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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Nuklearrezeptoren

1.1.1 Die Superfamilie der nukledren Hormonrezeptoren

Nukleare Hormonrezeptoren, kurz Nuklearrezeptoren (NR), sind Liganden-abhangige
Transkriptionsfaktoren, die im Zusammenspiel mit Koaktivatoren und Korepressoren die
Genexpression regulieren und eine wichtige Rolle bei Entwicklung, Differenzierung,
Homdostase sowie in verschiedenen Stoffwechselwegen spielen (Evans, 1988; Mangelsdorf
et al., 1995). Die NR-Superfamilie umfasst in S&ugetieren etwa 50 Gene, mit 48 Genen beim
Menschen, 49 in der Maus und 47 in der Ratte (Zhang et al., 2004). Die offizielle
Nomenklatur teilt die Superfamilie in sieben Unterfamilien (NRO-6) ein, die ihrerseits wieder
aus mehreren Gruppen bestehen (Nuclear Receptor Nomenclature Committee, 1999;
Bertrand et al., 2004):

NR1: Thyroidhormonrezeptor-dhnliche: z.B. Thyroidhormonrezeptor (TR), Vitamin D-Rezeptor (VDR)
NR2: Retinsdure X Rezeptor-dhnliche: z.B. Retinsédure X-Rezeptor (RXR)

NR3: Estrogenrezeptor-ahnliche: z.B. Estrogenrezeptor (ER), Androgenrezeptor (AR)

NR4: Nervenwachstumsfaktor IB-&hnliche: z.B. Nervenwachstumsfaktor IB (NGFI-B)

NR5: Steroidogenic Factor-&hnliche: Steroidogenic Factor 1 (SF1), Leberrezeptor Homolog-1 (LRH-1)
NR6: Germ Cell Nuclear Factor-&hnliche: Germ cell nuclear factor (GCNF)

NRO: Verschiedene: z.B. NR mit zwei DNA-Bindedomanen oder NR ohne DNA- oder Liganden-

Bindedomanen

Im Allgemeinen ist allerdings eine einfachere Einteilung in drei funktionell unterschiedliche
Hauptgruppen akzeptiert: Die Typ |-Rezeptoren bilden dabei die Steroidhormonrezeptoren
zu denen der Androgenrezeptor (AR), Estrogenrezeptor (ER), Glucocorticoidrezeptor (GR),
Mineralocorticoidrezeptor (MR) und Progesteronrezeptor (PR) gehdren. Zu den Typ lI-
Rezeptoren (Nicht-Steroidhormonrezeptoren) zahlt z.B. der Vitamin D3-Rezeptor (VDR),
Retinoid-X-Rezeptor (RXR) und Thyroidhormonrezeptor (TR). Die dritte Gruppe wird von den
sogenannten Waisen-Rezeptoren (Orphan-Rezeptoren) gebildet, fir die die Liganden oder
ihre physiologische Funktion noch teilweise unbekannt sind (McKenna et al., 1999; Giguere
1999).



Einleitung 2

1.1.2 Struktur der Nuklearrezeptoren

Sequenz- und funktionelle Analysen haben gezeigt, dass allen Mitgliedern der NR-
Superfamilie eine modulare Struktur gemeinsam ist, die sich in vier Doméanen unterteilen
lasst: die N-terminale Transaktivierungsdoméne (NTD), die DNA-Bindedoméne (DBD), die
,Hinge“-Region und die Liganden-Bindedoméane (LBD) (Evans, 1988). Eine schematische
Darstellung der Doméanen des AR befindet sich in Abb.1.1.

Die in GroRe und Struktur variable N-terminale Transaktivierungsdoméne enthélt einen
autonomen, Liganden-unabh&ngigen Transaktivierungsbereich AF-1 (activating function-1).
AF-1 besteht aus zwei distinkten Transaktivierungseinheiten TAU1 und TAUS (transcription
activation unit), die fur die Transaktivierung des AR essentiell sind. Es konnte gezeigt
werden, dass sie mit basalen Transkriptionsfaktoren interagieren und dadurch eine
kompaktere und aktivere Konformation des Rezeptors induzieren (Jenster et al., 1995;
Lavery et al., 2006).

Die hochkonservierte zentrale DNA-Bindedomane enthélt zwei Zinkfinger-Motive, wobei
jedes Zinkatom von zwei Cystein-Paaren koordiniert ist (Gronemeyer und Moras, 1995). Dies
fuhrt zur Ausbildung einer a-Helix im ersten Zinkfinger-Motiv, Uber deren sogenannte P-Box
die spezifische DNA-Bindung im Bereich der groRen Furche der DNA des entsprechenden
Hormon-Response-Elementes erfolgt. Das zweite Zinkfinger-Motiv der DBD vermittelt die

Dimerisierung des Rezeptors lber die sogenannte D-Box (Zilliacus et al., 1995).

AF-1 Hinge-Region AF-2
N- I I NTD DBD — LBD I-C

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Androgenrezeptors als Beispiel fir Steroidhormonrezeptoren.
Der humane AR umfasst 919 Aminoséauren (AS) und codiert fur ein 110 kDa grof3es Protein. Die N-terminale
Transaktivierungsdoméane (NTD) beinhaltet die aus zwei Bereichen bestehende Transaktivierungsfunktion 1 (AF-
1, schwarz). Die zentrale DNA-Bindedoméne (DBD) ist Uber die flexible ,Hinge"-Region mit der C-terminalen
Liganden-Bindedoméne (LBD) verbunden. Die LBD enthdlt die Transaktivierungsfunktion 2 (AF-2).

Die variable ,Hinge“-Region stellt eine flexible Verbindung zwischen DNA-Bindedoméne und
C-terminaler Liganden-Bindedoméne (LBD) dar. Sie enthalt ein Kernlokalisationssignal und
ist damit an der Regulation der subzellularen Lokalisation beteiligt (Evans, 1988; Zhou et al.,
1994). Daneben enthélt die ,Hinge“-Region eine putative PEST-Sequenz (AS-Sequenz, reich
an Prolin, Glutamin, Serin, Threonin), fir die eine Funktion beim Abbau des Rezeptors
mittels Deletion jedoch nicht bestéatigt werden konnte (Haelens et al., 2007).

Die LBD besteht aus zwdlf amphipatischen a-Helices mit einer zentralen hydrophoben
Liganden-Bindetasche (Matias et al.,, 2000). Die Bindung des Agonisten induziert die

Ausbildung der Liganden-abhangigen Transaktivierungsfunktion AF-2, die die Interaktion von
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Koaktivatoren mittels LxxLL- oder FxxLF-Motiven mit der LBD ermdéglicht (Danielian et al.,
1992; Heery et al., 1997; van de Wijngaart et al., 2006). Neben der Ligandenbindung und der
Rekrutierung von Koaktivatoren, ist sie an der Dimerisierung des Rezeptors und der Bindung

von Hitzeschockproteinen beteiligt.

1.1.3 Mechanismus der Aktivierung der Steroidhormonrezeptor-abhangigen
Transkription

Typ I-Rezeptoren liegen generell in inaktiver Form im Cytoplasma an einen dynamischen
Komplex aus Hitzeschockproteinen (Hsp), Co-Chaperonen und Tetratricopeptide-Repeat
(TPR)-enthaltenden Proteinen gebunden vor. Hsp90 und Hsp70 komplexieren den Rezeptor
und verdecken dabei das Kernimportsignal und den Dimerisierungsbereich und halten den
Rezeptor dadurch in einem inaktiven aber zugleich fir Hormone hoch responsiven Zustand
(Pratt und Toft, 1997). Der Rezeptor kann dadurch ohne grof3e Verzdgerung Signale, die zu
seiner Aktivierung fuhren, in die Expression seiner Zielgene umwandeln (Pratt et al., 2004).
Nach Liganden-Bindung migriert der dimerisierte Rezeptor in den Kern, bindet an seine
Response-Elemente und aktiviert die Transkription durch Rekrutierung von Koaktivatoren.
Typ ll-Rezeptoren wie der TR oder RXR sind in Abwesenheit des Liganden bereits am
Response-Element gebunden. Durch die Rekrutierung von Korepressorkomplexen wirken
sie solange repressorisch auf die Genexpression, bis die Anwesenheit des Liganden zur
Abdissoziation der Korepressoren, der Rekrutierung von Koaktivatoren und damit folglich zur
Aktivierung der Transkription fihrt.

Im Folgenden wird am Beispiel des AR die Aktivierung der Genexpression durch
Steroidrezeptoren beschrieben (siehe Abb. 1.2): Der spezifische Ligand des AR ist
Testosteron bzw. Dihydrotestosteron (DHT), welches von der 5-a-Reduktase im Zielgewebe
aus Testosteron gebildet wird. Der Gebrauch von DHT im Zellkulturmodell weist einige
Vorteile auf: So kann es durch die Aromatase nicht wie Testosteron weiter in Estradiol
aromatisiert werden, welches wiederum den ER aktivieren wirde und es ist in den meisten
Geweben das eigentlich wirksame Androgen. Die biologische Aktivitat ist dabei zehnfach
groRer als die von Testosteron (Deslypere et al., 1992). Testosteron ist ein kleines, lipophiles
Molekdal und kann problemlos durch die Plasmamembran diffundieren. Nach der
Umwandlung in DHT und der Bindung in die hydrophobe Tasche der LBD erfolgt eine
Konformationsénderung des Rezeptors, die das Abdissoziieren einiger Hitzeschockproteine
bewirkt. Der AR bildet jetzt ein Homo- oder Heterodimer aus und kann aufgrund der
freigegebenen Kernimportsequenz in den Kern translozieren (Black et al., 2004; Chen et al.,
1997). Der Kernimport wird Gber Importin-o/-B und RanGTP vermittelt, sowie einem von den
Kernimportrezeptoren unabhangigen Weg (Kaku et al., 2008; Cutress et al., 2008). Im Kern

bindet das Rezeptordimer Uber seine DBD an die palindromischen Androgen-Response-
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Elemente (ARE) in Promotor- und Enhancerbereichen seiner Zielgene. Dabei nimmt der
Rezeptor eine Konformation ein, bei der die Transaktivierungsbereiche von NTD und LBD
interagieren und dadurch eine Plattform fir die Rekrutierung von Koaktivatoren ausbilden
(He et al., 1999; Prescott und Coetzee, 2006). Die Bindung der Koaktivatoren und deren
Aktivitaten fuhren zur Auflockerung der Chromatinstruktur. Dies erleichtert die Bindung der
allgemeinen Transkriptionsfaktoren (TF) und damit die Ausbildung des Transkriptions-
initiationskomplexes. Die Rekrutierung der RNA-Polymerase Il fihrt dann zur Expression des

Gens.

Abb.1.2: Schematische Darstellung der Aktivierung der AR-abhéangigen Transkription.

Als Typ-1 Rezeptor liegt der AR in Abwesenheit seines Liganden in inaktiver Form im Cytoplasma vor. Diffundiert
Testosteron durch die Cytoplasmamembran wird es durch die 5a-Reduktase in Dihydrotestosteron (DHT)
umgewandelt. Die Hormonbindung fuhrt zur Dissoziation der Hitzeschockproteine (HSP), der Dimerisierung des
Rezeptors und der Translokation in den Kern. Dort bindet das AR-Dimer an Androgen-Response-Elemente im
Promotorbereich seiner Zielgene. Die Rekrutierung von Koaktivatoren unterstutzt die Anlagerung von
allgemeinen/generellen TF (GTF), dem Mediator-Komplex und dem RNA-Pol II-Holoenzym. Dies resultiert in der
Aktivierung der Transkription des Zielgens.

1.1.3.1 Regulation der Transkriptionsinitiation

Die Transkriptionsinitiation beginnt mit der Ausbildung des Initiationskomplexes. Dazu
interagiert das an das ,Response-Element” gebundene Rezeptordimer (Transkriptions-
aktivator) mit einer Vielzahl an Koaktivatoren sowie allgemeinen TF.

Die allgemeinen (auch basale oder generelle) TF sind ubiquitdr exprimiert und bilden den

basalen Initiationskomplex aus, der die Rekrutierung der RNA-Polymerase Il (RNA-Pol II)
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ermdglicht. TFIID, welcher aus dem TATA-Bindeprotein (TBP) und TBP-assoziierten
Faktoren (TAFs) besteht, bindet innerhalb des Core-Promotors an die TATA-Box. TFIIA und
TFIIB binden dann an TBP, vervollstandigen die Plattform und die RNA-Pol Il wird durch
TFIIF und TFIE an den Promotor geleitet. TFIIH wird rekrutiert und dessen DNA-
Helikaseaktivitat bewirkt die DNA-Doppelstrang-Aufwindung am Transkriptionsstart. Die
Proteinkinaseaktivitat von TFIIH fuhrt zur Phosphorylierung der C-terminalen Doméane der
RNA-Pol Il, wodurch die Lésung der Polymerase vom Promotor und der Ubergang von der

Transkriptionsinitiation zur Elongation erfolgt.

