Hinterhirn
(Mukhopadhyay et al., 2003).

In Drosophila konnte gezeigt werden, dass die Storung des Gleichgewichts zwischen dem
LIM-HD-Protein Apterous, dem Kofaktor Chip (CLIM-Homolog in Drosophila) und dem
LIM-only (LMO) Protein Beadex zu schwerwiegenden Defekten in der Fliigelentwicklung
fiihrt. Hierbei konkurriert Beadex mit Apterous um die Bindung von Chip-Kofaktoren und
verdrangt dadurch dem LIM-HD-Protein die Kofaktoren. Da die Expression von Beadex
durch Apterous stimuliert wird, handelt es sich dabei um eine negative Riickkopplung, bei der
einerseits die Aktivitdit von Apterous gehemmt wird und andererseits Apterous-Proteine
verstiarkt durch das Proteasom abgebaut werden (Milan et al., 1998; Milan et al., 1999;
Kadrmas & Beckerle, 2004). Bislang konnte in Drosophila kein RLIM-Homolog gefunden
werden. Das Fehlen einer Ubiquitin-Ligase die den Abbau von Chip vermittelt, konnte somit
durch den beschriebenen Mechanismus der negativen Riickkopplung ausgeglichen werden.
Da in Saugetieren sowohl RLIM als auch LMO-Proteine exprimiert werden, konnte dies zur
Unterstlitzung der Ansicht herangezogen werden, dass in der Evolution komplexer
Lebewesen zusitzliche Regulationsmechanismen entwickelt wurden, um zelluldre Protein-

konzentrationen zu kontrollieren.
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Interessanterweise zeigen Uberexpressions-Experimente eines Dominant-negativen CLIM-
Molekiils (DN-CLIM2) in Zebrafisch-Embryonen, einen sehr &hnlichen Phénotyp wie er fiir
CLIM™ knockout Méuse beschrieben worden ist. Der Verlust der Dimerisierungs-Doméne
filhrt hier zu einer unvollstandigen Formation von CLIM-Lhx3-Komplexen in vivo und
demnach zu einer Fehlregulation der Genexpression. Das Resultat dieser Fehlregulation sind
augenlose Zebrafisch-Embryonen, eine in ihrem Aufbau gestérte Grenzschicht zwischen
Stamm- und Hinterhirn und die fehlende Differenzierung sog. Mauthner Neurone im
Hinterhirn (Becker et al., 2002). Im Laufe dieser Arbeit stellte sich dann heraus, dass die DN-
CLIM-Lhx3-Interaktion zu einer erhohten Lhx3-Proteinkonzentration fiihrt; die Folge ist eine
verstiarkte Genexpression und somit eine erhohte aGSU-Proteinkonzentration. Eine durch
CLIM-Bindung vermittelte Stabilitdt von Proteinkonzentrationen im LIM-HD-Netzwerk ist
offensichtlich nicht nur auf Lhx3 beschrankt, da wir dhnlich verdnderte Proteinstabilititen
auch bei DN-CLIM-Isl1-Interaktionen beobachten konnten. Weitere Untersuchungen zeigen,
dass die Stabilisierung der Lhx3- und Isll-Proteinkonzentrationen auf posttranslationaler
Ebene stattfinden und nicht auf eine erhohte Genexpression des Lhx3- bzw. Isll-Gens
zuriickzufiihren sind. Bestitigt wurden diese Ergebnisse durch den Einsatz von Inhibitoren
des 26S-Proteasoms. Applikationen von Zellen mit Lactacystin, fiihren, dquivalent zur
Uberexpression von DN-CLIM, zu einer erhdhten Lhx3- und Isll-Proteinkonzentration.
Folglich basiert diese Stabilisierung auf die Bindung von CLIM-Proteinen an LIM-Doménen
von Lhx3- und Isl1-Proteinen. CLIM-Proteine sind, als Adaptoren, somit ma3geblich an der
Stabilisierung von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren beteiligt. Eine E3-Ubiquitin-Ligase,
welche die Polyubiquitinierung von Lhx3 und somit Degradation vermittelt, ist bisher nicht
identifiziert worden. Diese Ergebnisse weisen daher darauf hin, dass es zu einer
konkurrierenden Bindung von CLIM-Proteinen und einer bisher unbekannten E3-Ubiquitin-
Ligase, an LIM-Domidnen von Lhx3 kommt. Hierbei kann zurzeit allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass die CLIM-Lhx3-Interaktion zu einer Konformationsinderung
von Lhx3-Proteinen flihrt und es hierdurch zu einem Schutz vor proteasomalen Abbau kommt.
Eine potentielle E3-Ligase die den proteasomalen Abbau des Transkriptionsfaktors Isll
vermittelt, konnte erst kiirzlich in Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen) identifiziert werden.
Hierbei vermittelt Fbxo25 als multimere RINGfinger-E3-Ligase, ebenfalls die spezifische
Ubiquitinierung  eines  weiteren in  Kardiomyozyten  exprimierten  LIM-HD-
Transkriptionsfaktors, dem Nkx2-5, (Jang et al., 2011). Ob Fbxo25 fiahig ist die
Ubiquitinierung von Lhx3 in neuronalen Zellen zu vermitteln, ist nicht bekannt und bedarf

daher weiterer Untersuchungen. Somit steuert die Ubiquitin vermittelte Degradation von
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Proteinen innerhalb des LIM-HD-Netzwerkes selektiv die Expression spezifischer Zielgene.
Wie wichtig die entsprechenden zelluldren Proteinkonzentrationen einzelner Mitglieder dieses
Netzwerkes fiir die Formation multimerer Transkriptionskomplexe sind, konnten Lee und
Kollegen aufzeigen. So ist Lhx3 beispielsweise fahig, in Abwesenheit des
Transkriptionsfaktors Isl1, mit CLIM Kofaktoren einen tetrameren Komplex (2x Lhx3, 2x
CLIM) einzugehen, um gezielt die Expression von Genen zu steuern, die fir die
Differenzierung von V2-Interneuronen aus embryonalen Stammzellen im Neuralrohr von
Hiithnerembryonen essentiell sind (Lee ef al., 2011). Wird allerdings zusitzlich Isl1 exprimiert,
so entsteht ein Hexamer-Komplex (2x Lhx3, 2x CLIM, 2x Isll), der spezifisch die
Transkription von Genen aktiviert, welche fiir die Differenzierung von Motorneuronen aus
embryonalen Stammzellen essentiell sind aber gleichzeitig jene Gene reprimiert, welche zur
Differenzierung in V2-Interneurone essentiell sind (Lee et al., 2011). Diese Ergebnisse waren
das Resultat einer gezielten Uberexpression eines Isl1-Lhx3 Fusionsgens, also die gesteuerte
Expression beider Proteine in einem Mengenverhiltnis von 1:1. Der Versuch beide Gene in
embryonalen Stammzellen zu ko-exprimieren, resultierte in einer Mischpopulation aus
sowohl V2-Interneuronen als auch Motorneuronen. Die Autoren konnten somit aufzeigen,
dass die Stochiometrie vorhandener LIM-HD-Transkriptionsfaktoren entscheidend fiir deren
biologische Aktivitit wihrend der embryonalen Entwicklung ist. Hierbei gilt es noch zu
erwihnen, dass diese Stochiometrie durch die Expression der RLIM-E3-Ligase, welche den
proteasomalen Abbau der CLIM Kofaktoren vermittelt, beeinflusst werden konnte. Einen
moglichen Einfluss von RLIM auf die Lhx3-Isl1 induzierte Differenzierung aus embryonalen
Stammzellen, wurde allerdings im Rahmen dieser Studie nicht untersucht. Je nach zelluldrem
Kontext hdngt es also davon ab, mit welchem Partnerprotein Lhx3 einen Komplex bildet. In
diesem Zusammenhang konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Ko-Expression von CLIM
Kofaktoren und somit der erfolgreiche Aufbau eines Hexamer-Transkriptionskomplexes
essentiell fiir die Differenzierung in Motorneuronen aus embryonalen Stammzellen ist (Lee et
al.,2011). Die Autoren beschreiben in ihrer Studie ebenfalls eine neue elegante Methode, um
aus embryonalen Stammzellen entsprechende Motorneuronen-Populationen differenzieren zu
konnen. Des Weiteren ist die ektopisch gesteuerte Differenzierung von Stammzellen zu
Motorneuronen mittels Uberexpression entsprechender Transkriptionsfaktoren, im Vergleich
zum nativen durch Retinsdure induzierten Differenzierungsprozess, mit einem entscheidenden
zeitlichen Vorteil verbunden. Ahnliche Ergebnisse konnten zeitnah ebenfalls in induzierten

pluripotenten Stammzellen reproduziert werden (Hester et al., 2011).
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Fazit:
Ubiquitin-Ligase X CLIM Kofaktoren binden LIM-Doménen
und modulieren einerseits die Aktivitat
von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren,
andererseits beschiitzen sie so LIM-HD-
Transkriptionsfaktoren vor proteasomalem
Abbau. In der Regulation der Gen-
expression spielt selektive ubiquitin-
abhéngige Degradation eine wichtige
Rolle.

IV.2 Die LIM-Domiine stellt eine Instabilititsdomiine dar
Das hier untersuchte LIM-Proteinnetzwerk besteht aus den LIM-Homdodoménen-
Transkriptionsfaktoren, sowie deren Kofaktorfamilien CLIM, RLIM und SSDPI. Die
zellulire Konnektivitdt dieser Proteine wird durch das Vorhandensein der LIM-Doméne
erreicht. Identifiziert worden ist die LIM-Doméne erst vor ca. 20 Jahren und obwohl der
strukturelle Aufbau der LIM-Doméine der Zink-finger-Domidne von Transkriptionsfaktoren
sehr dhnlich ist, konnten ihr als ein Proteinmotiv bis heute nur Funktionen als Protein-Protein
Interaktionsdomine zugeschrieben werden (Freyd et al., 1990; Schmeichel et al., 1994; Bhati
et al., 2008). Das evolutive Vorkommen von LIM-Dominen in ausschlieBlich hoheren
Organismen, den FEukaryoten, weist daher auf wichtige Funktionen in komplexeren
Organismen hin. Hierbei konnen humane LIM-Proteinfamilien, 1-5 LIM-Domaénen enthalten,
die entweder N-terminal, zentral oder C-terminal lokalisiert sind. In Vertebraten wie
Drosophila oder C. elegans wird zwar der gleiche Satz von LIM-Proteinen exprimiert, jedoch
in weitaus geringeren Konzentrationen. Hierbei sind LIM-Proteine in unterschiedlichen
Kompartimenten, wie Zytoplasma und Nukleus, lokalisiert und weisen daher unterschiedliche
Funktionen innerhalb der Zelle auf. Zytoplasmatische LIM-Proteine werden mit der Dynamik
des Aktin-Zytoskeletts in Verbindung gebracht. Hierbei interagieren sie entweder direkt oder
indirekt mit Aktin und reagieren so auf Signale, welche mit einer Umstrukturierung bzw.
Dynamik des Zytoskeletts einhergehen. Hierbei spielen vor allem Mitglieder der Zyxin- und
LIM-Kinase-Familien eine wichtige Rolle (Cattaruzza et al., 2004; Tursun et al., 2006; Po'uha
et al., 2010). Fiir andere zytoplasmatische LIM-Proteine konnte gezeigt werden, dass sie als
sog. Shuttle-Proteine zwischen beiden Kompartimenten wechseln kdnnen (Dong et al., 2009).
Den nukledren LIM-Proteinen, konnte bisher nur eine klare funktionelle Rolle in der
Genexpression bzw. Transkription zugeschrieben werden, obwohl der LIM-Doméne selbst

keine direkte DNA-Interaktion nachgewiesen werden konnte. Interessanterweise besteht eine
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auffillige strukturelle Ahnlichkeit zwischen der LIM-Domine und der DNA-Bindedomine
(Zink-finger-Domédne) von GATA- oder hormonabhéngigen-Transkriptionsfaktoren (Steroid-
Rezeptoren). Im Nukleus spielen vor allem Mitglieder der Lhx- und Isl- (insulin gene
enhancer binding protein) Familien eine entscheidende Rolle in der Genexpression, welche
embryonale Entwicklung steuern. Bereits 1994 konnten Schmeichel und Kollegen zeigen,
dass die LIM-Doméne eine Protein-Protein Interaktionsdoméine darstellt. (Schmeichel et al.,
1994).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der LIM-Homdodoménen Transkriptionsfaktor
Lhx3 malgeblich an der Organogenese der Hypophyse beteiligt ist. Hierbei steuert er
wihrend der embryonalen Entwicklung, die Differenzierung und Proliferation von
hormonproduzierenden Zellen der Hypophyse (Sheng et al., 1996; Reynaud et al., 2011).
Weiterhin konnten Netchine und Kollegen zeigen, dass eine missense Mutation im Lhx3 Gen,
fiir das Syndrom ,,Hypophysenhormon-Defizienz* (combined pituitary hormon deficiency -
CPHD) verantwortlich ist. Hierbei zeigte sich, dass eine Punktmutation (Y111C) in der LIM2
Domaéne dazu fiihrt, dass die Hypophyse wichtige entwicklungsrelevante Hormone nicht mehr
sezernieren kann. Das Fehlen dieser Hormone fiihrt in betroffenen Patienten zu einer
Wachstumsretardierung, welche in einen Kleinwuchs miindet, zu psychomotorischer
Retardierung, Horverlust und zu einer verspiteten Pubertdt (Netchine et al., 2000). Eine
weitere Mutation im Lhx3 Gen konnte ebenfalls in der fiir die Homoo-(DNA)-Bindedoméne
kodierenden Gensequenz identifiziert werden. Diese Mutation fiihrt, aufgrund eines neuen
Stop-Codons (W224ter), zu einem frithzeitigen Abbruch der Transkription des Lhx3 Gens
(Kristrom et al., 2008). Eine weitere missense Mutation im Lhx4 Gen (P366T), konnte
ebenfalls identifiziert werden und fiihrt zu einem &hnlichen Phantotyp wie er bereits fiir das
mutierte Lhx3 Gen beschrieben wurde (Tajima et al., 2007). Diese identifizierte Mutation
betrifft einen einzigen Aminosdurenaustausch, welche fiir den Aufbau der LIM-Domine-4
bzw. der Zink-finger-Doméne essentiell ist. Die Autoren konnten aufzeigen, dass diese
Mutation mit einer stark verminderten Interaktion mit dessen Kofaktor CLIM einhergeht und
eine Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Isl1 ausbleibt (Bhati et al., 2012). So scheint es,
dass ein unvollstindiger Aufbau der LIM-Domine, schwerwiegende Konsequenzen fiir die
Zelle mit sich bringt und unterstreicht daher die Wichtigkeit der LIM-Doméne, besonders
wihrend der embryonalen Entwicklung. Der LIM-Doméne konnten bisher sowohl negative
als auch positive Funktionen zugeschrieben werden. So konnte von Sanchezgarcia und
Kollegen gezeigt werden, dass das Vorhandensein der LIM-Doménen im LIM-HD-