Rolle von Koaktivatoren bei der AR-vermittelten Transkription

Die Interaktion des AR mit der basalen Transkriptionsmaschinerie findet direkt oder Uber
Koregulatoren vermittelt statt (Roeder, 1996). Mittlerweile sind tUber 200 Koregulatoren fir
den AR beschrieben (Ubersicht bei Heemers und Tindall, 2007). Aufgrund der groRen
Anzahl an Koregulatoren und ihren vielfaltigen Funktionen deutet sich an, wie komplex die
AR-abhéngige Transkription reguliert sein muss. Definitionsgemald sind Koregulatoren
Proteine, die durch einen TF rekrutiert werden und aktivierend (Koaktivator) oder inhibierend
(Korepressor) auf dessen Transaktivierung wirken, aber selbst nicht transaktivierend sind.
Koaktivatoren bewirken einerseits eine Auflockerung der Chromatinstruktur durch
posttranslationale Modifikationen der Histone und ATP-abh&ngige Chromatinremodelling-
Prozesse und erleichtern so die Bindung der TF fir folgende Transkriptionsrunden (siehe
1.1.3.2). Die Auflockerung der Chromatinstruktur ist auf3erdem eine Vorraussetzung fur die
DNA-Bindung der allgemeinen TF und ermdglicht dadurch die Rekrutierung der RNA-Pol |l
und des Mediator-Komplexes. Dieser stellt eine Verbindung zwischen dem RNA-Pol ll-
Holoenzym und den Koaktivatoren oder dem Transkriptionsaktivator her und sorgt so fir die
Ausbildung des Transkriptions-initiationskomplexes. Dabei wirkt der Mediator-Komplex
regulierend auf die Initiation, indem er z.B. Enhancer- und Promotorbereiche verbindet
(Kornberg, 2005). Koaktivatoren kdnnen auf3erdem die Faltung, Stabilitat und subzellulare
Lokalisation des AR Uber Interaktion oder posttranslationale Modifikationen regulieren
(Heinlein et al., 2002; Wang et al., 2005). So konnte gezeigt werden, dass der AR Ziel von
Acetylierung, Phosphorylierung, Sumoylierung und Ubiquitinierung ist (siehe 1.1.3.3) (Faus
und Haendler, 2006).

Gleichzeitig stellen Koregulatoren eine Verbindung zu anderen Signaltransduktionswegen
her und binden die AR-abhangige Transkription in den zellularen Kontext ein. Vor allem in
der Entwicklung von Prostatakarzinomen findet eine Beeinflussung der AR-vermittelten
Genexpression durch Wachstumsfaktor-, MAPK-, Cytokin- und WNT-gesteuerte Signalwege
statt (Ubersicht bei Kaarbo et al., 2007).
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Atypische Response-Elemente des AR und Interaktion mit anderen Transkriptions-
faktoren

Neben der beschriebenen Transkriptionsinitiation des AR-Homodimers an kanonischen ARE
von Zielgenen, kdnnen bei Zielgenen mit nicht-kanonischen ARE, die oft nur eine Halbseite
oder ein untypisches AR-Bindemotiv aufweisen, zusatzliche spezifische TF tUber Bindung an
die entsprechenden cis-Elemente bei der Aktivierung der AR-abhangigen Transkription eine
Rolle spielen. Die spezifischen TF regulieren die AR-vermittelte Transkription dabei auf
verschiedene Weisen: Sie kénnen direkt mit dem AR interagieren und beeinflussen dadurch
seine Bindung an das Response-Element oder aber sie binden innerhalb von Enhancer-
oder Silencerbereichen an DNA-Bereiche nahe den Response-Elementen und wirken
regulierend auf die Transkription, indem sie Koregulatoren rekrutieren oder an der
Positionierung der allgemeinen TF und der RNA-Pol Il beteiligt sind. Ein Zusammenspiel des
AR findet sich mit spezifischen TF wie z.B. Foxal (Forkhead box protein Al), Octl (octomer-
binding transcription factor), oder GATA2 (GATA binding protein 2) findet sich z.B. im
Enhancerbereich des AR-Zielgen TMPRSS2 (transmembrane serine protease 2), in dem
einige untypische, aber keine kanonischen, AREs vorkommen (Wang et al., 2007). Die
Kooperation mit spezifischen TF stellt generell eine Moglichkeit dar, Zielgene in einem

spezifischen Zell- oder Gewebekontext gezielt zu exprimieren.

Kommunikation zwischen Promotor und Enhancer

Neben ihrer Rolle beim Chromatinremodelling kommt den Koaktivatoren eine Funktion bei
der Kommunikation von Promotor- und Enhancer-Elementen zu. Durch Interaktion zwischen
Enhancer- und Promotor-gebundenen Faktoren kommt es zu einer rAumlichen Ann&herung
von Promotor- und Enhancer, vermutlich durch Schleifenbildung des dazwischen liegenden
Chromatinbereichs.

Wie der Enhancer auf die vom Promotor ausgehende Transkription wirkt, ist letztlich nicht
ganz verstanden. Ursprungliche Annahmen gingen davon aus, dass die Polymerase
hauptséchlich Uber die generellen TF an den Promotor rekrutiert wird und der Enhancer
diesen Prozess verstarkt, evtl. durch Bildung einer Interaktionsplattform, welche dann die
haufige Assemblierung eines Transkriptionsinitiationskomplexes am Promotor begunstigt.
Neuere Befunde zeigen jedoch, dass die Polymerase auch an Enhancerelemente rekrutiert
wird, offenbar durch die spezifischen TF und ihre Koaktivatoren. Es wird sogar diskutiert,
dass die Polymerase hauptsachlich Uber den Enhancer rekrutiert wird und von dort an den
Promotor gelangt, entweder durch ,Looping“, d.h. direkte Translokation durch Ausbildung
einer Schleife, oder durch sogenanntes ,Tracking“, d.h. Entlanggleiten vom Enhancer Uber
den Zwischenbereich zum Promotor. Im letzten Fall wéare keine direkte Interaktion zwischen

Enhancer und Promotor erforderlich. Man konnte annehmen, dass Uber die Enhancer-
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gebundenen Faktoren eine effizientere Rekrutierung der Polymerase erfolgt als tber die
Promotor-gebundenen basalen TF. Wang etal. (2005) postulieren ein kombiniertes
,Looping/Tracking“-Modell, bei dem eine direkte Interaktion von Koaktivatoren an Promotor
und Enhancer-Elementen stattfindet, die RNA-Pol 1l an den Enhancerbereich rekrutiert wird
und von dort aus entlang des Chromatins zum Promotor gleitet.

Eine weitere Annahme war, dass Enhancer-gebundene Aktivatorproteine, wie der AR, mit
ihren Koaktivatoren relativ statisch wirken, indem sie fur die Dauer ihrer Aktivierung an ihren
Response-Elementen gebunden bleiben und so die Basis flr viele Transkriptionsinitiations-
ereignisse bilden (Hahn, 1998; Wang et al., 2005). Neuere Befunde jedoch, die haupt-
séchlich durch die neue Technik der Chromatin-lmmunprazipitation erarbeitet wurden,
zeichnen ein viel dynamischeres Bild. Danach zeigen zumindest einige der Steroidhormon-
rezeptoren eine zyklische Assoziation und Dissoziation, welche mit Transkriptionszyklen
korreliert. So wurde fur den ER und dessen Koaktivatoren eine zyklische Rekrutierung an
den Cathepsin D- und pS2-Promotor beschrieben (Shang et al., 2000; Metivier et al., 2003).
Shang et al. (2000) beobachteten, dass ca. 45 min nach Bindung des ER an Promotor- und
Enhancerelemente seiner Zielgene eine Dissoziation des Transkriptionsinitiationskomplexes
stattfand, gefolgt von weiteren Transkriptionszyklen. Ebenso zeigte der AR eine zyklische
Rekrutierung an die regulatorischen Bereiche des PSA-Gens (Kang et al., 2002 und 2004;
Welsbie et al., 2009). Diese Befunde werden als ,Promotorclearing” interpretiert, das dem
Freimachen der regulatorischen Elemente fur das Assembly neuer Transkriptionsinitiations-
komplexe dient. Diese Daten lassen vermuten, dass pro Enhancer/Promotor-gebundenem

Rezeptorkomplex nur ein oder wenige Transkriptionsinitiationsereignisse stattfinden.

1.1.3.2 Histonmodifikationen und Chromatinremodelling

Koaktivatoren konnen Uber posttranslationale Histonmodifikationen und Chromatin-
remodelling-Prozesse dynamische Veranderungen der Chromatinstruktur bewirken, die der
Transkriptionsmaschinerie einen Zugang zu regulatorischen Bereichen in Promotor- und
Enhancerelementen von Genen ermdglicht.

Die uber den Transkriptionsaktivator rekrutierten Koaktivatoren kdnnen die N-terminalen
Arme aber auch die globularen Zentren der Histone durch Acetylierung, Methylierung,
Phosphorylierung,  Ubiquitinierung, Sumoylierung, Prolin-lIsomerisierung und ADP-
Ribosylierung posttranslational modifizieren. Diese dynamischen Verdnderungen fihren zu
einer Auflockerung oder Verdichtung der Chromatinstruktur und bilden Bindestellen fir
Chromatin-assoziierte Proteine aus (Spencer und Davie, 1999; Jenuwein et al., 2001,
Kouzarides, 2007). Zu diesen zéhlen neben weiteren Koaktivatoren auch ATP-abhangige
Chromatinremodelling-Komplexe wie SWI/SNF (switch/sucrose nonfermentable), ISWI

(imitation SWI/SNF) und NURD (nucleosome remodeling factor), die einen bestimmten
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Bereich des Chromatins durch die Verdnderung der Position oder Konformation eines
Nukleosoms zugéanglich machen (Vignali et al., 2000; Peterson et al., 2000).

Aufgrund der zahlreichen mdglichen Histonmodifikationen wurde die Histon-Code-Hypothese
aufgestellt (Strahl und Allis, 2000). Diese besagt, dass eine spezifische Kombination der
unterschiedlichen Modifikationen eine Art Code darstellen, der durch Chromatin-bindende
Proteine erkannt wird und der Zelle so fur unterschiedlichste Prozesse wie Genaktivierung
oder Stilllegung, DNA-Reparatur, DNA-Replikation, Mitose/Meiose sowie der Formierung von
Euchromatin und Heterochromatin einen entscheidenden Regulationsmechanismus zur
Verfugung stellt. Ein Uberblick uber die bekannten Modifikationen des N-terminalen Bereichs
von Histon H3 ist in Abb. 1.3 dargestellt:

Globuléares
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Histonmodifikationen des N-terminalen Bereichs von Histon H3.
Dargestellt sind Acetylierungen, Phosphorylierungen und Methylierungen, die wahrend der Transkription, Mitose
und bei der Geninaktivierung (Silencing) am N-terminalen Bereich von Histon H3 auftreten. Methylierungen

kdnnen als Mono-, Di-, oder Trimethylierungen auftreten. Modifiziert nach Nowak und Corces, 2004.

Im Zuge der Transkriptionsaktivierung erfolgt eine kumulative Anh&ufung von Histon-
modifikationen besonders von Histonacetylierungen (siehe Abb. 1.3). Die Histonacetylierung
ist durch Histonacetyltransferasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACSs) reguliert und
korreliert im Allgemeinen mit aktiv transkribierten Genen. Die Acetylierung entfernt positive
Ladungen von den Lysin-Resten und reduziert dadurch die Affinitdt zwischen Histonen und
der negativ geladenen DNA. Dies fihrt zu einer Auflockerung der Chromatinstruktur und
gewahrt der Transkriptionsmaschinerie einen leichteren Zugang zu Promotorregionen. Die
Histonacetylierung und die Acetylierung des AR durch die Histonacetylasen SRC/pl60,
Tip60 (Tat-interacting protein 60 kDa), p300/CBP (E1A binding protein p300/CREB-binding
protein) und PCAF (p300/CBP-associated factor) z&ahlen zu den bisher am besten
verstandenen Funktionen von Koaktivatoren (Gaughan et al., 2002; Fu et al., 2000).

Die Methylierung kann entweder aktivierend oder reprimierend auf die Transkription wirken,
abhéngig von der Position und dem Methylierungsgrad (mono-, di- oder trimethyliert)
(Ruthenburg et al., 2007). Die Methylierung von H3 an Lysin (K)9 und K27 ist eine
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repressorische Modifikation, die zur Geninaktivierung fuhrt und vor allem in dicht gepacktem
Heterochromatin zu finden ist (Kouzarides et al., 2002). Dagegen wirkt die Di- und
Trimethylierung von H3 an K4 (Santos-Rosa et al., 2002) und die Arginin-Methylierung von
H3 an R2, 17 und 26 sowie von Histon H4 an R3 (Wang et al., 2001; Schurter et al., 2001)
transkriptionsaktivierend.

Die Phosphorylierung von H3 an Serin (S)10 wirkt ebenfalls aktivierend. Die
Phosphorylierung von H3S10 durch MSK1/2 (Nuclear mitogen-and stress-activated protein
kinase 1/2) und RSK2 (Ribosomal S6 kinase 2) konnte im Zusammenhang mit der
Aktivierung von NFkB-regulierten Genen und den ,immediate early“-Genen c-fos und c-jun
nachgewiesen werden (Clayton et al., 2000; Sassone-Corsi et al.,, 1999). Fur die AR-
abhangige Transkription konnte eine Phosphorylierung von H3S10 am PSA-Enhancer und
Promotor detektiert werden, die mit der Acetylierung von H3K9 und K14 sowie der
Rekrutierung der RNA-Pol Il korreliert (Kang et al., 2004).

Alle anderen Histonmodifikationen sind in Bezug zur Transkriptionsaktivierung wenig
untersucht. So stellt die Ubiquitinierung eine Modifikation dar, die fur H2AK119 als
reprimierend, fir H2BK120 je nach Kontext als aktivierend oder reprimierend beschrieben ist.
Fir die Monoubiquitinierung von H2BK120 wird ein Zusammenhang mit der Methylierung
von H3K4 und K79 postuliert, die mit aktiv transkribiertem Chromatin korreliert (Osley, 2006;
Weake und Workman, 2008).

1.1.3.3 Posttranslationale Modifikationen des AR

Posttranslationale Modifikationen des AR wie Acetylierung, Phosphorylierung, Sumoylierung
und Ubiquitinierung stellen neben dem Zelltyp-spezifischen Kofaktor-Repertoire und den
unterschiedlichen Chromatinmodifikationen an den regulatorischen Elementen der Zielgene
einen wichtigen Regulationsmechanismus fur die Spezifitét und Aktivitat des Liganden-
abhangigen AR dar (Ubersicht bei Faus und Haendler, 2006). Die Modifikationen des
Rezeptors verdndern dessen Aktivitat, Stabilitat, subzellulare Lokalisation sowie Interaktion

mit anderen Proteinen.

Phosphorylierung, Acetylierung und Sumoylierung

Die Phosphorylierung ist dabei die am besten untersuchte posttranslationale Modifikation
des AR. Gioeli et al. (2002) konnten sieben in vivo Phosphorylierungsstellen (AS 16, 81, 94,
256, 308, 424, 650) des AR identifizieren, die auf Behandlung mit unterschiedlichen
Agonisten hin, alle bis auf AS 94 Androgen-abhéngig phosphoryliert wurden. Sie folgerten
daraus, dass der AR ein Knotenpunkt innerhalb der Signaltransduktionswege darstellt, der
durch unterschiedliche duR3ere Signale und die entsprechenden Kinasen, Phosphatasen und

Effektorproteine reguliert wird. Mittels in-vitro-Kinaseassays konnten die MAPK (ERK2,
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Extracellular signal-regulated kinase 2) (Yeh et al., 1999), Akt (Lin et al., 2001) und CDK1
(cyclin-dependent kinase 1) (Chen S. et al., 2006) als AR-Kinasen identifiziert werden.

Die Acetylierung des AR erfolgt in der ,Hinge“Region an AS 630-633 durch die
Histonacetyltransferasen Tip60, P/CAF und p300 (Fu et al.,, 2000). Sie beeinflusst die
subzelluldre Lokalisation, Interaktion mit weiteren Koaktivatoren und wirkt stimulierend auf
die Aktivitat des AR (Thomas et al., 2004; Fu et al., 2003).

Die Sumoylierung des AR erfolgt Hormon-abhéngig an K386 und K520 durch Ubc9
(Ubiquitin conjugating enzyme 9) und E3-Ligasen der PIAS (Protein inhibitor of activated
signal transducer and activator of transcription)-Familie (Poukka et al., 2000; Nishida et al.,
2002). Die Sumoylierung wirkt hauptsachlich reprimierend auf die Aktivitat des AR. So ist
z.B. die Korepressor-Funktion von Daxx (death-associated protein 6) abhdngig von der
Sumoylierung des AR (Lin et al., 2004). Entsprechend erhdht die Desumoylierung des AR
durch die SUMO-spezifische Protease SENP1 die AR-abhangige Transkription der FKBP51-
und Probasin-Gene (Kaikkonen et al., 2009).

Ubiquitinierung

Abhangig von der Lange und der Verzweigung der angeflgten Ubiquitinkette kann der AR
zum proteasomalen Abbau markiert oder aber in seiner Aktivitat reguliert werden. So stellen
K48-verkniipfte Ubiquitinketten das Signal zum Abbau dar, wahrend K6-angeheftete
Ubiquitinketten den proteasomalen Abbau verhindern kdnnen (Shang et al., 2005). K63-
Verkniupfungen konnten Funktionen in DNA-Reparatur (Spence et al., 1995), Kinase-
aktivierung (Deng et al, 2000) und Endozytose (Bonifacino und Weissman, 1998)
zugeschrieben werden. Die Anheftung der Ubiquitin-Molekile erfolgt dabei Uber einen
Dreischritt Mechanismus der die sequentielle Aktivitat von E1-, E2- und E3-Enzymen
voraussetzt (Ciechanover et al., 2000): Das E1-Enzym bindet und aktiviert ATP-abhangig
das Ubiquitin-Molekul, die E2-Ubiquitin-Konjugase Ubernimmt dieses vom E1-Enzym und
Ubertragt es auf einen Lysinrest im Zielprotein. Die E3-Ubiquitin-Ligase vermittelt die
Substratspezifitdt, indem sie die Verbindung zwischen dem Substratprotein und der E2-
Ubiquitin-Konjugase vermittelt. Abhéngig von der Anzahl angeflgter Ubiquitin-Molekile
unterscheidet man zwischen Mono-, Oligo- und Polyubiquitinierung. Die Monoubiquitinierung
des AR beeinflusst dessen intrazellulare Verteilung und stellt vermutlich die transkriptions-
aktive Form des AR dar (Burgdorf et al., 2004). Demgegenuber markieren Lysin48-
verknupfte Polyubiquitin-Ketten den AR zum proteasomalen Abbau.

Fur den AR sind mit E6-AP, Mdm2, PIRH2, SNURF/RNF4, RNF6 und CHIP diverse E3-
Ligasen beschrieben (Ubersicht bei Heemers und Tindall, 2007). Fir Mdm2 konnte gezeigt
werden, dass es Phosphorylierungs-abhangig die Polyubiquitinierung des AR induziert und
dadurch dessen Abbau bewirkt (Lin et al., 2002). Eine andere Studie konnte Mdm2 am PSA-
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Promotor in Assoziation mit AR und HDAC1 detektieren, wobei die Deacetylaseaktivitat von
HDAC1 die Ubiquitinierung des AR durch Mdm2 erleichtert (Gaughan et al., 2005). Die
Ubiquitinierung des AR an K845 und K847 durch die E3-Ligase RNF6 (RING finger protein
6) ermdglicht eine selektive Bindung des AR an spezifische Promotorbereiche und dient
gleichzeitig als Bindestelle fir Koaktivatoren, so dass die Aktivitat des AR erhdht wird (Xu et
al., 2009). Da gezeigt werden konnte, dass die Inhibition des Proteasoms durch MG132
produktive Runden der AR-abhangigen Transkription am PSA-Promotor verhindert und die
S1-Untereinheit des 19S Proteasoms mit einer &hnlichen Assoziationskinetik wie die des AR
am aktiven PSA-Promotor nachgewiesen wurde, scheint der Abbau des Rezeptors fir die
Aufrechterhaltung der Transkription erforderlich zu sein (Kang et al, 2002). Der
Ubiquitinierungsstatus des AR wirkt sich somit auf Aktivitdt und Abbau sowie die Spezifitat

fur bestimmte Zielgene aus.

1.2 Die AR-Koaktivatoren ZIPK und AATF

Von unserer Arbeitsgruppe wurde mit AATF (apoptosis-antagonizing transcription factor)
zunachst ein TF identifiziert, der aktivierend auf die AR-abh&ngige Transkription wirkte
(Leister et al., 2003). In weiteren Studien wurden Interaktionspartner von AATF auf ihr
transaktivierendes Potential untersucht und mit ZIPK (zipper interacting protein kinase),
TSG101 (tumor susceptibility gene 101) und Blos2 (Kurzform von BLOC1S2, biogenesis of
lysosome-related organelles complex 1 subunit 2) konnten neue Koaktivatoren des AR
beschrieben werden (Leister et al., 2008; Burgdorf et al., 2004; Felten et al., 2008). Alle

Versuche basierten dabei auf der ektopischen Expression von Proteinen der Ratte.

1.2.1 Die ZIPK

Die ZIPK wurde 1998 unabhéngig von zwei Arbeitsgruppen entdeckt. Die humane ZIPK
wurde Uber das Hefe-Zwei-Hybrid-System als Interaktionspartner des TF ATF4 (Activating
transcription factor 4), einem Mitglied der ATF/CREB (cAMP-response element binding
proteins)-Familie entdeckt und aufgrund der Interaktion Uber das C-terminale Leucin-Zipper-
Motiv als ,Zipper Interacting Protein Kinase* (ZIPK) bezeichnet (Kawai et al., 1998).
Zeitgleich wurde auf der Suche nach Proteinkinasen, die an der Wachstumskontrolle beteiligt
sind und durch den Transformationsprozess von SV40 aktiviert werden, aus einer Ratten
cDNA-Bank die DIk (DAP-like kinase) isoliert. Sie erhielt ihren Namen aufgrund der 80 %
Homologie zur katalytischen Doméane der DAP-Kinase (Kdgel et al., 1998).

Bei der Familie der ubiquitar exprimierten DAP-Kinasen handelt es sich um Serin/Threonin-

Kinasen, die aufgrund ihrer Sequenzhomologie der N-terminalen katalytischen Doméne einer
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Familie zugeordnet werden (siehe Abb. 1.4). Die Benennung erfolgte nach der zuerst
entdeckten DAPK (Death associated Protein Kinase) (Deiss et al., 1995). Die DAPK ist eine
Ca?*/Calmodulin (CaM)-abhangige Kinase, die eine Rolle im INF (Interferon)-y-, TNF (Tumor
necrosis factor)-a- und TGF (Transforming growth factor)--induzierten Zelltod spielt (Cohen
et al., 1997; Inbal et al., 1997). Neben der DAPK umfasst die Familie vier weitere Mitglieder:
die in unserer Arbeitsgruppe entdeckte DIk auch als DAPK3 oder ZIPK bezeichnet (Kogel et
al., 1998; Kawai et al., 1998), die DAPK2 (DAP kinase 2) oder DRP-1 (DAP-related kinase)
(Kawai et al., 1999; Inbal et al., 2000), DRAK1 und DRAK2 (DAPK related apoptosis-
inducing kinase 1 und 2) (Sanjo et al., 1998).

DAPK2 und ZIPK weisen gegentiber der DAPK eine 83,3 % bzw. 79,8 % Sequenzhomologie
der katalytischen Doménen auf. Die entfernter verwandten Kinasen DRAK1 und DRAK2 sind
dagegen nur zu 48,5 % bzw. 51,9 % homolog zur Kinasedomane der DAPK (Sanjo et al.,
1998).

CAM
o [ | ]
CAM
DAPK2/DRP-1 KD
Lz
DAPK3/DIk/ZIPK KD
DRAK1 KD
DRAK?2 KD
500 AS

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der funf Mitglieder der DAP-Kinase Familie.

KD bezeichnet die unter allen Familienmitgliedern hoch konservierte katalytische Domé&ne. CAM stellt die
Ca2+/CaImoduIin-Binderegion dar. Die DAPK besitzt zusatzlich eine Domane mit mehreren Ankyrin-Repeats
(ANK), eine Cytoskelett-bindende Region (CYT) und eine Todesdoméane (DD). Die ZIPK besitzt als einziges
Familienmitglied ein C-terminales Leucin-Zipper-Motiv (LZ). Modifiziert nach Kdgel et al., 2001.

Die C-terminalen Regionen der Kinasen sind nicht konserviert. DAPK und DAPK2 enthalten
eine Ca*/Calmodulin-Binderegion. Zusétzlich besitzt die DAPK acht Ankyrin-Repeats, eine
Cytoskelett-bindende Region und eine sogenannte Todesdomaéane, auf der unter anderem
ihre pro-apoptotische Funktion beruht. Die ZIPK weist als einziges Mitglied dieser Familie ein
C-terminales Leucin-Zipper-Motiv auf, Gber welches eine Homo- sowie Heterodimerisierung
erfolgen kann. Die Kinasen DRAK1 und DRAK2 besitzen im C-Terminus keine bekannten

Strukturmotive.
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Die humane ZIPK umfasst 454 AS, die murine 448 AS. Die 52 kDa grof3en Proteine
bestehen aus einer N-terminalen katalytischen Doméne (AS 13-275), einer Argininreichen C-
terminalen Region mit Leucin-Zipper-Motiv (AS 427-441(human) bzw. AS 411-448 (murin))
und vier putativen Kernlokalisationssequenzen. Es konnte fur die murine ZIPK gezeigt
werden, dass die Kernlokalisationssequenz 4 (AS 405-410) fur den Kerntransport
verantwortlich ist (Kogel et al., 1999).

Evolutiondr betrachtet handelt es sich bei der ZIPK um ein hochkonserviertes Protein vom
Zebrafisch bis hin zum Menschen mit Sequenzdivergenzen des murinen Orthologs (Shoval
et al.,, 2007). Einer der sequenzspezifischen Unterschiede beeinflusst die subzellulare
Lokalisation der Kinasen. So wurde fir die humane ZIPK eine (berwiegend
cytoplasmatische Lokalisation, mit einem geringen Anteil an Zellen mit diffuser
Kernlokalisation beschrieben (MacDonald et al., 2001b; Komatsu & lkebe, 2004; Shoval et
al., 2007). Die Mutation der Phosphorylierungsstellen T299 und T300 zu Alanin fuhrte zu
einer Relokalisation der humanen Kinase aus dem Cytoplasma in den Kern (Graves et al.,
2005). In der murinen Kinase sind diese Aminosauren nicht konserviert, so dass die murine
Kinase eine uUberwiegende Kernlokalisation aufweist. Dort assoziiert sie mit diskreten
Punkten, sogenannten ,Speckles”, welche wiederum partiell mit PML-NBs (promyelocytic
leukemia nuclear bodies) kolokalisieren (Kogel et al., 1998; Kawai et al., 2003). PML-NBs
sind dynamische subnukledre Mikrodoméanen, denen eine Funktion in der
Apoptoseregulation, Transkriptionsregulation, Tumorsuppression, Wachstumskontrolle und
Chromatinstrukturierung zugeschrieben wird (Ubersicht bei Salomoni und Pandolfi, 2002).
Die Ubiquitinierung der ZIPK durch die Ubiquitin-Konjugase UbcH5 fihrt zu einer
gesteigerten Akkumulation in PML-NBs, ohne die Proteinlevel der ZIPK zu beeinflussen
(Ohbayashi et al., 2008).

Die Regulation der Aktivitat der ZIPK erfolgt hauptsachlich durch Phosphorylierung und zwar
sowohl durch Autophosphorylierung als auch durch andere Kinasen. Es sind sechs
Autophosphorylierungsstellen beschrieben, von denen T180, T225 und T265 fir eine
vollstandige Aktivitat notwendig sind (Haystead 2005; Graves et al., 2005). Die
Phosphorylierung von T299 reguliert die subzellulare Lokalisation der ZIPK. Der T306- und
S311-Autophosphorylierung konnte noch keine Funktion zugeordnet werden. Neben der
Autophosphorylierung wird die ZIPK als Substrat der DAPK an mindestens sechs Stellen
(T299 und S309, 311, 312, 318, 326) von dieser phosphoryliert (Shani et al., 2004). Ein
funktionaler Aspekt der Phosphorylierung der ZIPK durch die DAPK findet sich in der
Regulation der Expression von Entziindungsgenen. IFN-y aktiviert eine Kinase-Kaskade, in
deren Verlauf die DAPK die ZIPK phosphoryliert, welche wiederum das ribosomale Protein
L13a phosphoryliert. L13a wird vom Ribosom freigesetzt und es folgt die translationale

Stilllegung von GAIT-Element (IFN-gamma-activated inhibitor of translation)-enthaltenden
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MRNAs. Da die mRNAs beider Kinasen 3'UTR-GAIT-Elemente aufweisen, werden sie
mittels Rickkopplungshemmung inhibiert, wodurch der Zelle ein wichtiger Mechanismus zur
Kontrolle der Entziindungsantwort zur Verfigung steht (Mukhopadhyay et al., 2008).