Transkriptionsfaktor Isl1 mit einer verminderten DNA-Bindung verbunden ist. Hier wurden
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DNA-Bindungsstudien unter der Verwendung von Isll LIM-Domaéinen-Deletionsmutanten
und deren direkter Vergleich zu Wildtyp Isl1 durchgefiihrt. Wéhrend die Deletionsmutanten
in der Lage waren optimal die Kernsequenz von TATA-Boxen zu binden, waren Wildtyp Isl1
Proteine nicht fahig mit dieser Kernsequenz zu interagieren. Neben diesen ersten Hinweisen
einer funktionellen Rolle der LIM-Domine in der DNA-Bindung, konnte der LIM-Doméne
auch eine essentielle Funktion in der transkriptionellen Regulation von Zielgenen
zugeschrieben werden. Es zeigte sich, dass die Stimulation der Transkription von Zielgenen
durch Wildtyp Isll entscheidend geringer ist, als die von Isl1-LIM-Deletionsmutanten,
obwohl beide Proteine exakt die gleiche Aktivierungsdoméne vorwiesen (Sanchezgarcia et al.,
1993). Eine Mutation der LIM-Doméne fiihrt in diesem Fall zu einer verstiarkten Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors Isl1 und folglich zur gesteigerten Transkription von Zielgenen. Somit
scheint die strukturelle Integration der LIM-Domine fiir die biologische Aktivitidt von LIM-
HD-Transkriptionsfaktoren von groBer Bedeutung zu sein. Des Weiteren konnte aufgezeigt
werden, dass Isll im Komplex mit dem Transkriptionsfaktor BETA2 synergistisch die
Transkription des Insulin Gens in B-Zellen der Bauchspeicheldriise aktiviert. Die Autoren
konnten weiterhin aufzeigen, dass die gezielte Mutagenese der Isl1 LIM-Doméne-1, mit einer
reduzierten synergistischen Aktivierung des Insulin Gens verbunden ist, wéhrend die Deletion
beider Isll LIM-Doménen zu einer deutlich gesteigerten Transaktivierung des Insulin Gens
fiihrt (Zhang et al., 2009).

Weitere Faktoren welche die Aktivitdt von Isll zusitzlich beeinflussen kénnten, sind die
proteolytische Abspaltung der DNA-bindenden Domidne von der LIM-Doméne oder das
zelluldre Vorhandensein regulatorischer Kofaktoren die in der Lage sind, LIM-Doménen zu
binden und hierdurch die inhibitorische Funktion der LIM-Doméne wieder aufzuheben
(Zhang et al., 2009). In diesem Zusammenhang wurden ebenfalls Protein-Konformations-
anderungen und deren Auswirkung auf die Aktivitét/Inhibition der DNA-Bindung und/oder
Transkription diskutiert (Taira et al., 1994; Bach et al., 1997; Zhang et al., 2009). Im Rahmen
von Untersuchungen zur Differenzierung von Motorneuronen aus embryonalen Stammzellen
konnte gezeigt werden, dass die LIM-Doméne im Lhx3 Protein hierfiir essentiell ist, da im
Falle einer LIM-Dominen-Deletion, die Differenzierung zu Motorneuronen komplett
unterbunden wird (Lee et al., 2011).

Eine weitere Gruppe von Proteinen mit LIM-Doménen stellen die LMO-Proteine (LIM only-)
dar. Sie ist die bislang kleinste Gruppe innerhalb der LIM-Proteine (LMO 1-4) und hat als
gemeinsames Merkmal eine recht dhnliche Anordnung der beiden tandemartigen LIM-

Domidnen und einige wenige kurze Sequenzen ausserhalb der LIM-Dominen, deren
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Funktionen aber bislang nicht bekannt sind (Matthews et al., 2013). Die LMO-Proteine sind
primdr im Zellkern lokalisiert und nehmen dort an Transkriptionsereignissen teil, indem sie
direkt mittels LIM-Domédne mit LIM-HD- oder anderen Transkriptionsfaktoren wie
beispielsweise GATA-1, TALI oder E2A interagieren und gemeinsam Zellidentitit,
Differenzierung und embryonale Entwicklung steuern. Sie vermitteln den Aufbau von
Multiproteinkomplexen wodurch sie maligeblich die Transaktivierung/Repression
entsprechender Zielgene beeinflussen kdnnen, ohne dabei direkt mit DNA zu wechselwirken.
In allen bislang beschriebenen Féllen einer Deregulation der LMO-Proteine, kommt es zur
Tumorgenese. Im transgenen Tiermodell fiihrt beispielsweise die gezielte Uberexpression von
LMOI und 2 im Thymus von Méusen, zur Transformation von T-Zellen (Fisch ef al., 1992).
Auch weisen mehr als 50% der T-Zell-Leukiimien eine LMO1 und LMO2 Uberexpression auf,
die zu einer gesteigerten Proliferation der Zellen fiihrt (Larson ef al., 1996; Matthews et al.,
2013). Des Weiteren konnte LMO3 in Neuroblastom-Zellen als hdufig iiberexprimiert
identifiziert werden. Hier vermittelt das Onkogen LMO3, gemeinsam im Komplex mit dem
basischen Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktor HEN2, Zellwachstum in vitro und im
Tumormausmodell in vivo. Ausserdem scheint die Ko-Expression beider Proteine mit einer
schlechten Prognose verbunden zu sein, so dass diese Patienten statistisch frither versterben,
als jene in denen keine Uberexpression vorgefunden werden konnte (Aoyama et al., 2005).
LMO4 ist dagegen statistisch hdufig in Brustkrebszellen {iberexprimiert. Die gezielte
transgene LMO4 Uberexpression in der Brustdriise von Miusen, fiihrt zur Hyperplasie und
Transformation des Gewebes. Die Folge ist ein gesteigertes Zellwachstum. Auch konnte von
Montafiez-Wiscovich und Kollegen gezeigt werden, dass LMO4 ein Zielgen des aktivierten
ErbB2/HER?2 Signalweges darstellt und hohe LMO4-Expressionsraten den Zellzyklus positiv
beeinflussen (Montafiez-Wiscovich et al., 2009). Dieser Signalweg ist ebenfalls statistisch
hdufig in Brustkrebszellen konstitutiv aktiviert und stellt als eines der wenigen
therapeutischen Zielproteine, eine Hoffnung fiir Brustkrebspatienten dar. Ahnlich wie LMO3,
scheinen auch hier die Patienten mit erhohter LMO4 Expression eine schlechte Prognose zu
haben. Dariiber hinaus beeinflusst eine LMO4 Uberexpression die Differenzierung von
Brustepithelzellen negativ (Visvader ef al., 2001; Matthews et al., 2013).

Da es in allen Fillen einer Deregulation der LMO-Proteine zur Tumorgenese kommt, werden
LMO-Proteine auch als neue therapeutische Zielmolekiile bei der Bekdmpfung von Krebs
diskutiert (Matthews et al., 2013). Da in LMO-Proteinen ausser den LIM-Doménen, keine
weiteren bekannten Dominen vorhanden sind, liegt die Vermutung nahe, dass der Einfluss

von LMO-Proteinen auf die Tumorgenese, primir auf das Vorhandensein der LIM-Doméne
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zuriickzufiihren ist. Molekularbiologische Untersuchungen in Form von LIM-Doménen
Interaktionsanalysen sind prinzipiell schwierig durchzufiihren, da die rekombinante
Expression der LIM-Domine dazu tendiert unldslich zu sein und ausserdem eine starke
Tendenz zur Aggregation aufzeigt (Matthews ef al., 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die LIM-Domine einen ganz
entscheidenden Einfluss auf die Stabilitdt des Lhx3-Proteins hat. Wahrend das ektopisch
tiberexprimierte Lhx3-Protein (volle Lénge) in Zebrafischen iiber einen untersuchten
Zeitraum von 24 Stunden instabil und nicht mehr detektierbar ist, fithrt der Einsatz von Lhx3-
Deletionsmutanten, denen beide LIM-Doménen fehlen, zu einem stabilen und detektierbaren
Lhx3-Protein. Bestitigt wurden diese Experimente ebenfalls fiir Isl1, ein weiteres Mitglied
der LIM-HD-Transkriptionsfaktorenfamilie. Diese Ergebnisse weisen Hinweise auf, dass
LIM-Doménen bzw. Protein-Protein Interaktionen entscheidend fiir die Stabilitdt und somit
Funktionalitdt von LIM-HD Proteinen sind. Weiterhin steht diese Beobachtung im Einklang
mit den Ergebnissen, welche durch Uberexpressions-Experimente des DN-CLIM Molekiils
gezeigt werden konnten. Es scheint, dass die Interaktion der LIM-Doméne mit dem Kofaktor
CLIM, die Proteinstabilitdt des gesamten Lhx3-Proteins beeinflusst und LIM-HD-Proteine
vor proteasomalen Abbau durch das 26S-Proteasom protektiert werden. Somit haben,
abhidngig vom Zelltyp, zelluldr vorliegende CLIM-Proteinkonzentrationen vermutlich einen
entscheidenden FEinfluss auf die Stabilitdit bzw. Aktivitit diverser LIM-HD-

Transkriptionsfaktoren.

Fazit:

Die LIM-Doméne stellt eine Instabilitdtsdoméne in LIM-HD-Proteinen dar. Die Maskierung dieser
Doméne, mittels Bindung von CLIM, bewirkt eine Stabilisierung von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren.
Steuerung der Genexpression durch Protein-Protein Interaktionen.

IV.3 Die CLIM-LCCD Domiéine und ihre Funktion
Der Begriff der LCCD Domine (Ldb/Chip conserved domain) wurde aufgrund einer
Interaktion von Mitgliedern der SSDP-Familie mit Chip-Proteinen gepréigt (van Meyel et al.,
2003). Chip-Proteine stellen ein CLIM-Homolog in Drosophila dar und interagieren mit dem
Transkriptionsfaktor Apterous, um die Fliigelentwicklung zu regulieren (Agulnick et al., 1996;
Bronstein et al., 2010). Weiterhin wurde der Aminosdurenbereich 387-435 des Chip-Proteins
als spezifische Doméne der SSDP1-Chip Interaktion identifiziert. In silico Analysen zeigen
eine 94%-ige Homologie zum Aminosdurenbereich 201-249 des CLIM-Proteins in Sdugern.
Des Weiteren konnte das Vorhandensein dieser Domine auch in Pflanzen nachgewiesen

werden (van Nocker und Ludwig, 2003). Innerhalb der LCCD Doméne konnten 10
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spezifische Aminosduren (214-223) als SSDP1 Interaktionsdoméne identifiziert werden (van
Meyel et al., 2003). Im Laufe dieser Arbeit konnte die CLIM-LCCD Doméne als eine weitere
Instabilititsdomine identifiziert werden. Wihrend die ektopische Uberexpression von CLIM-
LCCD-Deletionsmutanten in Zebrafischen in hoheren Protein-Stabilititen resultierte, zeigten
Wildtyp CLIM-Proteine deutlich geringere Protein-Stabilititen und waren nach 24 Stunden
nicht mehr detektierbar. Auch die hohe Konservierung dieser Doméne im Laufe der Evolution,
weist vermutlich auf eine wichtige Rolle der CLIM-SSDP1 Interaktion hin. Weitere wichtige
Funktionen der LCCD Domine sollen weiter unten im Zusammenhang mit SSDP1 diskutiert

werden.