Eine weitere Regulation der Aktivitat der ZIPK erfolgt durch ROCK1 (Rho kinase 1). ROCK1
phosphoryliert die ZIPK in vitro an T265 und 299. Dies fuhrt zu einer gesteigerten Aktivitat
der ZIPK (Hagerty et al., 2007).

1.21.1 Substrate und Interaktionspartner der ZIPK

Zu den Substraten der ZIPK z&hlen in vitro die leichte Kette von Myosin Il (MLC, myosin light
chain) (Komatsu und lkebe, 2004), die Histone H2A, H3 und H4 (Kdgel et al., 1998; Preuss
et al., 2003b), sowie a- und B-Tubulin (Preuss et al., 2003a). AuRerdem gehéren das pro-
apoptotische Protein Par-4 (prostate apoptosis response-4) (Page et al., 1999a), der TF
STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) (Sato et al., 2005), das Myosin-
Phosphatase-Bindeprotein MYPT1 (myosin phosphatase targeting protein-1) (MacDonald et
al., 2001), der Myosin-Phosphataseinhibitor CPI-17 (MacDonald et al., 2001), das
ribosomale Protein L13a (Mukhopadhyay et al., 2008) und die Splei3ingfaktoren SC35 und
ASF/SF2 (Engemann et al., 2002; Engemann Dissertation, 2006) zu den in-vitro-Substraten
der ZIPK. Weiterhin sind Peptide des p53-Regulators Mdm2 (murine double minute 2) und
des Cdk-Inhibitors p21°™* als in-vitro-Substrate beschrieben (Burch et al., 2004).

Aufgrund der wachsenden Zahl an bekannten Phosphorylierungsstellen in Substraten der
ZIPK lasst sich die Konsensussequenz (R/K)XY(S/T)Y ableiten, wobei X fir eine beliebige
Aminosaure, aber bevorzugt Arginin oder Lysin und Y fur eine beliebige Aminoséure, aul3er
Prolin oder saure Reste steht (Scheidtmann, 2007). Am Beispiel von Mdm2 und STAT3 zeigt
sich jedoch, dass die Substrat-Spezifitat auch von strukturellen Gegebenheiten beeinflusst
wird. So werden Mdm2-Peptide stark phosphoryliert, das Protein jedoch nur sehr schwach
(Burch et al., 2004) und in STAT3 entspricht die Phosphorylierungsstelle S727 nicht der
Konsensussequenz, wird aber durch die ZIPK phosphoryliert (Sato et al., 2005).

Bisher bekannte Interaktionspartner der murinen ZIPK sind die Transkriptionsfaktoren AATF
(apoptosis antagonizing transcription factor) (Page et al., 1999b), STAT3 (Sato et al., 2005)
und ATF4 (Kawai et al., 1998). Daneben sind MYPT1 (MacDonald et al., 2001; Endo et al.,
2004), Daxx (death-associated protein 6) (Kawai et al., 2003), CDC5 (cell division cycle 5)
(Engemann et al., 2002), y-Tubulin (Preuss et al., 2003a), der AR (Leister et al., 2008) und
die Ubiquitin-Konjugase UbcH5c (Ohbayashi et al., 2008) beschrieben. Par-4 wurde als
Interaktionspartner der murinen ZIPK identifiziert (Page et al., 1999a), jedoch konnte diese
Interaktion fir die humane Kinase nicht bestatigt werden (Shoval et al.,, 2007). Fur die

humane Kinase wurden Interaktionen mit dem AR (Leister et al., 2008), DAPK (Shani et al.,
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2004), ROCK1 (Hagerty et al., 2007), ATF4 (Kawai et al., 1998) und p21“"* (Burch et al.,
2004) beschrieben.

1.2.1.2 Funktionen der ZIPK

Anhand der bekannten Interaktionspartner und Substrate kénnen der ZIPK Funktionen in der
Apoptoseregulation, Zellmotilitdt, Immunantwort (siehe 1.2.1), Mitose und Transkriptions-

regulation zugeordnet werden (Ubersicht bei Scheidtmann, 2007):

Apoptose

Die Koexpression der murinen ZIPK mit dem pro-apoptotische Protein Par-4 16st Apoptose
aus. Par-4 rekrutiert die kernstandige murine ZIPK ins Cytoplasma, wo beide Proteine am
Aktincytoskelett kolokalisieren. Die Assoziation mit den Aktinfilamenten bewirkt eine starke
Kontraktion und Umstrukturierung der Aktomyosinfilamente (Page etal., 1999a). Die
Apoptoseauslosung ist dabei abhangig von der Phosphorylierung von Par-4 an T155 durch
die ZIPK (Boosen et al., 2009). Der Transkriptionsfaktor AATF wurde als Gegenspieler der
durch Par-4 und muriner ZIPK-vermittelten Apoptose beschrieben, wobei der zugrunde
liegende Mechanismus unbekannt ist. Es wurde vermutet, dass AATF direkt oder indirekt an
der Regulation des pro-apoptotische Potentials von Par-4 beteiligt ist (Page et al., 1999b).
Ferner konnte gezeigt werden, dass die murine ZIPK im Kern zusammen mit den pro-
apoptotische Proteinen Daxx und Par-4 in PML-NBs kolokalisiert und von dort durch
Aktivierung von Caspasen Apoptose auslésen kann (Kawai et al., 2003).

Die humane ZIPK kann Par-4-unabhdngig Apoptose ausltsen. Mdglicherweise wird sie
durch die DAPK aktiviert und phosphoryliert dann, wie auch die murine ZIPK, die
regulatorische leichte Kette von Myosin Il (MLC). Die MLC Phosphorylierung wird dabei in
Zusammenhang mit dem ,membrane blebbing" in apoptotischen Zellen gebracht (Mills et al.,
1998; Haystead, 2005).

Da sowohl fur ZIPK (Sato et al., 2005; Leister et al., 2008) als auch fur Par-4 (Gao et al.,
2006), AATF (Leister et al., 2003) und Daxx (Lin et al., 2004) Funktionen als Koregulatoren
von Transkriptionsfaktoren beschrieben sind, wére auch eine Regulation Uber eine gezielte

Aktivierung oder Repression von Apoptose-relevanten Genen denkbar.

Assoziation mit dem Cytoskelett und mitotischen Strukturen

Die ZIPK ist an der Regulation des Aktincytoskeletts, der Zellpolaritat, der Zellmotilitat und
Cytokinese beteiligt (Murata-Hori et al., 2001; Komatsu und Ikebe, 2004). Hierbei scheint der
Einfluss der ZIPK Uber den Phosphorylierungsstatus von MLC auszugehen. Sie kann zum
einen MLC direkt phosphorylieren oder aber die Dephosphorylierung von MLC verhindern.
Dazu interagiert die ZIPK mit MYPT1, einer Untereinheit der Protein Phosphatase 1c (PP1c)
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und phosphoryliert MYPT1 an T696, wodurch die Phosphataseaktivitat inhibiert und dadurch
die MLC Phosphorylierung erhéht wird (MacDonald et al., 2001a; Endo et al., 2004). Parallel
wird CPI-17, ein Inhibitor der Myosin-Phosphatase, durch Phosphorylierung durch die ZIPK
aktiviert (MacDonald et al., 2001b). Dies fiuhrt in glatten Muskelzellen zu einer erhdhten
Kontraktion.

Wahrend der Mitose assoziiert die ZIPK mit unterschiedlichen mitotischen Strukturen und
zeigt dabei ein &hnliches Lokalisationsmuster wie die Mitglieder des ,Chromosomal
Passenger’ Komplexes. Murine ektopisch exprimierte GFP-ZIPK kolokalisiert wahrend des
gesamten Zellzyklus mit den Centrosomen, wo sie mit y-Tubulin interagiert. Von der friihen
Prophase bis zur Anaphase assoziiert sie mit Centromeren. Hier liegt sie kolokalisiert mit
phosphoryliertem CENP-A und an T11 phosphoryliertem Histon H3 vor (Preuss et al.,
2003b). Von der Telophase bis zur Cytokinese kolokalisiert die ZIPK mit dem kontraktilen
Ring speziell mit an S19 phosphorylierter MLC. Die Expression von Deletionsmutanten oder
die Herunterregulation durch siRNA fihrt jeweils zu mehrkernigen Zellen, was der ZIPK eine
wichtige Funktion in der Cytokinese, vermutlich bei der MLC-Phosphorylierung, zukommen
lasst (Manderscheid und Scheidtmann, in Vorbereitung). Fur die endogene humane ZIPK
konnte die Lokalisation an den Centrosomen, den Centromeren, der mitotischen Spindel
sowie am kontraktilen Ring und Mittelkbrperchen bestatigt werden (Brinckmann,
Diplomarbeit 2007; Conradi, Dissertation 2009).

Transkriptionsregulation

Fur eine Beteiligung der ZIPK an der Transkriptionsregulation spricht ihre Interaktion mit
verschiedenen Koregulatoren, Transkriptions- und Spleif3faktoren.

Ausgangspunkt dieser Arbeit war der Befund, dass die murine ZIPK einen koaktivierenden
Einfluss auf die AR-vermittelte Transkription austibt. Dabei wird die Hormon-abhangige
Interaktion mit dem AR durch die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor AATF stabilisiert.
Auf AATF wird im folgenden Abschnitt (1.2.2) aufgrund seiner Relevanz fir diese Arbeit
ausfuhrlich eingegangen. In Reportergenstudien konnte neben ihrem koaktivierenden Effekt
auf die AR-abhangige Transkription auch ein aktivierender Effekt auf p53-abh&ngige
Promotoren nachgewiesen werden. Der Mechanismus, wie die ZIPK ihre Koaktivatorfunktion
ausubt, ist unbekannt bis auf die Tatsache, dass dafir ihre Kinaseaktivitat essentiell ist. Da
weder der AR noch AATF Substrate der ZIPK sind (Leister et al., 2008; Page et al., 1999b)
Ubt sie méglicherweise durch Phosphorylierung von Chromatinproteinen einen Einfluss auf
die Transkriptionsinitiation aus. Als potentielles Substrat kommt Histon H3T11 in Frage,
welches in vitro durch ZIPK phosphoryliert wird (Preuss et al., 2003b).

Die erste funktionelle Beteiligung der murinen ZIPK an Transkriptionsprozessen wurde fur

den TF STAT3 beschrieben, der sowohl Interaktionspartner als auch Substrat der ZIPK ist.
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STAT3 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von Zellwachstum, Apoptose und
Transformationsprozessen. Es ist in vielen Tumoren konstitutiv aktiv und Iasst sich somit als
Onkogen Klassifizieren. Interleukin-6 aktiviert den Jak/STAT-Signalweg in dessen Ablauf die
ZIPK mit STAT3 interagiert, es an S727 phosphoryliert und dadurch dessen transkriptionelle
Aktivitat verstarkt (Sato et al., 2005). Da fur den AR, p53 und STATS3 eine Beteiligung an der
Regulation der p21-Expression beschrieben ist und alle drei TF durch ZIPK koaktiviert
werden, kdnnte sich ein mdglicher Konvergenzpunkt in der Regulation der p21-Expression
abzeichnen (Tang et al., 2009; Macleod et al., 1995; Hawthorne et al., 2009).

Der Interaktionspartner ATF4, tber den die humane ZIPK isoliert wurde (Kawai et al., 1998),
ist ein Mitglied der ATF/CREB-Transkriptionsfaktor-Familie, die eine Rolle bei der ER
(Endoplasmatisches Retikulum)-Stressantwort spielt (Rutkowski et al., 2004; Rzymski et al.,
2009). Kawai et al. (1998) konnten die Interaktion in vivo zwar bestéatigen, ein funktionaler
Aspekt der Interaktion wurde aber nicht weiter untersucht.

Der Interaktionspartner Par-4 wurde urspringlich bei der Suche nach Genen identifiziert, die
nach Apoptoseinduktion in Androgen-unabhangigen Prostatakarzinomzellen hochreguliert
wurden (Sells et al., 1994). Fur Par-4 ist einerseits eine Funktion als Korepressor des TF
WT1 (Wilms tumor 1) (Johnstone et al., 1996) andererseits als Koaktivator des AR
beschrieben (Gao et al., 2006). Interessanterweise konnten Guo und Xie (2004) auch eine
direkte Interaktion von AATF und Par-4 in Nervenzellen zeigen. AATF verhindert dabei die
durch Par-4 induzierte Produktion und Sekretion des AB42-Peptids unter apoptotischen
Bedingungen (Guo und Xie, 2004). Die untereinander stattfindenden Interaktionen sprechen
fur eine mogliche (funktionelle) Kooperation auch in Transkriptionsprozessen.

Der Transkriptions- und SpleiBingfaktor CDC5 interagiert mit der ZIPK und kolokalisiert mit
dieser in PML-NBs. CDCS5 ist moglicherweise am G2/M-Ubergang durch SpleiRen von pre-
MRNASs speziell der von a-Tubulin beteiligt (Burns et al., 2002). CDC5 wird zwar nicht von
der ZIPK phosphoryliert, mit SC35 und SF2/ASF konnten jedoch weitere Splei3faktoren
identifiziert werden, die durch die ZIPK in vitro phosphoryliert werden (Engemann et al.,
2002).

1.2.2 Der Transkriptionsfaktor AATF

AATF wurde als Interaktionspartner der murinen ZIPK aus einer Rattenfibroblasten cDNA-
Bank isoliert. Da AATF der durch DIk und Par-4-vermittelten Apoptose entgegenwirkt, wurde
es ,Apoptosis Antagonizing Transcription Factor* genannt (Page et al., 1999b). AATF ist ein
523 Aminosauren umfassendes, ubiquitdar exprimiertes Protein, fur das sich hoch
konservierte Orthologe vom Menschen (Chel, 75 % homolog) tUber die Maus (Traube, 95 %)
bis zur Hefe (37 % homolog) finden (Fanciulli et al., 2000; Lindfors et al., 2000; Thomas et
al., 2000).
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Der N-terminale Bereich des Proteins enthalt zwei extrem saure Bereiche (AS 20-49, 107-
170), die durch eine Serin/Threonin-reiche Region getrennt werden. AuRerdem weist AATF
ein Leucin-Zipper-Motiv (AS 239-260), ein Kernlokalisationssignal (um AS 300), mehrere
putative Phosphorylierungsstellen fir die Proteinkinasen CKIl, PKA und PKC, drei LxxLL-
Motive (AS 11-15, 246-250, 483-487) und eine Sequenz, die zum Large-T-Protein des
Polyomavirus SV40 homolog ist (AS 272-295), auf (siehe Abb. 1.5) (Page et al., 1999b).

Saure Saure L_eucin-
1 Domane | Domane Il Zipper 523
] i [
LX1 CR1 LX2 LT-homologer CR2 CR3LX3

Bereich mit NLS

Abb. 1.5: Schematische Darstellung von AATF.

Das Polypeptid aus der Ratte umfasst 523 AS, das humane 558 AS. Gelb sind die beiden N-terminalen sauren
Domaénen eingezeichnet. Die drei LxxLL-Motive sind rosa markiert. Die Lage des Leucin-Zippers (orange), die
Kernimportsequenz (schwarz), sowie der LT-homologe Bereich (grau) sind eingezeichnet. Die drei
hochkonservierten Bereiche (CR1-3) sind in hellgrin dargestellt. Die GrofRe der jeweiligen Domaéane ist
proportional zur Léange in Aminoséuren. Modifiziert nach Leister et al. (2003).

Aufgrund der Strukturmerkmale und seiner nuklearen Lokalisation wurde fur AATF eine
Funktion als TF postuliert. Dies lie3 sich durch die starke Transaktivierungsaktivitat eines
Gal4-DBD-AATF-Fusionsproteins in einem Hefe-2-Hybrid-Versuch bestétigen (Page et al.,
1999b). Die sauren Domé&nen im N-Terminus sind charakteristisch fur TF wie VP16 (Tumbar
et al., 1999) und BRCA (Hu et al., 1999). Ihnen wird dabei eine Funktion im Chromatin-
remodelling zugeschrieben. Daneben weist AATF drei LxxLL-Motive auf, die charakteristisch
fur Koaktivatoren von Nuklearrezeptoren sind (Heery et al., 1997). Es konnte gezeigt
werden, dass AATF Uber die LxxLL-Motive 1 und 3 mit dem AR Hormon-abhangig interagiert
und auflerdem in vitro mit dem ER und GR interagieren kann. Auf die AR- und GR-
vermittelte Reportergenexpression wirkt AATF dabei aktivierend (Leister et al., 2003 und
2008). Moglicherweise ubt AATF im Zusammenspiel mit anderen Koaktivatoren wie der
Histonacetyltransferase p300 (Leister et al., 2003), oder als Adapter zwischen spezifischen
und allgemeinen TF seine transaktivierende Wirkung aus.

Da das humane AATF als Interaktionspartner der RNA-Pol Il Untereinheit 11 isoliert wurde,
kénnte AATF eine Rolle bei der Positionierung der RNA-Pol Il ibernehmen (Fanciulli et al.,
2000). Inwieweit es sich in vivo um eine funktionelle Interaktion von AATF mit der RNA-Pol Il
handelt ist allerdings fraglich, da die Deletion des Polymerase-Bindebereichs innerhalb von
AATF keinen Effekt auf die koaktivierende Wirkung auf den AR aufwies (Sarah Appel,
Diplomarbeit, 2004).

AATF interagiert auRerdem mit den Transkriptionsfaktoren Rb/E2F (Fanciulli et al., 2000;
Bruno et al., 2002) und SP1 (Di Padova et al., 2003). Es konkurriert mit der



Einleitung 19

Histondeacetylase HDAC1 um die Bindung an SP1 oder die Pocket-Region von Rb. Das
Tumorsuppressorprotein Rb seinerseits wirkt als Repressor auf die Zielgene von EZ2F,
solange es im Komplex mit der Histondeacetylase vorliegt (Brehm et al., 1998). Durch
Verdrédngung der HDAC1, die eine Verdichtung des Chromatins durch Entfernung von
Acetylresten von Histon H3 bewirkt, kann die Repression der E2F-abhangigen Gene
aufgehoben werden. AATF spielt somit eine wichtige Rolle bei der Restriktionspunkt-
Steuerung und damit beim Ubergang von der G1 in die S-Phase des Zellzyklus (Fanciulli et
al., 2000; Bruno et al., 2002). Die Herunterregulierung von AATF bei der TGF-B-induzierten
Differenzierung (Lindfors et al., 2000), sowie in bestimmten Tumorzelllinien (Di Padova et al.,
2003) sind weitere Aspekte, die fur eine Beteiligung von AATF an der Zellzykluskontrolle
sprechen.

Far AATF wurde auch eine wichtige Rolle in der DNA-Schadenskontrolle gefunden (Bruno et
al., 2006 und 2008; De Nicola et al., 2007; Di Certo et al., 2007). Nach UV-Bestrahlung
erfolgt eine Interaktion und Phosphorylierung von AATF mit den Checkpoint-Kinasen ATM
(ataxia telangiectasia mutated protein) und Chk2 (checkpoint kinase 2). Die
Hyperphosphorylierung fuhrt zur Akkumulation von AATF, welches von E2F-abhangigen-
Promotoren abgezogen wird und stattdessen an die Promotoren von p53 und p21 rekrutiert
wird. Durch die Expression des CDK-Inhibitors p21°™*
p53 nimmt AATF Einfluss auf den G2/M-Kontrollpunkt. Die AATF-Proteinlevel werden nach

und die Repression von CDC25 durch

Apoptose-Induktion durch Pin-1 (peptidyl-prolyl isomerase 1) reguliert, welches die Struktur
von AATF modifiziert, wodurch AATF mit Mdm2 interagieren kann und durch dieses fir den
proteasomalen Abbau markiert wird (De Nicola et al., 2007).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Maus Ortholog ,Traube” essentiell fir die
Proliferation wahrend der frihen Embryogenese ist (Thomas et al., 2000). Ein Knockout des
murinen AATF ist embryonal letal mit dem Tag 3,5. Thomas et al. (2000) vermuten, dass
AATF an der Auflockerung der Chromatinstruktur beteiligt sein kénnte und somit bei
zerstortem AATF-Lokus keine eigene Transkriptionssteuerung erfolgen kann. Zum Phanotyp
der Mutante gehért au3erdem ein Mangel an Ribosomen, stark vergroRerte Vesikel, sowie

ein fehlendes intaktes Aktinfilamentsystem.

Interaktion und Kooperation von AATF mit TSG101

Auf der Suche nach neuen Interaktionspartnern von AATF wurden von Sven Burgdorf mit
TSG101 (tumor susceptibility gene 101) und Blos2 (Kurzform von BLOC1S2, biogenesis of
lysosome-related organelles complex 1 subunit 2) Interaktionspartner isoliert, die einen
aktivierenden Einfluss auf die AR-vermittelte Transkription ausiiben (Burgdorf et al., 2004;
Felten et al., 2007).
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TSG101 wurde erstmals auf der Suche nach putativen Tumorsuppressorproteinen
identifiziert. Die Inaktivierung von TSG101 fihrte zur Transformation von NIH3T3-Zellen (Li
und Cohen, 1996). TSG101 enthalt an seinem N-Terminus eine UEV (Ubiquitin E2 variant)-
Doméne, die eine hohe Homologie zu Ubiquitin-Konjugasen aufweist. Da in der UEV-
Doméne ein Cysteinrest des aktiven Zentrums durch Tyrosin ersetzt ist, kann jedoch kein
Ubiquitintransfer erfolgen (Koonin und Abagyan, 1997). Somit handelt es sich bei TSG101
um eine katalytisch inaktive E2-Ubiquitin-Konjugase. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
die inaktive UEV-Domane eine Affinitat fir Ubiquitin aufweist und dieses auch direkt binden
kann (Bishop et al., 2002). Fur TSG101 wurde daher eine Funktion als (negativer) Regulator
Ubiquitin-abhéngiger Prozesse postuliert (Koonin und Abagyan, 1997). Als Komponente des
ESCRT-1 Komplex (endosomal sorting complexes required for transport) ist TSG101 an
Ubiquitin-vermittelten Prozessen der Virusvermehrung, der Endosomenreifung, der
Proteinsortierung, dem Abbau von endozytierten Membranproteinen und der Biogenese von
MVBs (multivesicular bodies) beteiligt. Dabei erfolgt durch die UEV-Doméane von TSG101 die
Bindung monoubiquitinierter Proteine (Ubersicht bei Slagsvold et al., 2006). AuRerdem
reguliert TSG101 die Proteinlevel der Zelllzyklusregulatoren p53 und p21. TSG101 fuhrt zur
Reduktion der p53-Proteinlevel, indem es den proteasomalen Abbau durch die Ubiquitin-
Ligase Mdm2 stimuliert (Li et al., 2001; Ruland et al., 2001). Die UEV-Doméane von TSG101
bindet und stabilisiert dabei die monoubiquitinierte Form von Mdm2, wodurch es vor
Polyubiquitinierung und daraus resultierendem Abbau geschiitzt wird. Dies fuhrt zur
Erhéhung des Mdm2-Spiegels und damit zum vermehrten Abbau von p53.

Von diesen Befunden wurde die Modellvorstellung fur die Koaktivatorfunktion von TSG101 in
der AR-vermittelten Transkription abgeleitet: Der funktionellen Kooperation von AATF und
TSG101 wurde zunachst eine Rekrutierungsfunktion von AATF fur TSG101 zu Grunde
gelegt, da bei Koexpression von AATF und TSG101 eine Rekrutierung von TSG101 in den
Kern beobachtet werden konnte. AATF, welches Uber seine LxxLL-Motive mit dem AR
interagiert, kann somit TSG101 in die Nahe des AR bringen. Dies ermdglicht es TSG101, die
im Zuge der Transkriptionsaktivierung erfolgende Monoubiquitinierung des AR, Uber seine
UEV-Doméne zu binden und vor weiterer Ubiquitinierung zu schitzen. Die mono-
ubiquitinierte, vermutlich aktive, Form des Rezeptors wird so lange stabilisiert, bis ein Signal
die Ablosung von TSG101 bewirkt. Dies ermdglicht die Polyubiquitinierung und damit den
Abbau des AR (Burgdorf et al., 2004).
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Interaktion mit Blos2

Blos2 ist eine Untereinheit des ubiquitar exprimierten Multiproteinkomplexes BLOC-1, der fur
die Biogenese spezialisierter Organellen des Endosomal-Lysosomalen-Systems, wie
Melanosomen und Bluttplattchen bendtigt wird (Starcevic und Dell’Angelica; 2004). Daneben
werden Funktionen in der Entstehung chronischer Nervenschmerzen (Wang X. et al., 2005)
und an der Regulation des Zellzyklus beim Ubergang von der G1 in die S-Phase (Wang Z. et
al., 2004) postuliert. Fur Blos2 wurde unter anderem eine koaktivierende Funktion auf die
AR-, GR- und p53-vermittelte Transkription nachgewiesen. Die Koaktivatorfunktion hing
dabei vom TF und vom Leucin-Zipper von Blos2 ab, Uber welchen seitens Blos2 die
Interaktion mit AATF stattfindet. AuRerdem konnte eine Interaktion mit der murinen ZIPK
jedoch keine Enzym-Substrat-Beziehung detektiert werden (Felten, Diplomarbeit 2006;
Felten et al., 2007).
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte die Assemblierung von AR, AATF, ZIPK und TSG101 an
Enhancer- und Promotorbereichen verschiedener Zielgene des AR auf die zeitliche Abfolge
und gegenseitigen Abh&ngigkeiten untersucht werden. Dabei galt dem Zusammenspiel der
Koaktivatoren untereinander sowie dem Mechanismus, der dem Koaktivatorpotential der
ZIPK zugrunde liegt, das Hauptinteresse.

Da in vorausgegangenen Studien, die zur Identifikation der Koaktivatorfunktion von ZIPK,
AATF und TSG101 auf die AR-abhangige Transkription fihrten, mit den murinen Orthologen
der Proteine gearbeitet wurde (Leister et al., 2003 und 2008; Burgdorf et al., 2004), sollte
zunachst die Funktion als Koaktivatoren fur die humanen Proteine bestatigt werden. Hier lag
aufgrund der Divergenzen zwischen ZIPK und DIk der Fokus auf der Analyse der
Koaktivatorfunktion der humanen ZIPK. Zusatzlich sollte der Einfluss auf die Expression von
endogenen Zielgenen des AR nach siRNA-vermittelter Herunterregulation der ZIPK und
weiterer Koaktivatoren mittels RT-PCR untersucht werden.

Eine eingehende Analyse der Assoziation von AR, ZIPK, AATF und TSG101 an ARE in
Promotor- und Enhancerbereichen von Zielgenen des AR mittels Chromatin-
Immunprézipitationen sollte Aufschluss Uber die Dynamik der Rekrutierung liefern.
Sequentielle ChIP-Analysen sollten einen Einblick in die Zusammensetzung der
Transkriptionsinitiationskomplexe liefern und die Herunterregulation von ZIPK und AATF
sollte eine mdgliche Abhangigkeit der Faktoren im Assembly untereinander darstellen.