IV.4 Die Rolle von SSDP1 im LIM-HD-Transkriptionsnetzwerk

SSDP- bzw. SSBP-Proteine (single strand DNA binding protein) sind erstmals aufgrund von
Wechselwirkungen mit dem Kollagen 2a Promotor in Fibroblasten von Hiithner-Embryonen
beschrieben worden. Es zeigte sich, dass SSDP-Proteine mit einer viel hoheren Affinitét
einzelstringige pyrimidinreiche DNA Sequenzen binden, als doppelstrdngige Sequenzen
(Bayarsaihan et al., 1998). Im Vorwege dieser Arbeit konnte, sowohl in unserem Labor als
auch in anderen Arbeitsgruppen, SSDP1 als neuer Interaktionspartner von CLIM identifiziert
werden (Chen et al., 2002, van Meyel et al., 2003; Bronstein et al., 2010). Hierbei zeigte sich,
dass SSDP1 ein weiteres neues Mitglied des LIM-HD Transkriptionsnetzwerkes darstellt.
Wie essentiell SSDP-Proteine fiir die embryonale Entwicklung von Sdugern sind, konnten
SSDP1”" knockout Miuse aufzeigen. Diese Miuse zeigen die gleichen gravierenden
Phinotypen, wie sie bereits fiir CLIM2"" knockout Miuse beschrieben worden sind. Die
Maiuse weisen enorme embryonale Entwicklungsstorungen auf, welche ebenfalls zur friihen
Letalitét fiihren (E9.5). Verbunden ist diese Letalitit mit einer abnormen Entwicklung bzw.
Verlust von Kopfstrukturen. Ausserdem zeigten sich massive Knochen-Deformationen am
Brustkorb, Rippen und Schwanz (Enkhmandakh et al., 2006).

Die SSDP1 Proteinsequenz weist bisher zwei identifizierte und wenig charakterisierte
Proteindominen auf. Die N-terminale FORWARD- bzw. LUFS-Domine beinhaltet die
CLIM-LCCD Interaktionsdoméne, wahrend die C-terminal lokalisierte proline rich Doméne
scheinbar transkriptionsfordernde Funktionen in vitro besitzt (Wu et al., 20006).
Phylogenetische Untersuchungen weisen eine hoch konservierte Proteinsequenz zwischen
Pflanzen, Invertebraten und Sdugern auf. Damit ist die Verbindung zwischen SSDP1- und den
CLIM-Proteinen die wohl &lteste evolutionér entstandene Verbindung zwischen den Proteinen

innerhalb des LIM-Proteinnetzwerks. Da in entsprechenden knockout Midusen nur N-
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terminale SSDP1-Deletionen zum selbigen Phénotyp wie in den CLIM2"" knockout Miusen
fiihren (Enkhmandakh et al., 2006), wurde im Zusammenhang dieser Arbeit die Bedeutung
der LUFS-Domaéne und ihre Funktion im LIM-HD-Proteinnetzwerk nédher analysiert.

Es stellte sich heraus, dass SSDP1-Proteine in LIM-HD-Multiproteinkomplexen zum
Zielgenpromotor des aGSU Gens rekrutiert werden und mittels direkter N-SSDP1-CLIM
Interaktion, in der Formation von SSDPI1-CLIM-Lhx3-Multiproteinkomplexen eine
essentielle Rolle spielen. Da Proteinkonzentrationen von CLIM und Lhx3 iiber das 26S-
Proteasom reguliert werden, konnten Bindungsstudien mit SSDP1 zeigen, dass die SSDP1-
CLIM Interaktion zu einer Inhibition von Ubiquitinierungsreaktionen an CLIM fiihrt. Als ein
weiterer Kofaktor des LIM-HD-Proteinnetzwerkes konnte das RLIM-Protein bereits als
Ubiquitin-Ligase identifiziert werden, welches die Ubiquitnierung und proteasomalen Abbau
von CLIM-Proteinen einleitet (Ostendorff ez al., 2002). Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass sowohl RLIM als auch SSDPI1, mit der Aminoséurensequenz 214-219
(innerhalb der LCCD-Doméne) des murinen CLIM spezifisch interagieren konnen. Dariiber
hinaus fiihrt die ektopisch iiberexprimierte SSDP1-LUFS Doméne zu einer kompetitiven
Bindung der CLIM-RLIM Interaktion in vitro und in vivo. Die Folge der SSDP1-CLIM
Interaktion ist die Stabilisierung von CLIM in vivo, da die CLIM-LCCD Domine fiir RLIM
nicht mehr zugidngig ist wund folglich CLIM-Proteine nicht mehr fiir
Ubiquitinierungsreaktionen zur Vefiigung stehen.

Wihrend die CLIM-Lhx3 Interaktion zu einer in vivo Stabilisierung von Lhx3 fiihrt, hat die
SSDP1-CLIM Interaktion direkt zur Folge, dass CLIM stabilisiert wird und indirekt zur Folge,
dass ebenfalls Lhx3 stabilisiert wird. Der stabile Aufbau eines SSDP1-CLIM-Lhx3
Proteinkomplexes auf Zielgenpromotoren wie beispielsweise von oGSU, wird somit
unmittelbar durch spezifische Protein-Protein Interaktionen gesteuert. Hierbei héngt der
Aufbau des Komplexes und somit die erfolgreiche Transkription von Zielgenen scheinbar
davon ab, in welcher Konzentration bzw. Stochiometrie die zelluliren SSDP1-, CLIM- und
Lhx3-Proteine vorliegen. Die Balance dieser Proteine wird zelluldr durch proteasomalen
Abbau reguliert. Hier konnen jedoch nur diejenigen Proteine abgebaut werden, welche als
Monomer vorliegen und somit flir Ubiquitinierungsreaktionen frei verfiigbar sind.
Offensichtlich spielen innerhalb des LIM-HD-Proteinnetzwerkes hierarchische Protein-
Interaktionen eine entscheidende Rolle im Schutz vor proteasomalen Abbau. Das evolutive
Vorkommen dieser Interaktionsdomidnen in Proteinen des LIM-HD-Netzwerkes, ist ein
Beispiel fiir die Integration der in der Aminosduresequenz kodierten Informationen fiir

entweder eine funktionelle, oder fiir eine nicht-funktionelle zellulire Wirksamkeit. Die
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maximale Aktivitdt dieser Proteine wird malBigeblich durch Maskierung(en) von instabilen
Proteindominen mittels Protein-Protein Interaktion erreicht. Die LIM-Doméne stellt beim
Aufbau von Multiproteinkomplexen die Basis dar und beeinflusst einerseits die Rekrutierung
von CLIM Kofaktoren, andererseits die Aktivitit des gesamten Multiproteinkomplexes und
folglich die Genexpression (Giingor et al., 2007).

Ahnliche FErgebnisse konnten parallel zu dieser Arbeit, von Xu und Kollegen in
hidmatopoetischen Zellen aufgezeigt werden (Xu ef al., 2007). Die Autoren konnten aufzeigen,
dass SSDP-Proteine integrale Komponenten des Multiprotein-Transkriptionskomplexes,
bestehend aus TAL1, GATA1, CLIM und LMO?2, auf dem B-Globin Zielgenpromotor sind
und transkriptionsfordernde Eigenschaften mit sich bringen. Wihrend die RNAi-induzierte
Herunterregulation von SSDP-Proteinen in einer geringeren Reportergen-Aktivitdt resultierte,
fiihrte die SSDP-Uberexpression zu einer dosisabhéingigen Transaktivierung des Reportergens,
welche von einer CLIM Ko-Expression abzuhidngen scheint. Interessanterweise resultiert die
Ko-Expression beider Proteine in einer verstirkten CLIM-Aktivitdt, obwohl die alleinige
CLIM2-Uberexpression die Reportergen-Aktivitit inhibitorisch beeinflusst. Dariiber hinaus
fiihrt diese Interaktion zur Protektion von CLIM vor proteasomalen Abbau durch RLIM (Xu
et al., 2007). Da die SSDP-Uberexpression zu einer dosisabhiingigen Aktivierung von CLIM-
Proteinen fiihrte, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass SSDP-Proteine de-
ubiquitinierende  Eigenschaften = bzw.  Aktivititen besitzen. In  entsprechenden
Interaktionsexperimenten konnte diese Vermutung allerdings ausgeschlossen werden. SSDP-
Proteine beeinflussen somit mittels CLIM-Interaktion positiv die Transaktivierung von
Zielgenen wihrend der Himatopoese in vitro.

Erst kiirzlich konnte eine Relevanz der SSDP-CLIM-LIM-HD-Protein-Interaktion ebenfalls in
vivo aufgezeigt werden (Zhong et al., 2011). Unter Verwendung des Zebrafisch-Systems
konnten Zhong und Kollegen aufzeigen, dass die Expression von SSDP Kofaktoren (SSDP1a
und SSDP1b), speziell SSDP1b, mit der von CLIM Kofaktoren wéhrend der friihen
neuronalen Entwicklung tiberlappt. Die hohen Sequenzhomologien zwischen Zebrafisch und
Maus SSDP-Proteinen, lieen ein dhnliches Expressionsmuster wie bereits fiir CLIM gezeigt
erwarten. Besonders hohe SSDP- und CLIM-Expressionen konnten demnach sowohl in sog.
Rohon-Beard- als auch Trigeminal-Neuronen detektiert werden, wéhrend deren Expressionen
in Motorneuronen deutlich geringer ausfiel. Welche funktionalen Konsequenzen ein CLIM
knockout bzw. die ektopische DN-CLIM Uberexpression fiir die neuronale Zebrafisch
Entwicklung hat, konnte bereits aufgezeigt werden (Becker et al., 2002). So fiihrt die

Uberexpression von dominant-negativen CLIM-Proteinen zu augenlosen Zebrafisch-
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Embryonen, eine in ihrem Aufbau gestérte Grenzschicht zwischen Stamm- und Hinterhirn
und eine fehlende Differenzierung sog. Mauthner Neurone im Hinterhirn (Becker et al., 2002).
Um einen moglichen Einfluss von SSDP-Proteinen fiir die Zebrafisch-Entwicklung aufzeigen
zu konnen, haben die Autoren den N-terminalen Proteinbereich von SSDP1b, welcher fiir die
CLIM-Interaktionsdoméne kodiert, ektopisch in Zebrafisch-Embryonen iiberexprimiert.
Interessanterweise beobachteten die Autoren, dass die AugengroBle der Embryonen deutlich
kleiner ausfiel als die von kontrollinjizierten Zebrafischen. Somit scheint dieser Effekt
weniger dramatisch zu sein, da es im Falle einer Uberexpression von DN-CLIM zum
kompletten Verlust der Augen kommt. In Bezug auf die embryonale Entwicklung der
Grenzschicht zwischen Stamm- und Hinterhirn, konnte ebenfalls ein dhnlicher Phanotyp
aufgezeigt werden, wie er bereits fiir DN-CLIM beschrieben wurde. So hat die ektopische N-
SSDP-Uberexpression einen negativen Einfluss auf die Entwicklung der Grenzschicht
zwischen Stamm- und Hinterhirn in Zebrafischen. In weiteren Analysen, welche sich mit der
Hinterhirn-Entwicklung beschéftigten, konnte aufgezeigt werden das iiberexprimiertes N-
SSDP-Protein keinen Einfluss auf die Differenzierung sog. Mauthner-Neurone hat, wihrend
eine DN-CLIM Uberexpression die Differenzierung dieser Neuronen komplett negativ
beeinflusste. Auch die mittels N-SSDP-Proteinen vermittelte CLIM-Interaktion und somit
Stabilisierung von CLIM-Proteinen, konnte als Ergebnis dieser Arbeit aufgezeigt werden.
Auch hier hypothetisieren die Autoren, dass geringste Abweichungen in der Stochiometrie
zellularer CLIM-LIM-HD-Proteinkonzentrationen, einen entscheidenden Einfluss auf die
Genexpression bzw. embryonale Entwicklung haben. Beeinflusst werden CLIM-LIM-HD-
Proteinkonzentrationen somit einerseits durch die Ko-Expression von SSDP-Proteinen,
andererseits durch die Ko-Expression von RLIM, welche den proteasomalen Abbau von
CLIM-Proteinen vermittelt.

Dariiber hinaus konnte in Pflanzen das Protein LEUNIG identifiziert werden, welches sehr
dhnliche strukturelle Eigenschaften besitzt wie sie fliir das SSDP1-Protein aus Vertebraten
beschrieben worden sind. Hier stellt die LUFS-Domine von LEUNIG-Proteinen die einzige
strukturelle Ahnlichkeit zur LUFS-Domine von SSDP1-Proteinen aus Vertebraten dar,
wihrend die {ibrige Proteinsequenz keinerlei strukturelle Homologien aufweist (Conner und
Liu, 2000). Spiter konnten Franks und Kollegen unter der Anwendung von
Interaktionsexperimenten, SEUSS-Proteine als Interaktionspartner von LEUNIG-Proteinen
identifizieren. Interessanterweise konnten in SEUSS-Proteinen dhnliche strukturelle Doméinen
identifiziert werden, wie sie bereits fiir CLIM-Proteine aufgezeigt worden sind (Franks et al.,

2002). So konnten in Pflanzen LEUNIG-Proteine als ein SSDP-Homolog und SEUSS-
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Proteine als ein CLIM-Homolog identifiziert werden. Interesanterweise stellen beide Proteine
in Pflanzen transkriptionelle Korepressoren dar und steuern die zeitlich begrenzte Expression
des AGAMOUS Gens wihrend der Bliitenentwicklung in planta (Sridhar et al., 2004;
Grigorova et al., 2011). Die erstaunliche Konservierung der Interaktion zwischen den LUFS-
Domaénen von SSDP- und LEUNIG-Proteinen und Sequenzen innerhalb der Chip/CLIM und
SEUSS Proteine von Pflanzen bis zu Vertebraten, ist ein Beispiel fiir eine uralte
transkriptionelle Regulationsfunktion, welche dann spiter in der Entwicklung noch durch
Hinzufiigen der LIM-Interaktionsdoméne bei den Chip/CLIM Proteinen und den damit

verbundenen LIM-HD Protein-Wechselwirkungen erweitert wurde.

SSDP1 Fazit:
Ublquiin.igase SSDP1-LUFS-Doménen binden CLIM-
LCCD-Doménen in LIM-HD-Multiprotein-
Komplexen und stabilisieren so den
Gesamtkomplex auf Zielgenpromotoren.
SSDP1-Proteine inhibieren eine CLIM-
RLIM Interaktion und regulieren so die
Genexpression von Lhx3 Zielgenen. Die
Kontrolle einer stabilen Formation von
LIM- HD - Multiproteinkomplexen  wird
durch  Protein-Protein Interaktionen
erreicht. Das 26S-Proteasom ist direkt
in  Vorgdngen der Genexpression
involviert.

IV.5 Die Expression von RLIM und CLIM2 in Brustzellen
Das Brustgewebe und entsprechende Zellen sind ein Zielorgan des hormonabhingigen
Transkriptionsfaktors ERa. Hier steuert dieser vor allem die Expression spezifischer Gene,
welche beispielsweise an der Differenzierung des Gewebes beteiligt sind und mit
strukturellen Verdnderungen der Brustdriise einhergehen. Sowohl RLIM als auch CLIM, sind
bisher nur im Kontext einer Expression in Hirnstrukturen ndher charakterisiert worden. Daher
hatte sich der zweite Teil dieser Arbeit mit der Analyse der Expression von RLIM und CLIM-
Proteinen im Brust(krebs)gewebe beschiftigt. Da im Brustgewebe ausschlieBlich eine
CLIM2-mRNA Expression detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurden in Projekt
II die CLIM Kofaktoren, als CLIM2 Kofaktoren benannt. Hierbei konnte durch die
Verwendung von immunhisto- und immunzytochemischen Analysen gezeigt werden, dass
RLIM und CLIM2 im Brustgewebe exprimiert und nukledr lokalisiert sind. Generell
unterliegt das Brustgewebe einer streng kontrollierten Proliferation und Differenzierung von

spezifischen Zellen. Da beide subzelluldren Vorgidnge im Brustgewebe mit der (verdnderten)
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Expression spezifischer Gene einhergehen, wurden mogliche Expressionsunterschiede der
RLIM- und CLIM2-Proteine in unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Brustgewebes
untersucht. Unabhdngig vom Menstruationszyklus einer jeden Frau, sind Differenzierungs-
vorginge des Brustgewebes wihrend einer Schwangerschaft und nach ihr zu beobachten.
Daher wurden fiir Expressionsstudien ebenfalls Maus-Kryoschnitte vom Brustgewebe
schwangerer und stillender Maéduse herangezogen. Als Vergleich dienten Kontroll-
Gewebeschnitte jungfraulicher Méduse. Die Analyse der Gewebeschnitte zeigte, dass beide
Proteine in allen untersuchten Stadien der Brustentwicklung stark und konstant im Nukleus
von Epithelzellen exprimiert sind. Hierbei fiel weiterhin auf, dass beide Proteine
ausschlieBlich in Zielzellen des Hormons Ostrogen exprimiert und mit ERo kolokalisiert
waren. Positive RLIM- und CLIM2-Féarbungen konnten vor allem in Epithelschichten von
Ausfiihrungsgéngen der Brustdriise (Ductus papillares) beobachtet werden. Im umgebenden
Stroma und Bindegewebe konnte hingegen keine Expression beobachtet werden.

Weitere immunzytochemische Farbungen in humanen Brustkrebszellen (MCF7), konnten
eine endogene nukledre Ko-Expression von ERa, RLIM und CLIM2 bestitigen.
Entsprechende Beobachtungen zu den Kolokalisationen der endogenen Proteine konnten auch
mit ektopisch iiberexprimierten Fusionsproteinen gemacht werden.

Erst kiirzlich konnte unser Labor neue und interessante Hinweise aufzeigen, dass eine RLIM-
Expression im normalen Brustgewebe bzw. in alveoldren Epithelzellen von Miusen essentiell
ist (Jiao et al., 2012). Um Hinweise iiber die spezifische Funktion von RLIM in der
Brustdriise zu bekommen, wurden Brustdriisen-spezifische RLIM knockout Méuse generiert
und charakterisiert. Diese Méause zeigen eine stark verdnderte Morphologie der alveoldren
Epithelzellen, also jene Zellen welche widhrend einer Schwangerschaft zu Milch-
produzierenden Zellen differenzieren und nach erfolgreichem Abstillen der Nachkommen
einem programmierten Zelltod unterliegen; ein Prozess der auch als Involution bezeichnet
wird (Sutherland et al., 2007). Die Entwicklung anderer Zellen in der Brustdriise wie
beispielsweise duktale Epithelzellen, blieben morphologisch unbeeinflusst und bestétigen eine
Zelltyp-spezifische Funktion von RLIM in alveoldren Epithelzellen der Brust. Weitere
Analysen zeigten, dass die mRNA-Konzentrationen von charakteristischen Milchproteinen
wie a-Casein, B-Casein und WAP (whey acidic protein) in den RLIM knockout Zellen
laktierender Mause, verglichen mit Wildtyp Zellen, deutlich reduziert sind. Die
ungeniigenden Mengen dieser essentiellen Milchproteine, haben erwarteter Weise einen
drastischen Einfluss auf das Fiittern bzw. Uberleben neugeborener Nachkommen. Weitere

molekulare Untersuchungen zeigten, dass es wihrend einer Schwangerschaft in RLIM
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knockout Méusen, zu einem verfrilhten Zelltod von RLIM knockout differenzierenden
alveoldren Epithelzellen kommt. Rescue-Experimente mittels Kultivierung primérer
Brustzellen aus RLIM knockout Maiausen und deren transiente ektopische RLIM-
Uberexpression, resultierte, verglichen mit Kontrolltransfektionen, in einem signifikanten
Anstieg lebender bzw. vitaler alveoldrer Epithelzellen in vitro. Somit konnte die RLIM
Expression als essentiell fiir das Uberleben von alveoldren Epithelzellen wihrend einer
Schwangerschaft in Mausen identifiziert werden. Um zu iberpriifen, ob RLIM
moglicherweise den Vorgang der Involution in der Brustdriise reguliert, wurden RLIM-
Proteinexpressionen im Brustdrisengewebe von jungfrdulichen, schwangeren und
laktierenden Mausen miteinander verglichen. Wahrend in jungfraulichen Mausen RLIM kaum
detektierbar ist, konnten erhohte RLIM-Proteinexpressionen vor allem in schwangeren und
laktierenden Maiusen detektiert werden. Letzteres konnte dadurch erkldrt werden, dass
alveoldre Epithelzellen durch eine Schwangerschaft induzierte Differenzierung des
Brustgewebes weiter expandieren. Um den Vorgang der Involution in Mdusen experimentell
zu induzieren, entzieht man der Mutter die Nachkommen. Interessanterweise konnte bereits 6
Stunden nach der induzierten Involution, eine deutlich geringere RLIM-Proteinexpression im
Brustgewebe detektiert werden, welche im Laufe der nichsten weiteren 6 Stunden zum fast
vollstindigen RLIM-Proteinverlust fiihrte. Der native Vorgang der Involution in der
Brustdriise von Méusen geht offensichtlich mit einer reduzierten RLIM-Proteinexpression
einher (Jiao et al., 2012). Da die Halbwertszeit des RLIM-Proteins relativ gering ist und
RLIM als E3-Ubiquitin-Ligase fahig zur Autoubiquinierung ist, ist es denkbar das die
Konzentrationsabnahme des RLIM-Proteins auf proteasomalem Abbau zuriickzufiihren ist.
Ob die verdnderten Genexpressionen der im Rahmen dieser Studie untersuchten
Milchproteine einen direkten oder indirekten Effekt eines RLIM knockout darstellen, ist
bisher unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. Da fiir RLIM mittlerweile gezeigt werden
konnte, dass es die Aktivitdt diverser Transkriptionsfaktoren sowohl férdern als auch
inhibieren kann, liegt die Vermutung nahe das RLIM befdhigt ist spezifische
Transkriptionsfaktoren und/oder transkriptionelle Koregulatoren in ihrer Funktion zu

beeinflussen und somit die Genexpression zu modulieren.

IV.6 Die Expression von CLIM2-Proteinen im Mammakarzinom
Die erst seit geraumer Zeit bestehende Verbindung von LIM-Proteinen und der Entwicklung
von Brustkrebs, sollte wihrend dieser Arbeit der Initiator fiir eine vertiefte Analyse von der

Beteiligung und Funktion von Proteinen des LIM-Netzwerkes in Brustkrebs (-zellen) sein.
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Hierbei wurden in erster Linie CLIM2-Proteine, als potenzielle Koregulatoren in
transkriptionellen Differenzierungsvorgingen des Brustgewebes untersucht. Visvader und
Kollegen konnten zeigen, dass LMO4- und CLIM2-Proteine als negative Regulatoren in
Differenzierungsvorgingen des Brustgewebes beteiligt sind. Fiir LMO4 konnten auBerdem
sehr hohe Expressionsraten statistisch hidufig in humanen Brusttumoren vorgefunden werden.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die ektopische Ko-Uberexpression von LMO4 und
CLIM2 zu einer Inhibition der Expression des B-Casein Gens, als ein Differenzierungsmarker
des Brustgewebes, fiihrt (Visvader et al., 2001). Diese Ergebnisse bestitigten eine parallel
durchgefiihrte Untersuchung in der LMO2, ein weiterer Vertreter des LIM-Proteinnetzwerkes,
und CLIM2 ebenfalls in Differenzierungsvorgéngen der Erythropoese negativ involviert sind
(Visvader et al., 1997, Wadman et al., 1997; Matthews et al., 2013). Welche exakten
molekularen Mechanismen hinter der Funktion von CLIM2-Proteinen fiir die Differenzierung
und/oder Brustkrebs stehen, sind noch weites gehend unbekannt. Jedoch konnten im Rahmen
dieser Arbeit neue Erkenntnisse iiber die Funktionsweise von CLIM2-Proteinen in Brust-
(krebs) Zellen gewonnen werden. So konnte mittels immunhistochemischer Farbung eines
Gewebe-Microarray von 1335 Brustkrebspatientinnen gezeigt werden, dass die CLIM?2-
Expression signifikant mit der Expression von ERa und PR (Progesteron-Rezeptor) in
primdren Brusttumoren korreliert. Beide Proteine sind prognostische Marker in Brustkrebs,
deren Expression generell mit gut differenzierten Tumoren und somit einem wenig
aggressiven Phinotyp korrelieren. Uberraschenderweise korreliert die Ko-Expression von
CLIM2, ERa und PR mit schlecht differenzierten Tumoren, welche generell mit einem
deutlich aggressiveren Phinotyp verbunden sind. So wiesen im Hinblick auf den
histologischen Grad der Tumore, 57% aller untersuchten ERa/PR positiven Tumore, eine
starke CLIM2-Expression auf. Des Weiteren konnte unter Bezugnahme des mitotischen
Indexes der analysierten Tumorproben, eine Korrelation der CLIM2-Expression und den
Mitoseraten beobachtet werden. Statistisch gesehen weisen die Félle unter den ERo/PR
positiven, die ein hoheres Grading und mehr Mitosen aufweisen, also schlechter differenziert
(G3) sind, eine starke Expression von CLIM2 auf. Im Normalfall korreliert der ERa. und PR
Status negativ zur Mitoserate, also ERa- und PR-Positivitét ist eigentlich eher in besser
differenzierten Tumoren (G1) vorzufinden. Interessanterweise konnten Montafiez-Wiscovich
und Kollegen ein sehr dhnliches Expressionsmuster fiir das LMO4-Protein in humanen
Brustkrebsgeweben identifizieren (Montafiez-Wiscovich et al., 2010). Daher scheint es, dass

sowohl hohe CLIM2- als auch LMO4-Proteinexpressionen, positiv mit der Mitoserate in
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Brustkrebszellen korellieren und die Zellteilung in transformierten Brustzellen positiv
beeinflussen. Von den hier untersuchten 1335 Tumorgewebeproben waren lediglich 2,5%
CLIM2 negativ. Auerdem konnte beobachtet werden, dass eine starke CLIM2-Expression
statistisch hdufiger in Tumoren der GréBen T2 und T3 vorzufinden ist. Somit scheint CLIM2
eine wichtige Rolle in der Progression des Mammakarzinoms einzunehmen. Dariiber hinaus
korreliert die CLIM2-Expression mit der von wichtigen prognostischen Markern in
Brustkrebs, wie beispielsweise den Transkriptionsfaktoren ERo und PR. Somit bestétigen
diese Befunde den bereits von Visvader und Kollegen beobachteten CLIM2-Phinotyp in
Brustkrebszellen, bei dem eine CLIM2-Uberexpression mit der Inhibition der Differenzierung
von Brustkrebszellen verbunden ist (Visvader et al., 2001; Matthews et al., 2013). Andere
veroffentlichte Daten zeigen, dass LMO4 und CLIM2 in der Regulation der Expression des
BMP7-Gens (bone morphogenic protein) involviert sind und gemeinsam im Komplex mit
HDAC2 (Histon Deacetylase), Zellproliferation und Apoptose in Brustepithelzellen
beeinflussen (Wang et al., 2007). Ob und in welchem Ausmal3 RLIM-Proteine in priméren
Brusttumoren exprimiert sind, muss in noch gegenwartigen Untersuchungen vollstindig
evaluiert werden.