Um den Mechanismus der Koaktivatorfunktion der ZIPK zu hinterfragen, wurden mit Hilfe
von in-vitro-Kinaseassays potentielle Substrate auf eine Phosphorylierung durch die ZIPK hin
untersucht. Es war bekannt, dass die murine ZIPK in vitro H3T11 phosphoryliert und
wahrend der Mitose eine Kolokalisation von DIk und an T11 phosphoryliertem Histon H3
stattfindet (Preuss et al., 2003b). Daher sollte analysiert werden, ob im Zuge der AR-
abhangigen Transkription die H3T11-Phosphorylierung an Promotor- und Enhancer-
bereichen detektierbar ist und die ZIPK moglicherweise Uber diese Histonmodifikation
koaktivierend wirkt.

Da uber den AATF Interaktionspartner TSG101 eine Verbindung zur Regulation der
Ubiquitinierung des AR vorlag (Burgdorf et al., 2004), sollte auch hier ein Einfluss der ZIPK,

abhangig von ihrer Phosphorylierungsaktivitat, untersucht werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien, Isotope und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von
den Herstellerfirmen Merck (Minchen), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Minchen) oder
AppliChem (Darmstadt) bezogen. Radiochemikalien, [**P]-y-ATP, stammten von GE
Healthcare (Freiburg) und Hartmann (Braunschweig). Enzyme von den Firmen New England
Biolabs (Frankfurt), Promega (Mannheim), Qiagen (Hilden), Invitrogen (Karlsruhe) oder
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim). Spezielle Chemikalien und Losungen werden

gesondert bei der jeweiligen Methodenbeschreibung aufgefihrt.

2.2 Allgemeine Stammlésungen und Puffer

Alle Losungen wurden in A. bidest angesetzt und wenn erforderlich 20 min bei 121°C

autoklaviert oder sterilfiltriert.

PBS (pH 7.2) 10 mM Na,HPO,
2 mM KH2PO4
137 mM NacCl
2,7mM KCI
PBS* wie PBS™ mit 0,7 mM CaCl, und 0,5 mM MgCl,

2.2.1 Losungen fur DNA-Analysen

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA
TAE-Puffer (50x) 2M Tris
1M NaAc
50 mM EDTA

pH 7,9 mit Essigsaure (96%) eingestellt

6x Ladepuffer 0,25 % (w/v)

0,25 % (W/V)

Bromphenolblau
Xylencyanolblau

15 % (w/v)  Ficoll 400
30 % (v/v) Glycerin
50 mM EDTA
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2.2.2 Losungen fur die Aufreinigung und Auftrennung von Proteinen

Phosphatlysispuffer 20 mM NaPO, (pH 8)
(PLP) 140 mM NaCl

3mM MgCl,

0,5% (w/v) NP-40

1 mM DTT

1x Proteaseinhibitor Cocktail (complete®, Roche)
BufferJ 10 mM Tris (pH 7,5)

140 mM NaCl

1% DOC

1% NP40

0,1% SDS

1 mM DDT

1 pg/mi Aprotinin
2x-Probenpuffer 6,6 % SDS

250 mM Tris/HCI (pH 6,8)

40 mM DTT
NEM-LOsung 109 mM NEM (25 mg/ml)

33% Glycerin, gesattigt mit 0,1 % Bromphenolblau
SDS-Laufpuffer (10x) 250 mM Tris

1,92 M Glycin

35 mM SDS
Blotpuffer (10x): 250 mM Tris

1,91 mM Glycin

20% Methanol (optional)
Protein-G/A-Agarose: 50 % in PBS”

3 mM Azid
2.3 Medien

2.3.1 Medien fur die Bakterienkultur

Die Medien wurden 20 min bei 121°C autoklaviert. Bei Bedarf wird nach dem Abkuhlen auf

60°C ein entsprechendes Selektionsantibiotikum zugesetzt.

LB-Medium (pH 7,4) 10g Bacto-Trypton
(add 1 I H,0) 59 Hefe-Extrakt
109 NaCl
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LB-Agar 32¢g LB-Agar
(add 1 1 H,0)
2x YT-Medium 0,5% NaCl
(add 1 I H,0) 1% Hefe-Extrakt
1,6 % Trypton
YB-Medium 98 % 2x YT Medium
10 mM KCI
20 mM MgSO,
Ampicillin 100 ug/ml Endkonzentration (Stammlsg: 50 mg/ml in H,O)

Kanamycin 50 pg/ml Endkonzentration (Stammisg: 10 mg/ml in H,O)

2.3.2 Medien fur die Kultur von Saugerzellen

Alle Saugerzellen wurden in DMEM (Gibco) oder RPMI-1640 kultiviert, die je nach Zelllinie
mit 5, 10 oder 15 % fotalem Kéalberserum (Gibco), sowie 1 % Penicillin/Streptomycin (100x)
komplementiert wurden. Durch Aktivkohlereinigung und Dialyse hormonfreies Serum, sowie
phenolrotfreies DMEM bzw. RPMI wurden von PAN (Aidenbach) bezogen.

Trypsin-Lésung 8 g/l NacCl

0,4 g/l KCI

14/ Glucose

0,2 g/l EDTA

0,35 g/l NaHCO3

6 ml Trypsin (2,5 % w/v in PBS’)
Pen/Strep (100x) 0,6 % Penicillin

1% Streptomycin

in PBS™; pH 8,2

2.4 Bakterienstamme und Zelllinien

2.4.1 Bakterienstamme

Es handelt sich bei den verwendeten Bakterienstammen um Escherichia coli K-12 Derivate.

Stamm Genotyp Referenz

F-, supE44, AlacU169, ®80d, lacZAM15, hsdR17

E.coli DH5a (r, my), recAl, endAl, gyrA96, thil, relAl Hanahan, 1983
F-, mcrA, A (mrr-hsd RMS-mcrBC), lacZAM15,
E.coli TOP10 AlacX74, ® 80d, recAl, deoR, araD139, endAl, Invitrogen

nupG, A (ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (Str®)
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2.4.2 Zelllinien

Zelllinie | Spezies | Histologische Herkunft

HEK293 human | Embryonale Nierenzellen, transformiert mit Adenovirus 5 DNA
HelLa human | Cervikales Adenokarzinom

LNCaP human | Prostatakarzinom

MCF-7 human | Adenokarzinom, Brust

PC3 human | Adenokarzinom, Prostata

Ratl Ratte Immortale Rattenfibroblasten

2.5 Verwendete Reagenzien fur die Zellkultur

Folgende Reagenzien kamen in der Zellkultur zum Einsatz:

Reagenz Inhibiert/aktiviert Konzentration | Quelle
MG132 Proteasomeninhibitor 2-10 uM Sigma
DRB Transkriptionsinhibitor 50 uM Sigma
Dihydrotestosteron | Ligand des Androgenrezeptors 10 - 100 nM Sigma
Dexamethason Ligand des Glucocorticoidrezeptors 10 nM Sigma
Progesteron Ligand des Progesteronrezeptors 100 nM Sigma
B-Estradiol Ligand des Ostrogenrezeptors 10 nM Sigma

2.6 Oligonukleotide und siRNA

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech

(Ebersberg) synthetisiert. Nachfolgend sind alle Sequenzen der Oligonukleotide, die fir

ChIP-, RT-PCR- bzw. Klonierungs-Experimente eingesetzt wurden, mit Angabe ihrer

Schmelztemperatur (Ty,) und ihrer Position in der cDNA oder in Bezug zum Transkriptions-

startpunkt aufgelistet.

Oligonukleotid Sequenz (5"—3)) Position Tmin °C
Oligonukleotide fur ChiP-Analysen:

PSA 1121 up CCTAGATGAAGTCTCCATGAGCTACA (-121)-(-146) 64
PSA | 459 down GGGAGGGAGAGCTAGCACTTG (-459)- (-439) 64
PSAIIl 3922 up GGGAGGCAATTCTCCATGGTT (-3922)-(-3942) 63
PSAIIl 4288 down | GGGGTTTGTGCCACTGGTGAG (-4288)-(-4268) 63
KLK2-Promoter f ACCCCTGTTGCTGTTCATCCTG (-342)-(-320) 62
KLK2-Promoter r CCGCCCTTGCCCTGTTGG (-89)-(-106) 62
TMPRSS2 AREV+ | AGCCCAGGATGTGAGCTTG (('_ﬁ%%%))' 61
TMPRSS2 AREV- | GACATACGCCCCACAACAGA (('_1%3;%‘2)' 61
PSAmittefw CTGGTGATCCACCTGCCTCAG (-1529)-(-1540) 63
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PSAmitterev CTCTTAAGAGCCCTGGTACCTC (-1737)-(-1715) 63
PSA-Gen+1615 f ATCCATCTCCTATCCGAGTCC 1615-1635 61
PSA-Gen+1918 CTGGCCTTAGAGGTTATCCTG 1918-1898 61
Oligonukleotide fiir mMRNA-Expressionsanalysen:

PSA s for CTTGACCCCAAAGAAA 495-510 52
PSA s rev AAGCACACCATTACAGAC 652-669 52
PSAI1l GAGGTCCACACACTGAAGTT 509-528 56
PSAI2 CCTCCTGAAGAATCGATTCCT 312-332 56
Ve ACTGTCTACGAGGTGCATC 103-121 56
TMPRSS2 mRNA- | TGAACTTCCAGAGTAGGCC 307-325 56
KLK2mRNAfw TGCTCACAGCTGCCCATTGC 179-198 59
KLKZmRNArev ACAACATCTGTGATCTTGGC 388-407 59
ZIPK-cDNA-f GGTGTCATCACCTATATCCTCC 610-631 54
ZIPK-cDNA-r GGGCAATGGTCATTCTCCGC 802-782 54
Pard-mut-T164 éAGCGCCGCTCCGCTGGCGTGGTCAA 475-501 56
Pard-795-775rev | GAAGCCACTTCTATCTGTTCG 127-747 56
GAPDH-for AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 884-861 52
GAPDH-rev CGGTGTGAACGGATTTGGCCGTAT 1167-1144 52
B-Aktin-for CGTGGGCCGCCCTAGGCACCAG 182-203 60
B-Aktin-rev TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG 424-403 60
Oligonukleotide fir Klonierungen:

TMPRSS2 Kpn gGGGTACCAACCATGGAAAGCAGGTG ((}13;%1912)) 60
TMPRSS2 Nhe | CTAGCTAGCAGGGAGGCAGTTGCA (('_152777816))' 60
Xho KLK2-Prom AGCTCGAGTGGGAGTTCAAGG (-451)-(-439) 61
Hind KLK2-Prom AAGCTTTCCCTGAGGAGCCCT (-50)-(-64) 61

Fur die Herunterregulation von endogener ZIPK, Chel/AATF, TSG101 und Par4 in der
Zellkultur wurden verschiedene synthetisch hergestellte siRNA-Molekile verwendet. Diese
waren bereits hybridisiert und trugen in ihrem 3'-Bereich 2 nt lange Uridin-Uberhange. Die
SiRNA gegen Par-4 war in ihrem 5’-Bereich mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiert.
Anhand der Markierung konnten transfizierte Zellen mikroskopisch identifiziert werden.
Mehrere Studien konnten bereits zeigen, dass der Fluoreszenzfarbstoff Cy3 keinen Einfluss
auf die Aktivitat der siRNA ausibt (Dunne et al., 2003). Die nachfolgend angegebene
Position bezieht sich auf den Bereich der cDNA des Proteins, zu dem die Sequenz der
siRNA in Sinnrichtung homolog ist. Die verwendeten siRNA-Hybride setzen sich zuséatzlich
noch aus dem jeweils entsprechenden Strang in Gegensinnrichtung zusammen.

Als unspezifische Kontrolle wurde ein Pool aus vier siRNAs gegen Connexin43 (Dharmacon)

eingesetzt. AulRerdem wurde siGlo ,RISC-Free Control-siRNA" (Dharmacon) verwendet. Hier
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lies sich aufgrund der Fluoreszenzmarkierung mit Dy-547

siRNA bestimmen.

die Transfektionseffizienz der

Name Sequenz (5" —3) Position Quelle

ZIPK Kawai CAUCCUGCGGGAGAUCCGGUU 197-218 ggc‘;‘ga' etal.,
ZIPK-1 GAACAUUCCUGGAUUAAGGUU 810-829 Dharmacon
ZIPK-2 CCACGCGUCUGAAGGAGUAUU 895-914 Dharmacon
ZIPK-3 GAGCCAGGCCCGUAAGUUCUU 3-UTR Dharmacon
ZIPK-4 GAGGAGUACUUCAGCAACAUU 711-730 Dharmacon
ZIPK #128 GGAGUACACCAUCAAGUCGUU 909-927 Ambion

ZIPK #129 GGAGUACGCAGCCAAGUUCUU 110-139 Ambion

Chel UGGCUUGCAAUCCAGAAGUUACGUU | 1472-1492 | Fanciulli,

unveroffentlicht

AATF-1 GGACUUGGAUGAAGAAAUCUU 1153-1171 | Dharmacon
AATF-2 AAAGAGAGAUUACUUCGAAUU 1207-1225 | Dharmacon
AATF-3 GGAAGGAUCAAACUACAAAUU 718-736 Dharmacon
AATF-4 CCAGGGUGAUUGACAGGUUUU 101-119 Dharmacon
TSG101-1 AAACUGAGAUGGCGGAUGAUU 709-727 Dharmacon
TSG101-2 GAACCUCACUGGAACAAUCUU 159-177 Dharmacon
TSG101-3 CCGUUUAGAUCAAGAAGUAUU 825-844 Dharmacon
TSG101-4 UCCCACAGCUCCCUUAUACUU 957-975 Dharmacon
Par-4 Cy3-GAUGCAAUUACACAACAGAUU 857 -875 ggc‘;‘ga' etal,
Connexin43 Pool von vier unbekannten Sequenzen Dharmacon

2.7 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind neben ihrer Bezugsquelle nachfolgend
(WB)-Analysen sind

angegeben. Fir die Immunprazipitation (IP) ist die pro mg Gesamtprotein und fir die

aufgefuihrt. Die verwendeten Verdinnungen fir Western-Blot
Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) die pro 150 ug Chromatin eingesetzte Antikdrper-

menge aufgeflhrt.