Auch konnten CLIM2 Kofaktoren erst kiirzlich mit der Entstehung von Leberkrebs in
Verbindung gebracht werden (Teufel et al., 2010). Ein leberspezifischer CLIM2 knockout in
Maiusen fiihrte im chemisch induzierten Leberkarzinogenese-Model (DEN/Phenobarbital), zu
einer deutlich schnelleren Entwicklung von malignen Lisionen in der Leber aus denen sich
anschlieBend Lebertumore entwickelten, als in Wildtyp-Méusen. Eine spontane Entwicklung
von Lebertumoren, entziindlich verdndertes Parenchymgewebe oder morphologische
Verdanderungen von Leberzellen konnten nicht beobachtet werden. Allerdings proliferierten
die CLIM2 knockout Leberzellen offensichtlich deutlich schneller als die von Wildtyp-
Maiusen. Die Autoren fiihrten daher Genexpressionsanalysen durch und konnten vor allem als
ein stark liberexprimiertes Gen, das CyclinD1 identifizieren. Als Onkogen bekannt, fordert
CyclinD1 vor allem Zellwachstum und Differenzierung auch in vielen anderen
Tumorentititen (Musgrove et al., 2011). Ausserdem scheinen die CLIM2 knockout
Leberzellen, im Vergleich zum Wildtyp, deutlich resistenter gegeniiber einer Behandlung mit
dem Apoptose-induzierendem Anti-CD95 Antikdrper zu sein in vivo (Teufel et al., 2010). Es
wire daher interessant in der Zukunft zu iiberpriifen, welche Auswirkungen ein spezifischer

CLIM?2 knockout im Brustgewebe von Médusen auf eine mogliche Tumorgenese hat.
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Fazit:

In Brustkrebs korreliert eine CLIM2-Expression mit der von ERa und PR. Wéhrend ERa- und PR-
Positivitét in Brustkrebs generell mit gut differenzierten Tumoren korreliert, zeigt eine starke Ko-
Expression von CLIMZ2 eine statistische Signifikanz zu schlecht differenzierten ERo/PR positiven
Tumoren. Gewebe-Untersuchungen hinsichtlich einer Korrelation der RLIM-Expression und
Brustkrebs sind derzeit noch gegenwértig.

IV.7 RLIM und CLIM2: neue Interaktionspartner von ERa
in Brustkrebszellen

Die Adaptorfunktion welche CLIM2-Proteine in Multiproteinkomplexen ausiiben, sind
bislang lediglich im Kontext der neuronalen Entwicklung néher analysiert worden. Daher
hatte sich diese Arbeit auch mit der Analyse beschiftigt, neue transkriptionsregulierende
Interaktionspartner von RLIM und CLIM2-Proteinen in Brustkrebszellen zu identifizieren.
Als ein potentiell neuer Interaktionspartner konnte im Rahmen dieser Arbeit, mittels
Koimmunprézipitationen aus MCF7 Zelllysaten, ERa identifiziert werden. Des Weiteren
konnten diese Ergebnisse unter der Verwendung von Zelllysaten aus priméren
Patiententumoren und der Anwendung von Koimmunprézipitationen bestitigt werden. Der
Transkriptionsfaktor ERa interagiert sowohl mit RLIM als auch mit CLIM2 in vitro und in
vivo. Dariiber hinaus konnten spezifische Proteindoménen identifiziert werden, welche fiir die
jeweiligen Interaktionen essentiell sind. Bei nidherer Betrachtung der CLIM2-Sequenz stellte
sich heraus, dass innerhalb der CLIM2-LCCD Doméne (AS 209-214) eine kurze und hoch
konservierte Aminosdurensequenz vorhanden ist, welche in der Literatur als corepressor NR-
(CoRNR) Box (nuclear receptor box) oder nuclear receptor interaction domain (NID) bereits
beschrieben worden ist (Heery ef al., 1997; Hu und Lazar, 1999; Green et al., 2007). Dieses
kurze Bindemotiv beinhaltet die Aminosdurenabfolge LXX(L,I,V)L, wobei X jede beliebige
Aminosdure sein kann. Erstmalig beschrieben wurde dieses Bindemotiv im Zusammenhang
mit N-CoR-Proteinen (nuclear receptor corepressor) und deren Interaktion mit ERa. Hierbei
interagiert der Korepressor N-CoR mit der Ligandenbindungsdoméne von ERa und reprimiert,
mittels Kompetition essentieller Koaktivatoren, die ERo-abhidngige Transkription von
Zielgenen. Die Spezifitit einer NR-Box hinsichtlich der Bindung an verschiedene Kern-
Rezeptoren wird durch Aminoséuren entscheidend mitbestimmt, die carboxyterminal zum
Kernmotiv liegen (Mclnerney et al., 1998; Green et al., 2007). Dies konnte eine Erkldrung
dafiir sein, weshalb CLIM2 innerhalb der Kern-Rezeptoren-Familie, ausschlieBlich und
spezifisch mit ERa interagiert. Die Verwendung von CLIM2-Deletionsmutanten denen die
CoRNR-Box bzw. NID fehlt, zeigte in Interaktions-Analysen mit ERa eine Notwendigkeit

fiir erfolgreiche Wechselwirkungen in vitro. Erwarteter Weise interagieren Wildtyp CLIM2-
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Proteine mit der Ligandenbindungsdomiine von ERa. Uberraschenderweise zeigen weitere
Mitglieder der Kern-Rezeptoren, wie ER3, Androgen-Rezeptor oder Glukokortikoid-Rezeptor
weder eine Wechselwirkung mit CLIM2- noch mit RLIM-Proteinen. Diese Ergebnisse weisen
daher auf eine spezifische Interaktion mit ERa hin. Unter der Verwendung von RLIM-
Deletionsmutanten konnte ich weiterhin aufzeigen, dass RLIM mittels C-terminaler
RINGfinger-Doméne féhig ist, ebenfalls mit der Ligandenbindungsdoméne von ERa in vitro
zu interagieren. Somit konnten Hinweise auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen
RLIM, CLIM2 und ERa in meiner Arbeit bekriftigt werden. Ob CLIM2 und RLIM féhig
sind, die ERa-Ligandenbindungsdoméine simultan zu binden, wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht. Da beide Proteine mit der selbigen Doméne interagieren, ist die simultane
Bindung von ERa vermutlich eher unwahrscheinlich, bedarf aber weiterer Untersuchungen.
Eine Interaktion von Proteinen mit ERa, welche dessen Ubiquitinierung vermitteln konnen,
wurde bereits in der Literatur beschrieben. So kann beispielsweise die Ubiquitin-Ligase Efp
(estrogen-responsive finger protein) Ostrogen-abhingig mit ERo. interagieren und mittels
Ubiquitinierung die Halbwertszeit und somit Transkriptionsaktivitit des Rezeptors steuern
(Nakajima et al., 2007). Als ein vermuteter kritischer Faktor in Brustkrebs fiihren Efp
knockout Experimente zu einem reduzierten Brustkrebszellwachstum in vitro (Horie et al.,
2003). Die funktionelle Rolle der RLIM/ERa- und CLIM2/ERa-Interaktionen, sollen

gesondert im nichsten Abschnitt diskutiert werden.

Fazit:

RLIM und CLIM?2 interagieren spezifisch mit ER« in vitro und in vivo. Hierbei interagieren die CLIM2
Aminoséuren 209-214 spezifisch mit der Ligandenbindungsdoméne von ERea, wéhrend RLIM mittels
C-terminaler RINGfinger Doméne mit der Ligandenbindungsdoméne von ER« interagiert.

IV.8 Die funktionelle Rolle von RLIM und CLIM2 in der ERa vermittelten
Transkription von Zielgenen

Die Ostrogen-abhiingige Transkription von Zielgenen wird mittels ERa eingeleitet. Hierbei
war bekannt, dass die Initiierung der Transkription einen hoch molekularen und komplexen
Vorgang darstellt. Metivier und Kollegen konnten zeigen, dass die ERo vermittelte
Transkription ein zyklischer und koordinierter Prozess ist. Hierbei konnten mehr als vierzig
weitere Kofaktoren identifiziert werden, welche kombinatorisch zum pS2-Zielgenpromotor
rekrutiert werden (Metivier et al., 2003). Rekrutiert werden Kofaktoren, welche sowohl
aktivatorische als auch repressorische Funktionen ausiiben. Erst die Rekrutierung des basalen

Transkriptionsapparates fiihrt zu erfolgreicher Transkription des Zielgens. So konnte mittels
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Chromatin-Immunprizipitationen aufgezeigt werden, dass eine Interaktion von ERo mit der
Promotor-DNA des pS2-Gens, ca. alle 20 Minuten zyklisch verlduft. Hierbei kommt es nach
Ostrogenbindung des Rezeptors zunichst zu einer ersten Interaktion mit der Promotor-DNA,
auf welche wiederum, in Folge von proteasomalem Abbau, eine Dissoziation des Rezeptors
folgt. Beschrieben wurde dieser erste Zyklus als ,,unproduktiver Zyklus®, der dadurch erklért
worden ist, als das die aktiv phosphorylierte Form der RNA-Polymerase II zu diesem
Zeitpunkt nicht am pS2-Promoter detektierbar war. Des Weiteren wird vermutet, dass dieser
erste ,,unproduktive Zyklus®“ dem Zwecke dient, den Promotor fiir weitere Zyklen optimal
vorzubereiten. Die nédchsten weiteren Zyklen werden als ,,produktive Zyklen“ beschrieben
und fithren mittels Rekrutierung des basalen Transkriptionsapparates zu erfolgreicher
Transkription des ERa Zielgens pS2 (Metivier et al., 2003).

Aufgrund der Tatsache, dass sowohl CLIM2 als auch RLIM in vitro und in vivo mit ERa
interagieren und ebenfalls in Brustkrebszellen nukledr kolokalisieren, stellte ich die
Hypothese auf, dass CLIM2 und RLIM in der ERoa vermittelten Transkription als
Koregulatoren fungieren. Initital konnte im Laufe dieser Arbeit unter der Verwendung von
Luziferase Reportergen-Experimenten, CLIM2 als negativer Regulator und RLIM als
positiver Regulator der ERa vermittelten Transkription in vitro identifiziert werden. Wéhrend
die ektopische CLIM2-Uberexpression in MCF7 Zellen dosisabhingig in einer bis zu ca.
65%-igen Repression der ERa gesteuerten Transkription resultierte, fiihrte der spezifische
und transiente CLIM2 knockdown zu einer dreifach verstirkten Transaktivierung in vitro. Die
ektopische Uberexpression einer CLIM2-Mutante in der die ERq Interaktionsdomine
deletiert wurde, fiihrte erneut zur verstirkten Transaktivierung des Reportergens. Somit
scheint die bereits in Interaktionsexperimenten identifizierte CLIM2-NID-Domine einerseits
essentiell fiir die CLIM2-ERo Interaktion zu sein, andererseits fiir eine CLIM2 vermittelte
Repression der ERa vermittelten Transaktivierung des Reportergens unerldsslich zu sein. Die
Identifikation von CLIM2 als negativer Regulator war iiberraschend, da im Zusammenhang
mit dem LIM-HD-Proteinnetzwerk, CLIM2-Proteine als positive Koregulatoren aufgezeigt
worden sind (Ostendorff et al., 2002; Matthews et al., 2003; Matthews et al., 2013).
Interessanterweise konnte fiir LMO4 aufgezeigt werden, dass dessen Uberexpression
ebenfalls die ERa vermittelte Transaktivierung von Zielgenen in Brustkrebszellen negativ
beeinflusst (Singh et al., 2005). In diesem Kontext konnten Wang und Kollegen aufzeigen,
dass CLIM2-Proteine im Komplex mit LMO4, die Transkription des BMP7-Gens in

Brustkrebszellen negativ regulieren. Die Autoren schlugen vor, dass die Rekrutierung und
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Interaktion von CLIM2 und LMO4 am BMP7-Genpromoter eine wichtige Rolle in der
Entwicklung des Mammakarzinoms spielt (Wang et al., 2007). Auch die Tatsache, dass die
Transkription des BMP7-Gens nach einer Ostrdgen-Stimulation reprimiert ist, bekriftigt die
negative Koregulatorfunktion von CLIM2-Proteinen im Mammakarzinom. Die Ostrogen-
induzierte Rekrutierung von CLIM2-Proteinen zum BMP7 Genpromotor, scheint daher fiir
das sich im reprimierten Status befindliche BMP7 Gen essentiell zu sein.

Obwohl die Repression des BMP7-Gens im Mammakarzinom von einer zelluliren CLIM2-
LMO4-Interaktion abzuhingen scheint, konnte ich eine potentielle Rolle fiir LMO4 in der
ERa vermittelten Transkription nicht beobachten. Vielmehr scheint es, dass die zelluldre
Stochiometrie zwischen CLIM2- und LMO4-Proteinen kritisch fiir deren Wirksamkeit ist, da
sowohl der CLIM2 knockdown als auch die CLIM2-Uberexpression in eine gesteigerte
BMP7-Genexpression in Brustkrebszellen miinden.

Ahnliche Ergebnisse konnten bereits in anderen entwicklungsbiologisch relevanten
Zellmodellen aufgezeigt werden. So spielt wahrend der Drosophila-Fliigelentwicklung, die
Stochiometrie von CLIM2- und LMO4-Proteinen im LIM-HD-Proteinnetzwerk eine zentrale
Rolle fiir deren zellulire Wirksamkeit. Hier fiihren bereits gering abweichende
Mengenverhéltnisse ~ zwischen  CLIM2- und  LMO4-Proteinen zu  massiven
Entwicklungsstorungen der Fliigel (Fernandez-Funez et al., 1998; Matthews ef al., 2003). Im
Gegensatz hierzu konnte ich die ERa abhidngige Transkription von Zielgenen mittels CLIM?2
knockdown steigern und mittels einer ektopischen CLIM2-Uberexpression verringern. Daher
scheint es, dass sich der Wirkungsmechanismus von CLIM2 in der Ostrégen-abhingigen
Genexpression, von dem im BMP7-Proteinnetzwerk unterscheidet und nicht von einer
definierten zelluldren CLIM2-LMO4-Stochiometrie abhdngig ist.

Die bislang gewonnenen Erkenntnisse von CLIM2-Proteinen weisen demnach, je nach
zelluldarem Kontext, auf multiple Funktionsweisen hin. So spielen sie einerseits eine positive
Rolle in der Regulation der Transkription von Genen, welche embryonale Entwicklung
steuern, andererseits spielen sie als Adaptoren in Multiproteinkomplexen eine negative Rolle
in der Regulation der Transkription spezifischer Gene, welche Differenzierung steuern
(Visvader et al., 1997; Wadman et al., 1997; Visvader et al., 2001; Yuan et al., 2008).

Die Ubiquitin-Ligase RLIM, ein weiterer Koregulator der bislang nur im Kontext des LIM-
HD-Proteinnetzwerkes beschrieben worden ist, war ebenfalls ein weiterer Schwerpunkt
meiner Untersuchungen. Fir RLIM war bisher bekannt, dass es mit CLIM-Proteinen
interagiert und diese, mittels Ubiquitinierung, fiir den proteasomalen Abbau vorbereitet.

AuBlerdem wurde RLIM im LIM-HD-Netzwerk als Korepressor beschrieben, der in der Lage
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ist, eine durch Lhx3 vermittelte transkriptionelle Aktivierung des aGSU- und des Prolaktin-
Promotors, zu inhibieren (Bach et al., 1999). Hierbei stellte sich heraus, dass RLIM seine
Repressorfunktion durch zwei unterschiedliche Inhibitionsmechanismen erfiillt: Einerseits
durch die Rekrutierung des HDAC-Korepressorkomplexes und andererseits mittels Steuerung
der Ubiquitinierung und folglich des proteasomalen Abbaus des Koaktivators CLIM2. Mittels
dieser posttranslationalen Modifikation an CLIM2 Kofaktoren, verdringt RLIM somit den
LIM-HD-Transkriptionsfaktoren die Kofaktoren, welche essentiell fiir die Transaktivierung
von Zielgenen sind (Bach et al., 1999; Ostendorff et al., 2002; Hiratani et al., 2003).

In dieser Arbeit filhrte die funktionelle Analyse von RLIM in Ostrogen-abhingiger
Transkription zu neuen Erkenntnissen. Hier zeigte sich, dass RLIM eine wichtige Rolle in der
Regulation der Ostrogen-abhingigen Transkription spielt. Die ektopische und dosisabhiingige
RLIM-Uberexpression miindete in einer bis zu ca. fiinffach erhdhten Transaktivierung der
ERa gesteuerten Transkription in MCF7 Zellen, wihrend der spezifische und transiente
RLIM knockdown zu einer dreifach verringerten Transaktivierung in vitro fiihrte. Des
Weiteren resultierte die  ektopische ~Uberexpression einer RLIM  RINGfinger
Deletionsmutante, in keiner verstirkten Transaktivierung in vitro. In diesem Kontext
bestétigte dieses Ergebnis daher die bereits in Interaktionsexperimenten identifizierte
Notwendigkeit der RLIM RINGfinger Domine, welche essentiell fiir die RLIM-ERa
Interaktion ist. Somit scheint es, dass die RLIM vermittelte verstirkte ERa-Transaktivierung,
mit der Vermittlung von Ubigqitinierungsreaktionen verbunden ist, da die RINGfinger
Domiéne die Ubiquitinierung von Substratproteinen vermittelt. In diesem Zusammenhang
sollen RLIM vermittelte Ubiquitinierungsreaktionen im Kontext der ERoa vermittelten
Transkription, gesondert im nichsten Abschnitt diskutiert werden.

Die Durchfiihrung der Reportergen-Experimente in Brustkrebszellen verifizierte meine
aufgestellte Hypothese. Sowohl RLIM- als auch CLIM2-Proteine fungieren als Koregulatoren
in ERa vermittelter Transkription in vitro. Die Spezifitdt der RLIM und CLIM2 vermittelten
Koregulation im ERoa Transkriptionsnetzwerk, konnte mittels Durchfithrung weiterer
Experimente untermauert werden. So konnten unter der Verwendung eines Glukokortikoid-
Rezeptor responsiblen Reportergens keinerlei Hinweise einer RLIM- oder CLIM2
vermittelten Koregulation beobachtet werden. Interessanterweise spielen beide Proteine in der
ERa abhédngigen Transkription, im Vergleich zur LIM-Homododominen abhidngigen

Transkription, reziproke Rollen.
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Mittels Chromatin-Immunopréizipitationen (ChIP) und Genexpressionsanalysen konnte ich
die Koregulatorfunktion von RLIM und CLIM2 im ERa Transkriptionsnetzwerk in vivo
bestétigen. Konsistent mit den Luziferase-Daten, resultierte die zellulire CLIM2-Depletion in
Ostrogen-stimulierten Brustkrebszellen, in einer deutlich gesteigerten Expression der ERa
Zielgene pS2 und Cathepsin D. Fiir das WISP2 Gen konnte ich interessanterweise keine
gesteigerte, sondern eine verringerte Genexpression in vivo beobachten. Es scheint daher, dass
die Rolle von CLIM2 im ERa Transkriptionsnetzwerk zielgenspezifisch ist. Im Gegensatz
hierzu, fiihrte die zelluldire RLIM-Depletion zu einer deutlich reduzierten Genexpression von
sowohl pS2 und Cathepsin D, als auch WISP2 in vivo. Somit scheint die Rolle von RLIM als
Koregulator im ERa Transkriptionsnetzwerk zumindest fiir die in dieser Arbeit analysierten
Zielgene, im Gegensatz zu CLIM2, nicht zielgenspezifisch zu sein. Hier ist noch zu erwihnen,
dass die Genexpression von Cathepsin D und WISP2 in RLIM-depletierten Zellen und einer
darauf folgenden zweistiindigen Ostrogen-Stimulation, nahezu vollstindig reprimiert waren.
Um zu iiberpriifen, ob RLIM- und CLIM2-Proteine durch eine Ostrogen-Stimulation zu ERa.
Zielgenpromotoren rekrutiert werden, wurden ChIP-Experimente durchgefiihrt. So konnten
RLIM und CLIM2 auf allen hier untersuchten Zielgenpromotoren detektiert werden. Wahrend
CLIM2 bereits unabhingig von einer Ostrogen-Stimulation auf den Zielgenpromotoren von
pS2, Cathepsin D und WISP2 detektiert wurde, konnte nach Ostrogen-Stimulation eine
nochmals verstirkte CLIM2-Rekrutierung auf allen drei Zielgenpromotoren beobachtet
werden. Hingegen war die RLIM-Rekrutierung zum Zielgenpromotor von pS2 und WISP2
Ostrogen-abhiingig. Interessanterweise konnte RLIM bereits Ostrogen-unabhingig am
Cathepsin D Promotor detektiert werden, wihrend in Ostrogen-stimulierten Zellen keine
verstirkte RLIM-Rekrutierung am Cathepsin D Promotor beobachtet werden konnte.
Uberraschend  zeigten priliminidre Daten, dass in Ostrogen-stimulierten MCF7
Brustkrebszellen, sowohl RLIM- als auch CLIM2-Proteine zu jeweils unterschiedlichen
Zeitpunkten, aber nie synchron an ERa Zielgenpromotoren detektierbar waren. Dies ldsst
vermuten das RLIM, im Gegensatz zum LIM-HD-Proteinnetzwerk, nicht die Ubiquitinierung
von CLIM2-Proteinen im Ostrogen-abhiingigen Transkriptionsnetzwerk vermittelt.

Hierbei verlduft die Rekrutierung von CLIM2-Proteinen, im Vergleich zu ERa und RNA
Polymerase II, asynchron. Das bedeutet, dass CLIM2-Proteine nach einer Ostrogen-
Stimulation nur zu den Zeitpunkten rekrutiert wurden (ca. alle 30 Minuten), bei denen ERa
bereits als Folge von proteasomalem Abbau, vom Promotor dissoziiert ist und RNA

Polymerase II fiir eine aktive Transkription nicht mehr zur Verfiigung steht. Im Gegensatz
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hierzu wurde RLIM bereits nach einer zwanzigminiitigen Ostrogen-Stimulation synchron mit
ERa zum pS2-Promotor rekrutiert. Dieser erste Zyklus wurde als ,,unproduktiver” Zyklus
definiert, als das die aktive RNA-Polymerase II nicht zum Promotor rekrutiert wird. Der erste
»produktive* Zyklus mit aktivem ERa beginnt nach ca. 45 Minuten und verlauft synchron mit
der Rekrutierung von RNA Polymerase Il zum pS2 Zielgenpromotor. Diese synchrone
Rekrutierung steht daher im Einklang mit den bereits in Reportergen-Experimenten und
Genexpressionsanalysen  beobachteten  koaktivatorischem Phénotyp von ektopisch
iiberexprimierten RLIM-Proteinen. Diese Ergebnisse stehen aber auch im Einklang mit dem
von Metivier und Kollegen beobachteten zyklischen Binden von ERa und der funktionellen
Wichtigkeit einer koordinierten Rekrutierung von sowohl aktivatorischen als auch
repressorischen Proteinen zum pS2 Zielgenpromotor (Metivier et al., 2003). Es scheint daher,
dass fir die Assemblierung von Transkription-Koregulator-Komplexen auf ERa
Zielgenpromotoren, eine Rekrutierung von Korepressoren wie beispielsweise CLIM2-
Proteine unerlésslich ist. Die erste frithe RLIM-Rekrutierung zum Zielgen-Promotor wihrend
des ,,unproduktiven® Zyklus, konnte womdglich wichtig fiir die initiale und optimale
Vorbereitung des Zielgenpromotors und/oder fiir eine effiziente ERa-Promotor-DNA
Interaktion von Bedeutung sein.

Die koordinierte Rekrutierung bzw. das komplexe Wechselspiel von bisher mehr als vierzig
identifizierten Koaktivatoren und Repressoren an nur einem ERa Zielgenpromotor ldsst
erahnen, dass die Transaktivierung von Zielgenen weitaus komplexer ist als bis dahin
vermutet. In diesem Kontext war es umso iiberraschender, als das fiir ERa eine zyklische
Bindung des Zielgenpromotors aufgezeigt werden konnte, welche sowohl ,,unproduktive® als

auch ,,produktive Zyklen der Genaktivierung mit einschliessen. (Metivier ef al., 2003).

Fazit:

RLIM und CLIMZ2 sind neue Koregulatoren der ERa-abhédngigen Transkription in vitro und in vivo.
CLIM2-Proteine stellen Korepressoren dar, wdhrend RLIM-Proteine als Koaktivatoren identifiziert
wurden. Die CLIM2 vermittelte Korepression ist abhdngig von der CLIM2-RID Doméne und die RLIM
vermittelte Koaktivierung ist abhéngig von der RINGfinger Doméne. Beide Proteine werden zu ERa
Zielgenpromotoren rekrutiert.