Antigen Spezies WB IP ChIP Quelle

AATF Maus 1:750 2.l 2yl Abnova
monoklonal

Aktin Maus 1:1000 - J-  Sigma
monoklonal

AR Kaninchen 1:5000 1-2ul 2,5ul  Santa Cruz
polyklonal

AR Maus 1:2000 1 ul -/- BD Pharmingen
monoklonal

CBP Kaninchen 1:1500 2 ul 2,5yl Santa Cruz

polyklonal
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Chel Kaninchen .95 41 04ul  Fanciullietal., 2000
polyklonal

Connexin 43 Kaninchen 1590 1. 4~ Ch. Schliecker, 2000
polyklonal
Maus . . .

Flag-M2 monoklonal 1:4000 1l -/- Sigma-Aldrich

GFP Maus 1:2000 0,5yl 2ul  Roche
monoklonal

Histon H3 Kaninchen 1:3000 -/- 6 ul Abcam
polyklonal

Histon H3K4me2 Kaninchen -/- -/- 8 ul Abcam
polyklonal

Histon H3K9me2 Maus -/- -/- 4 ul Abcam
monoklonal

. Maus

Histon H3pS10 monoklonal -/- -/- 1,2yl upstate

Histon H3pS10/T11 Kaninchen -/- -/- 1 ul Pineda
polyklonal

Histon H3pT11 Kaninchen 1:5000 -/- 3 ul Pineda
polyklonal

- Maus
IgG unspezifisch polyklonal -/- 1l 1,25yl Santa Cruz
- Kaninchen

IgG unspezifisch polyklonal -/- 1l 1,25yl Santa Cruz

Mdm2 Maus 1:1500 10 ul -/- Santa Cruz
monoclonal
Maus i :

Myc monoklonal 1:2000 7 ul -/- Biomol

Par-4 Kaninchen 1:5000 -/- 2,5 ul Santa Cruz
polyklonal

RNA-Pol Il (N-20) ~ Kaninchen 5555 1 254l Santa-Cruz
polyklonal

RNA-Pol Il CTD Maus - - 1yl Abcam
monoklonal

PRK1 Maus 1:3000 2l 44l BD Bioscience
monoklonal
Maus i

SRC1 monoklonal 1:1000 1l 1l Upstate

TSG101 Maus 1:500 2 ul 2,5yl Santa Cruz
monoklonal

TSG101 Kaninchen .55, - -  Sigma-Aldrich
polyklonal

Alpha-Tubulin Maus 1:50000 - J-  Sigma-Aldrich
monoklonal

Ubiquitin Kaninchen 1:1500 -/- -/- Santa Cruz
polyklonal

ZIPK Kaninchen 1:4000 0,5 ul 1l Calbiochem
polyklonal

ZIPK Kaninchen — .q500 . 4~ Biomol
polyklonal

IlflaRTDmISQ:jE;?e?t Ziege 1:15000 -/- -/- Nordic

Maus 19G Kaninchen 1:10000 -/- -/- Nordic

HRP konjugiert
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2.8 Plasmide
Folgende Klonierungs- und Expressionsvektoren wurden in dieser Arbeit verwendet:
Plasmid Beschreibung Referenz
Eukaryontischer Expressionsvektor mit N-
PCMV-Tag-28B terminalem FLAG-Epitop (MDYKDDDDK) Stratagene
PEGEP-C2, C3 Euka_lryontlscher Expressionsvektor mit N- Clontech
terminalem GFP-Gen
Linearisierter prokaryontischer Klonierungs-vektor
pDrive cloning vector mit U-Uberhangen zur direkten Ligation von PCR-  Quiagen
Produkten mit A-Uberh&ngen
pGL3-Basic Reporterkonstrukt mit dem Firefly Luciferase Gen Promega
ohne Promotor
0GL3-Promoter Reporterkonstrukt mit dem Firefly Luciferase Gen Promega

unter Kontrolle des SV40-Promotors

GFP-AR Expression von humanem GFP-AR Burgdorf, 2003
Flag-AR Expression von humanem FLAG-AR Leister, 2007
GFP-ZIPK Expression humaner GFP-ZIPK Diese Arbeit
GFP-ZIPKD161A Expression humaner kinaseinaktiver GFP-ZIPK Diese Arbeit
Flag-ZIPK Expression humaner FLAG-ZIPK gcr;g;:kmann,
GFP-TSG101 Expression von Ratten GFP-TSG101 Burgdorf, 2003
HA-TSG101 Expression von humanem HA-TSG101 Dr. S. Cohen
(Stanford)

Flag-Chel Expression von humanem FLAG-AATF/Chel Heinzel, 2003
Flag-SRC3 Expression von FLAG-SRC3 Leister, 2007
Flag-Par4 Expression von FLAG-Par4 Boosen, 2001
GFP-Blos2 Expression von Ratten GFP-Blos2 Burgdorf, 2003

Flag-PRK1K644E

Expressionsvektor fir kinaseinaktive PRK1 mit N-
terminalem FLAG-Epitop

Dr. E. Metzger,
(Freiburg)

MMTV-Luc

Reporterkonstrukt mit dem Firefly-Luciferasegen
unter Kontrolle des MMTV-Promotors

Burgdorf, 2003

PSA-Promotor-Luc

Reporterkonstrukt mit dem Firefly-Luciferasegen
unter Kontrolle des PSA-Promotors

Leister, 2007

Reporterkonstrukt mit dem Firefly-Luciferasegen

KLK2-Promotor-Luc unter Kontrolle des KLK2-Promotors Diese Arbeit
TMPRSS2-Enhancer-  Reporterkonstrukt mit dem Firefly-Luciferasegen Diese Arbeit
Luc unter Kontrolle des TMPRSS2-Enhancers
Reporterkonstrukt mit dem Firefly-Luciferasegen
Mdm2-Luc unter Kontrolle des Mdm2-Promotors (Intronl des  Moshe Oren
Mdm2-Gens)
Reporterkonstrukt mit dem Renilla-Luciferase Gen
PRL-CMV unter Kontrolle des CMV-Promotors Promega
PRL-SV40 Reporterkonstrukt mit dem Renilla-Luciferase Gen Promega

unter Kontrolle des SV40-Promotors
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Reporterkonstrukt mit Firefly-Luciferase hinter TK-
F. Gannon,
ERE-Luc Promotor und vorgeschaltetem doppelten .
(Heidelberg)
Estrogenresponselement
SV-ER Expression von humanem ER unter Kontrolle des E_ Gannon
SV40-Promotors
GFP-DIk Expressionsvektor von GFP-DIk Kdgel, 1998
GFP-DIkK42A Expression von kinaseinaktiver GFP-Dlk Kdgel, 1999
Flag-Daxx Expression von Flag-Daxx R. Brinker, 2004
Expression von Ratten FLAG- :
FLAG-GR Glucocorticoidrezeptor Leister, 2007
PR Expression des humanen Progesteronrezeptors Dr. E. Metzger
pCMV-Mdm2 Expression von humanem Mdm2 Moshe Oren
. o . o . - Dr. R. Kopito
pHis-Ubiquitin Expression von 6xHistidin-markiertem Ubiquitin (Stanford)

2.9 Reagenzien fur die Immunfluoreszenz

DAPI

DRAQ5™

Einbettmedium

4’, 6’-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid,

eingesetzt zur

spezifischen Farbung der Zellkerne (Sigma-Aldrich).

[1,5 - Bis[[ 2 - (dimethlyamino) ethyl] amino] - 4,8 - dihydroxy -

antracene - 9,10 - dione] zur Farbung der Zellkerne fur die kon-

fokale Laserscanningmikroskopie (Biostatus, Shepshed, UK)

Permafluor, Aqueous Mounting Medium

Marseille, FR)

(Immunotech,
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3 Methoden

3.1 Allgemeine molekulargenetische Methoden

3.1.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Far die Auftrennung von RNA und DNA werden Agarose-Gelelektrophoresen nach
Sambrook etal. (1989) durchgefiihrt. Eine elektrophoretische Trennung der negativ
geladenen Nukleinsauren erfolgt dabei nach Unterschieden in der Molekilgrof3e und
Molekulform (linearisiert/zirkular). Die Laufstrecke ist dabei umgekehrt proportional zur
FragmentgroRe. Je nach Grof3e der erwarteten Fragmente wurden 0,7-4 % (w/v) Agarose-
gele verwendet. Hierzu wurde 1x TAE-Puffer mit der entsprechenden Menge Agarose kurz
aufgekocht und nach Abkihlung auf ca. 60°C mit 0,5 ug/ml Ethidiumbromid versetzt. Vor
dem Auftragen der DNA-Proben wurden diese mit 1/6 (v/v) Ladepuffer versetzt, um sie durch
enthaltenes Glycerin und Ficoll zu beschweren und um die Lauffront durch Bromphenolblau
sichtbar zu machen.

Die Elektrophorese erfolgte in TAE-Puffer bei 10-15 V/cm Lauffront. Als GrofRenstandard
wurde die 100 bp DNA-Leiter und die 1 kb DNA-Leiter von Peqglab (Erlangen) verwendet.
Das in die DNA interkalierende Ethidiumbromid wurde auf einem UV-Leuchttisch bei 302 nm
sichtbar gemacht und zur Auswertung mittels Gel-Dokumentationssystem (Herolab,
Wiesloch) dokumentiert. Die Quantifizierung der Intensitat der einzelnen Banden erfolgte mit

dem Programm EasyWin32 (Herolab).

3.1.2 Praparative Agarosegele

Die préaparative Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte wie oben beschrieben. Um
Beschadigungen der DNA durch UV-Strahlung moglichst gering zu halten, wurden die
aufgetrennten DNA-Fragmente mit einer UV-Handlampe (A = 302 nm) sichtbar gemacht und
mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Aufreinigung und Isolation der
aus den praparativen Gelen ausgeschnittenen DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des
.Nucleospin® Extract Il PCR clean-up Gel extraction Kits* von Machery-Nagel (Diiren) nach

Angaben des Herstellers.

3.1.3 Natriumacetat-Fallung von Nukleinsauren

Zur Fallung von Nukleinsduren wurde die Methode nach Sambrook et al. (1989) angewandt.
Die DNA- oder RNA-LAsung wurde mit 0,1 Volumen 3 M NaAc (pH 5,5) und dem 2,5x

Volumen Ethanol abs. fir mindestens 30 min bei -20°C geféllt. Die geféallten Nukleinsauren
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wurden durch Zentrifugation (13200 rpm, 10 min, 4°C) pelletiert, der Uberstand verworfen,
das Pellet in eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und die luftgetrocknete DNA/RNA in einem

geeigneten Volumen 1x TE-Puffer oder A. bidest aufgenommen.

3.1.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgt durch die photometrische Messung der
Absorption der dsDNA und RNA bei 260 nm sowie von Proteinen bei 280 nm. Dabei
entspricht ein Absorptionswert A260 von 1, bei einer Schichtdicke der Quarzkivette von
1 cm, etwa 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 uyg RNA (Sambrook et al., 1989). Die
DNA-Konzentration I&sst sich mit folgender Formel ermitteln: A260 x 50 x Verdiinnungsfaktor
= DNA-Konzentration [ug/ml].

Anhand des Quotienten A260/A280 wird der Reinheitsgrad bestimmt. Reine Préparationen
sollten einen Quotienten von 1,8 bis 2,0 aufweisen. Werte unter 1,8 deuten auf die eine
Verunreinigung durch Proteinen oder Phenol hin, wohingegen die Anwesenheit von RNA den

Quotienten erhoht.

3.1.5 Enzymatische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der Restriktionsverdau von Plasmid-DNA erfolgt in der Regel mit 1 - 5 U Enzym pro uyg DNA
bei 37°C fur 1 bis 2 h. Die Reaktion findet mit dem vom Hersteller mitgelieferten Puffer in
einfacher Endkonzentration unter dem jeweiligen Temperaturoptimum des Enzyms statt.

Es werden hauptsachlich Restriktionsendonukleasen vom Typ Il verwendet, da diese durch
Hydrolyse einer Phosphodiesterbindung innerhalb ihrer meist palindromischen Erkennungs-
sequenz schneiden. Die Spaltung der doppelstrangigen DNA liefert entweder glatte (blunt)
oder kohasive (sticky) 5" bzw. 3' Giberhangende Strangenden mit jeweils einem 5'-Phosphat-
und einem 3'-OH-Ende. Auf diese Weise liniearisierte Vektoren oder Fragmente lassen sich
mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberprifen und fir weitere Klonierungsarbeiten

verwenden.

3.1.6 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Die durch die Linearisierung entstehende 5’-Phosphatgruppe begtinstigt die Religation des
Vektors. Um dies zu verhindern und um den Einbau von DNA-Fragmenten, die noch
Phosphatgruppen am 5’-Ende tragen zu erleichtern, wird die Dephosphorylierung durch die
alkalische Phosphatase (Antarctic Phosphatase, New England Biolabs) katalysiert. Die
Reaktion erfolgte unter Zugabe von 1 U Enzym/ug DNA fur 15 min bei 37°C. Anschlielend

wurde das Enzym fur 5 min bei 65°C inaktiviert.
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3.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch die Veresterung einer endsténdigen 5'-
Phosphatgruppe mit einer endstandigen 3’-Hydroxylgruppe. Vektor und zu inserierende DNA
werden somit kovalent Gber eine Phosphodiesterbindung verknipft.

Fur die Ligation sollte das molare Verhdltnis von Vektor zu Insert zwischen 1:3 und 1:6
liegen. Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von maximal 20 pl mit 0,5 U T4-DNA-
Ligase (Roche) und 1x Ligasepuffer. Der Ligationsansatz wurde (bei koh&siven Enden) 2 h

bei Raumtemperatur sonst UN im Wasserbad bei 16 °C inkubiert.