IV.9 ERa, ein neues in vivo Zielprotein von RLIM?
Der Transkriptionsfaktor ERo  bindet nach  Ostrogen-Stimulation  zyklisch  an
Zielgenpromotoren und initiiert mittels Rekrutierung von Kofaktoren und des basalen
Transkriptionsapparates die Transkription. Das Ubiquitin-Proteasom-System greift in die

Kontrolle der Konzentration von ERa durch deren Proteolyse ein (Nawaz ef al., 1999; Lee et
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al., 2012). Die Behandlung von Zellen mit Proteasom-Inhibitoren verhindert eine zyklische
Bindung von ERa an Zielgenpromotoren und es kommt zu einer Akkumulation in der
Zellkernmatrix. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass polyubiquitinierter ERa nicht mehr
fahig ist, RNA-Polymerase II zu binden und somit transkriptionell aktiv zu sein (Reid et al.,
2003). Daher ist die Funktionalitit des 26S-Proteasoms von entscheidender Bedeutung fiir
eine erfolgreiche Transaktivierung von ERa Zielgenen. Vielmehr zeigen die
Forschungsergebnisse der letzten Jahre, dass das Ubiquitin-Proteasom-System in hdheren
Organismen einen wichtigen und integralen Bestandteil funktionaler Transkription darstellt
(Geng et al., 2012). Auch der Androgen-Rezeptor (AR) weist ein durch Proteasom-
Inhibitoren unterbindbares zirkulierendes Bindungsverhalten am PSA-Promotor (prostate-
specific Antigen) auf. Dariiber hinaus kann die 19S-Proteasom-Untereinheit den PSA-
Promotor blockieren (Kang et al., 2002) und MG132, ein Proteasom-Inhibitor der 26S-
Proteasom-Untereinheit, unterdriickt die Transaktivierung von AR indem er die nukledre
Translokation von AR und dessen Interaktion mit Kofaktoren hemmt (Lin et al., 2002).
Dartiber hinaus konnte erst kiirzlich die Ubiquitin vermittelte Degradation von AR durch die
E3-Ubiquitin-Ligase CHIP aufgezeigt werden (Sarkar et al., 2012). Im Laufe meiner
Untersuchungen sollte die Ubiquitin-Ligase RLIM im Kontext der Ubiquitin vermittelten
Proteolyse von ERa nédher untersucht werden. Der im Vorwege dieser Untersuchungen
beobachtete Einfluss einer RLIM-Uberexpression auf die ERa. gesteuerte Transkription von
Zielgenen lieB vermuten, dass RLIM nicht fiir die Vermittlung von in vivo
Polyubiquitinierungen und proteasomalem Abbau des ERa verantwortlich ist, da die RLIM-
Uberexpression mit einer Stabilitit und verstirkten Aktivitit von ERa einhergeht. Wiire
RLIM spezifisch in der Lage ERa zu polyubiquitinieren, so sollte es als Folge einer
proteasomalen Degradation zu einer stark reduzierten Transaktivierung von Zielgenen
kommen. Diese Vermutung schlie8t allerdings nicht aus, dass RLIM eventuell eine in vivo
Mono-Ubiquitinierung von ERa vermittelt. Die posttranslationale Regulation von Proteinen
durch Mono-Ubiquitinierungen kann zu einer Modifikation der Protein-Funktion, Protein-
Lokalisierung oder Protein-Protein Interaktion fiihren (Jentsch et al., 1987; Sun und Allis,
2002; Hilt, 2004; Geng et al., 2012). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
die Ubiquitin-Ligase BRCAL1 (breast cancer supressor protein 1) Mono-Ubiquitinierungen
von ERa vermittelt. Es stellte sich heraus, dass hierbei ausschlieBlich die
Ligandenbindungsdoméne mono-ubiquitiniert wird, also jene Doméne mit der auch RLIM in

vitro und in vivo interagiert. Welchen direkten Einfluss diese Modifikation auf die ERa-
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Aktivitdt in vivo hat, konnte allerdings nicht aufgekldrt werden (Eakin et al., 2007). Erst
geraume Zeit spater, konnten Ma und Kollegen aufzeigen das die BRCA1 vermittelte Mono-
Ubiquitinierung von ERa, mit dessen Repression einhergeht (Ma ef al., 2010).

Um einen mdglichen Einfluss von RLIM auf die Proteinstabilitit von ERa zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit sowohl in vitro als auch in vivo Ubiquitinierungs-Experimente
durchgefiihrt. Entgegen den Erwartungen zeigte sich, dass bakteriell exprimiertes bzw.
rekombinantes RLIM in Anwesenheit aller notwendigen Komponenten der Ubiquitin-
Reaktion, die spezifische Polyubiquitinierung von radioaktiv markiertem ERo in vitro
vermittelt. Im Gegensatz hierzu fithrten Kontroll-Untersuchungen mit weiteren Mitgliedern
dieser Proteinfamilie wie AR, TR oder GCNF, weder zur Mono- noch zur
Polyubiquitinierung dieser Proteine und bestétigen somit die Spezifitidt der RLIM vermittelten
Polyubiquitinierung von ERa innerhalb der Kern-Rezeptoren Proteinfamilie.

In anschlieBenden in vivo Untersuchungen konnte die Polyubiquitinierung von ERa verifiziert
werden. So resultierte die ektopische RLIM-Uberexpression, im Vergleich zu Wildtyp-Zellen,
in einer gesteigerten Polyubiquitinierung von ERa in vivo. Da polyubiquitinierte Proteine
schlechter Detergenz-16slich sind als nicht-ubiquitinierte Proteine, wurde iiberpriift, ob die
ektopische RLIM-Uberexpression in einer verstirkten Akkumulation von polyubiquitinierten
ERa-Molekiilen in der unldslichen Detergenz-Proteinfraktion resultiert. Wahrend die Menge
an unloslichem ERa in Wildtyp-Zellen konstant blieb, kam es in den RLIM-iiberexprimierten
Zellen zu einer Zunahme von unldslichem ERa. Somit konnte die RLIM vermittelte in vivo
Polyubiquitinierung von ERa nochmals bestitigt werden. Uberraschenderweise unterschieden
sich die absoluten intrazelluliren ERa  Proteinkonzentration zwischen RLIM-
iiberexprimierten und Wildtyp-Zellen nicht und bestétigen somit, dass die RLIM vermittelte
Polyubiquitinierung von ERa., nicht in dessen proteasomalen Abbau miinden in vivo. Dieses
Ergebnis steht daher im Einklang mit der RLIM vermittelten Koaktivierung von ERa
Zielgenen in vitro und in vivo.

Die RLIM vermittelte Polyubiquitinierung und dem damit verbundenen nicht-proteolytischen
Abbau von ERa, steht allerdings im Widerspruch zu den bisher in der Literatur beschriebenen
Funktionen von Polyubiquitinierungen, da sie bis auf wenige Ausnahmen mit der Degradation
von Proteinen einhergehen. Durch die intensive Erforschung des 26S-Proteasoms konnte im
Laufe der letzten Dekade eine Vielzahl von neuen 26S-Proteasom-Substratproteinen
identifiziert werden. Ausserdem konnten polyubiquitinierte Substrat-Proteine identifiziert

werden, bei denen nur definierte vom 26S-Proteasom erkennbare Proteindominen
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proteolytisch abgespalten werden, wéihrend andere Proteindoménen intakt bleiben und vom
Proteasom stabil bzw. ,aktiv* freigelassen werden. Dieser Prozess ist auch bekannt als
»regulated ubiquitin proteasome-dependent processing* (RUP) und endet in allen bisherigen
Untersuchungen mit biologisch aktiven Polypeptid-Fragmenten (Rape ef al., 2004).

Das bislang am besten charakterisierte und erforschte Beispiel fiir proteasom-abhingige
Prozessierung, ist der Transkriptionsfaktor NF-kB aus Sdugern. Hier besteht die NF-kB-
Familie aus fiinf Mitgliedern: RelA (p65), RelB, c-Rel, p105/p50 und p100/p52. Alle Proteine
zeichnen sich durch eine konservierte und aus 300 Aminosduren bestehende Rel-Homologie-
Domine (RHD) aus, welche fiir DNA-Bindung, Dimerisierung und Kernlokalisation
verantwortlich ist (Chen und Ghosh, 1999; Lugman et al., 2010). Die Proteine RelA, RelB
und c-Rel werden als reife Proteine synthetisiert und sind aufgrund ihrer C-terminal
lokalisierten Transaktivierungsdoméne fahig, die Transkription von Zielgenen direkt zu
aktivieren. Im Gegensatz dazu werden die inaktiven pl05- und pl00-Proteine als
Vorldufermolekiile synthetisiert, deren charakteristisches Merkmal eine C-terminale Ankyrin-
Wiederholungsdoméne ist. Diese Doméne wird als Folge zelluldrer Signale in einem
Ubiquitin-abhéngigen Prozess proteolytisch vom 26S-Proteasom abgespalten und so in eine
reife pS0 bzw. p52 aktive Form iiberfiihrt (Hoffman et al., 2002; Amir et al., 2004; Hou et al.,
2012). Die zelluldre Mobilisierung von prozessierten Transkriptionsfaktoren bietet daher die
Moglichkeit bereits synthetisierte aber inaktiv vorliegende Proteine, bei Bedarf schnell in eine
aktive Form zu tiberfiihren.

Jegliche Hinweise einer Polyubiquitin vermittelten Prozessierung von ERa durch das 26S-
Proteasom, konnte in meiner Arbeit allerdings nicht bekréftigt werden. Somit scheint die
RLIM vermittelte Polyubiquitinierung von ERa, eine andere intrazellulére Funktion zu haben
und bedarf in der Zukunft weiterer Untersuchungen.

In diesem Kontext wurden weitere E3-Ubiquitin-Ligasen beschrieben, welche ebenfalls in
ERa vermittelter Transkription, als Koaktivatoren wirksam sein kdnnen. Sowohl Mdm2 als
auch E6-AP interagieren mit ERa in Brustkrebszellen in vitro und in vivo und verstérken,
wenn ektopisch iiberexprimiert, die Ostrogen vermittelte Transkription von ERa Zielgenen in
vitro (Nawaz et al., 1999; Saji et al., 2001). Fiir Mdm2 konnte, dhnlich wie fiir RLIM, in
Reportergen-Experimenten aufgezeigt werden, dass die verstirkte Transaktivierung Mdm?2-
dosisabhingig ist. Mogliche Hinweise fiir die Mdm2- und E6-AP vermittelte verstirkte bzw.
synergistische Transaktivierung konnten allerdings nicht aufgezeigt werden.

Eine mogliche Erklarung fiir die RLIM vermittelte Polyubiquitinierung von ERo und somit
verstirkten Transaktivierung von Zielgenen, konnte der Komplex aus CDKO9/CyclinT1
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(pTEFb-Komplex-positive transcription elongation factor) darstellen. Als Cyclin-abhéngige
Kinase vermittelt CDK9 prinzipiell die Phosphorylierung der RNA-Polymerase II und
tiberfiihrt diese somit in eine aktiv transkribierende Form (Price, 2000; Larochelle et al.,
2012). Im Laufe dieser Arbeit konnte CDKO9 als neuer in vivo Interaktionspartner von RLIM
in Brustkrebszellen identifiziert werden. Interessanterweise konnte fiir CyclinT1 sowohl eine
Interaktion mit Ubiquitin als auch mit ERa aufgezeigt werden. Die spezifische Interaktion
von Ubiquitin mit dem C-Terminus von CyclinT1, stellte sich als unerlédsslich fiir eine
,stabile* Interaktion mit Aktivierungsdoménen entsprechender Transkriptionsfaktoren heraus.
Je stabiler diese Interaktion ist, desto effizienter wird auch der gesamte pTEFb-Komplex zum
Zielgenpromotor rekrutiert und aufgebaut. In diesem Zusammenhang konnte auch ERa als
ein weiterer CyclinT 1-Interaktionspartner identifiziert werden (Wittmann et al., 2005; Mitra
etal. 2012).

So konnte es moglich sein, dass (1) die RLIM vermittelte Polyubiquitinierung von ERa eine
Rekrutierung des pTEFb-Komplexes zum Zielgenpromotor verstirkt und somit die
Elongation der Transkription eingeleitet werden kann, (2) die Rekrutierung von CyclinT1 und
dessen Interaktion mit ERa unmittelbar von einer RLIM vermittelten Polyubiquitinierung von
ERa abhédngig ist, oder (3) RLIM zusitzlich die Ubiquitinierung von CDK9 vermittelt und
somit die Rekrutierung von CDK9 ermdglicht.

Letzteres muss in noch weiterfilhrenden Experimenten analysiert werden. Auch ist in diesem
Zusammenhang noch nicht tiberpriift, ob RLIM die Ubiquitinierung von CyclinT1 vermittelt.
Denkbar wire es, dass die CyclinT1-ERa Interaktion von einer RLIM vermittelten CyclinT1-
Ubiquitinierung abhingig ist.

Fazit:

RLIM vermittelt die spezifische Polyubiquitinierung von ER« in vitro und in vivo. Die RLIM vermittelte
ERa-Polyubiquitinierung miindet nicht in dessen proteasomalen Abbau durch das 26S-Proteasom.

IV.10 Die Rolle von CDK9 in Ostrogen-abhiingiger Transkription
in Brustkrebszellen

Proteinkodierende Gene werden in Eukaryoten ausschlielich von der RNA Polymerase 11
transkribiert. Hierbei ldsst sich die Transkription dieser Gene formal in die drei Schritte
Initiation, Elongation und Termination einteilen. Die Initiation wird mit der Bildung des
Priinitiationskomplexes, bestehend aus RNA Polymerase II und generelle Transkriptions-
faktoren wie TFyA, TFyB, TFyD, TFyE, TFyF und TFyH eingeleitet (Roeder et al., 1996;
Biggin, 2012). Es zeigte sich, dass der frithe Ubergang von der Initiation in die Elongation,
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mit einer Serin-2 Phosphorylierung der Heptapeptid Sequenzwiederholung (YSPTSPS) der C-
terminalen Doméne (CTD) von RNA Polymerase Il verbunden ist. Zustindig fiir diese Hyper-
Phosphorylierung ist der aus CDK9/CyclinT1 bestehende Transkriptionsfaktor TFyH (Price,
2000; Larochelle et al., 2012). Somit wird fiir die produktive Elongationsphase eine inaktive
nicht-phosphorylierte =~ RNA-Polymerase 1II, in eine hyper-phosphorylierte aktiv
transkribierende Form iiberfiihrt. Daher nimmt CDK9 eine Schliisselfunktion im Ubergang
des Pré-Initiationskomplexes zum produktiven Elongationskomplex ein. Schlussendlich muss
die Transkription noch terminiert werden, wobei eine enge Kopplung der Termination mit der
Polyadenylierung des 3'-Endes der pra-mRNA fiir diesen Vorgang als wesentlich betrachtet
wird. Voraussetzung fiir die Termination ist die Freisetzung des Transkriptes, worauf die
Dissoziation der RNA Polymerase II von der DNA erfolgt.

Wihrend dieser Arbeit konnte CDKO9 als neuer in vitro und in vivo Interaktionspartner von
RLIM und CLIM?2 identifiziert werden. AuBlerdem kolokalisieren sie in Zellkernen von
MCF7 Brustkrebszellen. Fiir RLIM konnte bislang keine CDK9 Interaktion nachgewiesen
werden. Die Tatsache, dass CDKO9-Proteinkonzentrationen iiber den proteasomalen
Abbauweg kontrolliert werden (Kiernan et al., 2001), ldsst vermuten das der aktivatorische
Einfluss von RLIM auf die ERa gesteuerte Transkription, ebenfalls auf eine RLIM-CDK9
Interaktion zuriickzufiihren wére. Die molekulare Funktion der RLIM-CDK9 Interaktion
bedarf allerdings, im Kontext der ERa gesteuerten Genexpression in Brustkrebszellen,
weiterer Untersuchungen. Im Gegensatz zu RLIM, deckt sich die CLIM2-CDK9 Interaktion
mit parallel zu dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen, in denen gezeigt werden konnte, dass
der CLIM2-CDK9-Komplex in erythroiden Vorlduferzellen an der Aufrechterhaltung der
Zellen im proliferierenden Stadium beteiligt ist (Meier et al., 2006). Einen funktionellen
Zusammenhang der CLIM2-Expression und der Erythropoese zeigten bereits CLIM2”
knockout Méuse, in denen keine Hamatopoese mehr vorzufinden ist und es somit zu einer
friihen embryonalen Letalitit der Mause kommt (Mukhopadhyay et al., 2003). Da CLIM2-
Proteine essentielle Adaptoren in transkriptionellen Multiproteinkomplexen sind, welche u.a.
die Differenzierung von hdmatopoetischen Stammzellen steuern, wird vermutet das CLIM2-
Proteine negativ die Aktivitit von CDK9 beeinflussen, was sich wiederum negativ auf die
Phosphorylierung der RNA Polymerase Il auswirkt und somit einen inhibitorischen Einfluss
auf die Transkription von Hdmatopoese steuernden Genen hat. Auch die Beobachtung das die
CLIM2-CDK9 Interaktion wihrend einer induzierten Differenzierung nicht mehr
gewihrleistet ist, stiitzen diese Vermutungen (Meier et al., 2006). Dies wiirde auch erkléren,

weshalb die CLIM2-Uberexpression mit einer Inhibition der Brustzellen-Differenzierung
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verbunden ist (Visvader et al., 2003). Auch die direkte Verbindung des pTEFb Komplexes
mit transkriptionellen Vorgidngen in Brustkrebs wird diskutiert. So konnte gezeigt werden,
dass CyclinT1 mit ERa interagiert und dessen Aktivitdt positiv beeinflusst (Wittmann et al.,
2005; Kapoor-Vazirani et al., 2011). Des Weiteren wird hier die Aktivitit des pTEFb
Komplexes durch eine Interaktion mit EDG1 (estrogen down regulated gene) negativ
beeinflusst. Auch eine Interaktion von EDGI und ERa konnte aufgezeigt werden, wobei
diese mit einer Repression der transkriptionellen Aktivitit von ERa in Brustkrebszellen
verbunden ist (Wittmann et al., 2005).

Den repressorischen Effekt den CLIM2-Proteine in der ERa gesteuerten Transkription
vermitteln, konnte ebenfalls fiir NELF-A (negative elongation factor) und Spt5 (DRB
sensitivity inducing factor complex, DSIF) beobachtet werden. Die Rekrutierung beider
Proteine zu Zielgenpromotoren, flihrt zur Inhibition der CDK9-Aktivitéit (Aida et al., 2006).
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass ein weiterer Inhibitor der CDK9-Aktivitit,
NELF-B, ebenfalls mit ERa interagiert und die Transaktivierung von ERa Zielgenen
inhibiert. Ob RLIM und/oder CLIM2 mit NELF-Proteinen oder DSIF interagieren, ist nicht
bekannt und bedarf daher, im Kontext der Aktivierung oder Repression von ERa gesteuerter

Transkription in Brustkrebszellen, weiterer Untersuchungen.

Fazit: RLIM und CLIMZ2 interagieren mit CDK9 in vitro und in vivo. Die Mechanismen dieser
Interaktionen und der Einfluss auf die ERa gesteuerte Transkription in Brustkrebszellen miissen néher
untersucht werden und sind gegenwértig.
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Schlusswort

Ich konnte im Rahmen dieser Arbeit neue Erkenntnisse im Hinblick auf die Regulation der
Transkription gewinnen und aufzeigen. So konnte ich vor allem neue molekulare
Mechanismen der Assemblierung und Dynamik von LIM-HD-Multiproteinkomplexen
identifizieren, in denen CLIM-Proteine als positive Koregulatoren eine essentielle Rolle
einnehmen. Hierbei regulieren sie mittels Interaktion mit Transkriptionsfaktoren des LIM-
HD-Proteinnetzwerkes und SSDP1-Proteinen, die Aktivitdt der Genexpression. Des Weiteren
hat vor allem die proteasomale Kontrolle von intrazelluldren Proteinkonzentrationen eine
wichtige Funktion in der Genexpression.

Dariiber hinaus konnte ich RLIM und CLIM?2 als eine neue Klasse von Koregulatoren in ERa
vermittelter Transkription in Brustkrebszellen identifizieren. Hierbei werden beide Proteine
zu ERoa Zielgenpromotoren rekrutiert und implizieren, im Gegensatz zum LIM-HD-
Proteinnetzwerk, reziproke Rollen. Auch eine direkte Korrelation der CLIM2-Expression im
Zusammenhang mit der ERa-Expression, als ein prognostischer Marker in Brustkrebs, konnte
identifiziert werden. Mittels dieser molekularbiologischen Untersuchungen der CLIM?2-
Funktionen in Brustkrebszellen, konnte CLIM-Proteinen, im Vergleich zum neuronalen LIM-
HD-Proteinnetzwerk, eine neue Rolle zugeschrieben werden. Ob CLIM2 den Autfbau von
Multiproteinkomplexen ebenfalls im ERa-Transkriptionsnetzwerk vermittelt, wurde nicht
analysiert. Auch eine mogliche Funktion von SSDP1 im ERa-Transkriptionsnetzwerk, konnte
aus zeitlichen Griinden nicht niher analysiert werden.

Durch die funktionelle Analyse des Einflusses einer ektopischen RLIM-Uberexpression auf
das ERa-Transkriptionsnetzwerk, konnte ich Hinweise aufzeigen das ERa sowohl in vitro als
auch in vivo polyubiquitiniert wird, ohne dabei vom 26S-Proteasom prozessiert zu werden.

So konnten als neue Therapieansidtze zur Behandlung von Brustkrebs, vor allem die
Expression und/oder die Aktivitit von RLIM und CLIM2, einen neuen Wirkort von
Medikamenten darstellen. Vor allem aber konnte die Ubiquitin-Ligase RLIM, ein attraktives
Ziel fiir die Entwicklung einer neuen Klasse von molekularen Medikamenten (Nutline) sein,
welche eine RLIM-ERa Interaktion unterbinden. Die Funktionalitdt der Nutline konnte im
Zusammenhang mit p53 und dessen proteasomalen Kontrolle durch Mdm?2, aufgezeigt

werden (Vassilev et al., 2004; Impicciatore et al., 2010).
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V. ANHANG

V.1 Abkiirzungsverzeichnis

V.1.1 Allgemeine Abkiirzungen

A, mA Ampere, Milliampere

Abb. Abbildung

bp Basenpaare

ca. circa

Ci, mCi Curie, Millicurie

cm centimeter

g, mg, ug Gramm, Milligramm,Mikrogramm
h, min, sec Stunde, Minute, Sekunde

Kap. Kapitel

Kb Kilobasen

kDa Kilodalton

1, ml, pl Liter, Milliliter, Mikroliter
MDa Megadalton

M, mM, uM molar, millimolar, mikromolar
nm Nanometer

OD optische Dichte

RT Raumtemperatur

U Unit (enzymatische Wirkungseinheit)
Upm Umdrehung pro Minute

uv Ultraviolett

\Y Volt

Vol. Volumen

z.B. zum Beispiel

V.1.2 Abkiirzungen von Substanzen und Puffern

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Bromo 4-Chloro 3-Inolyl-Phosphat
BSA Rinderserumalbumin

cDNA komplementidre DNA

DAB Diaminobenzidin

ddH20 doppelt destilliertes Wasser

dATP Desoxyadenosin-Triphosphat

dCTP Desoxycytidin-Triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-Triphosphat

DIG Digoxigenin

dNTPs Desoxyribonuklein-Triphosphate
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure
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DTT
dTTP
dUTP
EDTA
EGTA
EtOH
FCS
GFP
GST
HEPES
His
HRP
IPTG
Lys
MeOH
mRNA
NP-40
PBS
PFA
RNA
35
SDS
TBE
TE
TEMED
Tris

Dithiothreitol
Desoxythymidin-Triphosphat
Desoxyuridin-Triphosphat
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis-N,N,N’,N"- tetraessigsdure
Ethanol

Fotales Kédlberserum

Green fluorescent protein
Glutathion-S-Transferase
N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2- Ethansulfonsédure
Histidin

Meerrettichperoxidase
Isopropylthio-p-D-Galactosidase

Lysin

Methanol

Boten-Ribonukleinsédure (messenger RNA)
Nonidet P-40

Phosphat gepufferte Saure
Paraformaldehyd

Ribonukleinsiure

Schwefel-Isotop 35

Natriumdodecylsulfat
Tris-Borsédure-EDTA

Tris-EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Trishydroxymethylaminomethan

V.1.3. Spezielle Abkiirzungen

BRCA1
CBP
CLIM/Ldb1/NLI
CMV
DN

E

ERa
ERE

El

E2

E3

E4

gp
HAT
HDAC
HECT

IgG

Breast and ovarian cancer susceptibility gene 1
CREB-binding protein

Cofactor of LIM-HD proteins
Cytomegalovirus

dominant negativ

Embryonaltag

Ostrogen-Rezeptor alpha

Ostrogen-Rezeptor alpha erkennende Zielsequenz
Ubiquitin aktivierendes Enzym

Ubiquitin konjugierendes Enzym

Ubiquitin Protein-Ligase

multiubiquitin chain assembly factor
Meerschweinchen

Histon-Acetyltransferase

Histon-Deacetylase

Domine homolog zu E6-AP C-Terminus (nach
Hamburger & Hamilton)

Immunglobulin G
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LIM

LIM-HD
LMO
NES
NLS
PCR
POU

rab
RING
RLIM
RNF12
SDS-PAGE
TAF
TBP

TF

Ub
Ubc/E2
UBL
WT
ZNS

konserviertes Interaktionsmotiv von Zinkfinger-
Proteinen, abgeleitet von Linl1, Isl-1 und Mec-3
LIM Homdodoménen Protein

LIM-only Proteine

nukledre Export-Sequenz

nukleédre Lokalisations-Sequenz
Polymerase-Kettenreaktion

Abkiirzung fiir Pitl, Oct-1/2 und unc86
Kaninchen

Really Interesting New Gene
RINGfinger LIM domain-binding protein
RINGfinger Protein 12
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
TBP-assoziierte Faktoren
TATA-Bindungsprotein
Transkriptionsfaktor

Ubiquitin

Ubiquitin konjugierendes Enzym
Ubiquitin dhnliche Molekiile

Wildtyp

zentrales Nervensystem
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