3.1.8 Herstellung kompetenter Bakterien

Fur die Herstellung kompetenter Bakterien wird die Methode nach Hanahan et al. (1983)
angewendet. Sie dient der kiinstlichen Erhdhung der Kompetenz von E.coli-Zellen freie DNA
aufzunehmen.

Mit einer Einzelkolonie des Bakterienstammes wurde 2x YT-Medium angeimpft und UN im
Schuttler bei 37°C inkubiert. 100 ml vorgewdrmtes YB-Medium wurden aus der Vorkultur
1/100 angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODgy von 0,45 — 0,55 kultiviert. Die sich in der
exponentiellen Wachstumsphase befindende Kultur wurde fir 10 min auf Eis abgekuihlt und
anschlie3end 10 min bei 4°C und 2500 rpm abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 20
ml TFB | Puffer (1/5 Volumen der Kultur) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation (10 min, 2500 rpm, 4°C) wurde das Pellet in 4 ml eiskaltem TFB I
Puffer (1/25 Ausgangsvolumen der Kultur) resuspendiert und in 100 ul Aliquots in fliissigem

Stickstoff oder im Ethanol-Trockeneisbad schockgefroren und bei -80°C gelagert.

TFB I 30 mM NaAc, pH 6
50 mM MnCIZ
100 mM NaCl
10 mM CaC|2

15 % (v/v) Glyzerin

TFB II: 10 mM MOPS, pH 7
10 mM NacCl
75 mM CaCl,

15 % (v/v) Glyzerin

3.1.9 Transformation von Bakterien

Ein 100 pl Aliquot kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut und mit 100 ng Plasmid-
DNA aus einer Midi-Praparation oder dem Ligationsansatz versetzt. Nach einer Inkubation
von 30 min auf Eis folgte fir 60 sec ein Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad nach dem die

Bakterien sofort auf Eis abgekihlt wurden. Der Transformationsansatz wurde mit 900 pl LB-
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Medium aufgefillt und zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz fir 1h bei 37°C und 250 rpm
im Schattler inkubiert. Entsprechend der Antibiotikaresistenz der transformierten Plasmide
werden 100 pl der Transformationsansatze auf Antibiotika-haltige LB-Agarplatten ausplattiert
und UN im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

3.1.10 Praparation von Nukleins&uren

3.1.10.1 Analytische Plasmidisolierung

Bei der analytischen Plasmidisolierung wird die Methode der alkalischen Lyse (abgewandelt
nach Birnboim und Doly, 1979) angewandt. Sie dient der Gewinnung kleiner Mengen
Plasmid-DNA und ermoglicht eine schnelle Charakterisierung von Klonen durch Restriktions-
verdau.

Eine Bakterienkolonie wurde in 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Selektions-
antibiotikum angeimpft und UN bei 37°C im Schittler inkubiert. 1 ml der Kultur wurde in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfiihrt und 30 sec bei 13200 rpm und 4°C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 150 pl kalter Losung | (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaseA,
pH 8,0) resuspendiert und anschlieffend mit 200 ul Lésung Il (1 % SDS (w/v), 0,2 M NaOH)
versetzt, vorsichtig invertiert und 5 min bei RT inkubiert. Hierdurch wurden alkalische
Bedingungen geschaffen, die zur Zelllyse und zur Denaturierung von DNA und Proteinen
fuhren. Durch Zugabe von 150 pl Lésung Il (3 M KAc, pH 5,5) und sofortiges Invertieren
wurde eine Neutralisation der Losung erreicht, so dass die DNA wahrend der folgenden 5
min Inkubationszeit auf Eis renaturieren konnte. Denaturierte Proteine, genomische DNA,
sowie Bakterienzelltrummer wurden fur 5 min bei 13200 rpm (4°C) entfernt. Die im
Uberstand enthaltene Plasmid-DNA wurde in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefal
Uberfuhrt und durch Zugabe des 2x Volumens an Ethanol abs. prazipitiert. Der Ansatz wurde
10 min bei 13200 rpm (4°C) zentrifugiert und mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen bevor
das Pellet bei 56°C getrocknet wurde. Die Aufnahme der isolierten Plasmide erfolgte in 30 pl
1x TE-Puffer.

3.1.10.2 Praparative Plasmidisolierung

Um grolRere Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad fiir Transfektionen zu isolieren
erfolgte eine praparative Plasmidisolierung mittels ,JETstar Plasmid Purification MIDI Kit*
von Genomed (St. Louis USA) nach den Angaben des Herstellers. Die Methode der
alkalischen Lyse wird durch einen zusatzlichen Aufreinigungsschritt der DNA Uber eine
Anionenaustauschersdule erweitert. Aus 30 ml Bakterienkultur kdbnnen zwischen 100 — 300

Hg Plasmid-DNA isoliert werden.
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3.1.10.3 Praparation von Gesamt-RNA mit TRIzol aus Saugerzellen

Die Praparation der RNA aus Saugerzellen erfolgte mit TRIzol (Invitrogen) nach der Methode
von Chomczynski und Sacchi (1987). Eine Zellkulturschale (MP, 3 cm Durchmesser) wurde
3x mit kaltem PBS® gewaschen, abgeschabt und in 100 pl TRIzol resuspendiert und fiir
5 min bei RT lysiert. Die Extraktion von Proteinen und genomischer DNA erfolgte durch
Zugabe von 20 ul Chloroform, grundliches Mischen und nachfolgender Phasentrennung
durch 3 min Inkubation bei RT und 5 min Zentrifugation bei 13200 rpm. Die obere farblose,
wassrige Phase wurde zur Fallung der RNA abgenommen und 1:1 mit Isopropanol gemischt
und bei 13200 rpm fiur 10 min abzentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen und die luftgetrocknete RNA bei 55°C in RNase-freiem A. bidest geldst. Als
Qualitatskontrolle der isolierten RNA wurde neben der Reinheitsbestimmung auch 1 pl auf
ein Agarosegel aufgetragen um zu uberprifen, ob die 28S und 18S rRNA als Hauptbanden
auftraten. Um auszuschliel3en, dass auch genomische DNA isoliert wurde, wurde mit Hilfe
der aus der RNA hergestellten cDNA (siehe 3.1.12) eine Aktin-PCR durchgefuhrt, die bei
Kontamination aufgrund Amplifikation eines Introns eine gro3ere Bande erzeugt.

Zur Entfernung genomischer DNA-Kontaminationen wurde die isolierte Gesamt-RNA vor der
cDNA-Synthese mit DNasel (Roche) behandelt. Hierzu wurde 1U RNase-freie DNasel pro ug
RNA fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Inaktivierung der DNasel fir 10 min bei 72°C
wurde die Konzentration erneut photometrisch bestimmt und die Qualitdt der RNA mittels

nativer Gelelektrophorese Uberprift.

3.1.104 Praparation genomischer DNA aus Saugerzellen

Die Praparation genomischer DNA aus Saugerzellen diente der spateren Amplifikation von
Promotor und Enhancer-Elementen AR-abhangiger Gene, welche in ein Reporterkonstrukt
mit Firefly-Luciferase-Gen (siehe Material 2.8) kloniert wurden. Eine konfluente 6 cm Zell-
kulturschale (SP) wurde 2x mit PBS™ gewaschen, abgeschabt, zentrifugiert und in 400 ul
Laird-Lysispuffer (0,1 M Tris pH 7,5; 5 mM EDTA, 0,2 M NaCl, 0,2 % SDS) und 3 ul
Proteinase K (Roche) resuspendiert. Nach erfolgter Lyse UN im 55°C Wasserbad wurde die
Probe kurz geschuttelt und unldsliche Bestandteile 5 min bei 13200 rpm abzentrifugiert. Die
genomische DNA wurde durch Zugabe von 500 pl Isopropanol ausgefallt und durch 10 min
Zentrifugation bei 13200 rpm pelletiert. Die genomische DNA wurde mit 70 % Ethanol

gewaschen, bei 55°C getrocknet und in TE-Puffer geldst.

3.1.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Technik wurde fur die exponentielle Amplifikation definierter DNA-Abschnitte aus

einer geringen DNA-Ausgangsmenge in vitro verwendet. Bei den Primern fur die Verviel-
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faltigung von DNA-Abschnitten handelt es sich um synthetische Oligonukleotide, die Uber
einen Bereich von ca. 15-30 Basen zu den 5’- bzw. 3’-Enden der zu amplifizierenden DNA
homolog sind. Bevorzugt wurde ein Bereich mit einem GC-Gehalt von ungeféhr 40-60 %
gewahlt. Einige der verwendeten Oligonukleotide enthielten an ihnrem 5'-Uberhang zusatzlich
eine Erkennungssequenz fur Restriktionsendonukleasen, wodurch die nachfolgende
Klonierung der amplifizierten PCR-Produkte in ein Plasmid ermoéglicht wurde. Die
Hybridisierungstemperatur (Ty) der Oligonukleotide lasst sich nach folgender vereinfachter
Formel bestimmen: Ty = [(A/T x 2) + (G/C x 4)] - 5°C.

Die Hybridisierungstemperatur eines Oligonukleotids sollte zwischen 50 und 60°C liegen, vor
allem aber sollte ein Oligonukleotid-Paar sich mdglichst wenig in seinen Hybridisierungs-
temperaturen unterscheiden. Generell mussen fir jede PCR verschiedene Parameter neu
ausgetestet und optimiert werden, um ein spezifisches Produkt in ausreichender Menge zu
erhalten. Die Spezifitat und Effizienz einer PCR ist zum Beispiel abhéangig von der
Schmelztemperatur der Oligonukleotide, dem MgCl,-Gehalt, dem GC-Gehalt des
Gesamtbereichs, der Zyklenzahl oder dem Zusatz von Detergenzien. Die PCR wurde in
einem TGradient-Thermocycler (Biometra) durchgefthrt. Je nach Anwendung wurde die
GoTag-Polymerase aus Thermus aquaticus (Promega), die Hot Star Taq (Quiagen) oder die
Phusion-Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland) verwendet. Der PCR-Reaktionsansatz
setzte sich im Allgemeinen wie folgt zusammen und wurde nach den angegebenen

Bedingungen durchgefihrt:

PCR-Ansatz: 1-50ng Matrizen-DNA (0,5 pl cDNA)
0,5 -1 pmol je Oligonukleotid
1,5 mM MgCl,
2,5mM je dNTP
1x Reaktionspuffer
0,5-2U DNA-Polymerase

add 50 ul A. bidest

PCR-Programm:

94°C 5-15 min DNA-Initialdenaturierung
94°C 45 sec DNA-Denaturierung

25 - 40 Zyklen x°C 1 min Oligonukleotid-Anlagerung (x = Ty)
72°C 1 min/kb Elongation (fir GoTag-Polymerase)
72°C 7 min Abschlusselongation
4°C 10 min

AbschlieBend wird das Produkt mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese und

»Nucleospin Extract II-Kit* (Machery und Nagel) oder ,JETquick PCR Purification Spin Kit"
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(Genomed) nach Herstellerangaben aufgereinigt oder es erfolgte eine densitometrische
Auswertung der RT-PCR-Proben nach Agarose-Gelelektrophorese.

Die semiquantitative PCR der Chromatin-Immunprazipitations-Proben wurde standardisiert
durchgefihrt um eine hohe Vergleichbarkeit der Bandenstdarke zu ermdglichen. Der

Standardansatz fir eine semiquantitative PCR setzte sich wie folgt zusammen:

PCR-Ansatz: 0,5-2ul Eluat der Chromatin-Immunprazipitation
2 ul MgCl, (25 mM)
2 ul dNTP-Mix (je 2,5 mM)
4 ul 5x Puffer (Promega)
2 ul Oligonukleotide (je 1 uM)
0,1 ul GoTaq DNA-Polymerase (Promega)

add 20 ul A. bidest

PCR-Programm:

95°C 5 min DNA-Initialdenaturierung
95°C 45 sec DNA-Denaturierung
30 - 35 Zyklen x°C 1 min Oligonukleotid-Anlagerung (x = Ty)
72°C 1 min/kb Elongation
72°C 7 min Abschlusselongation

AbschlieRend wurden von jedem Ansatz 10 ul in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt

und die relativen Bandenstarken verglichen.

3.1.12 RT-PCR

Zur Expressionsanalyse von Genen im Zellkulturmodell wurde die RT-PCR angewendet. Die
praparierte Gesamt-RNA (siehe 3.1.10.3) wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase
SuperScript®lll (Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstellers in cDNA umge-
schrieben. Um zu Uberprifen, ob die cDNA frei von genomischen Verunreinigungen war,
wurde eine Kontroll-PCR mit den Oligonukleotiden B-Aktin-for und B-Aktin-rev durchgefuhrt.
Die Oligonukleotide flankieren eine Intron-Sequenz des (3-Aktin-Gens, welche nach erfolgtem
Spleil3en in der mRNA nicht mehr vorhanden ist und somit ein Produkt von 243 bp ergibt. Ein
PCR-Produkt von 377 bp Lénge entsteht dagegen, wenn die cDNA genomische Verun-
reinigungen aufweist. War die cDNA frei von genomischen Verunreinigungen, wurde sie fur
die RT-PCR eingesetzt. Als Mengenabgleich wurde das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) in einem vom Gen, dessen Expression untersucht

werden sollte, getrennten PCR-Ansatz mitgefihrt.
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Herstellung von Zellextrakten

Zur Herstellung von Zellextrakten wird ein detergenzhaltiger Phosphatlysispuffer (PLP)
verwendet. Dieser enthalt das nichtionische Detergenz NP-40, das die Cytoplasma- und
nach langerer Inkubation auch die Kernmembran zerstort. Lésliche Proteine aus Cytoplasma
und Kern werden extrahiert, wobei Cytoskelett und Chromatin erhalten bleiben. Durch die
hohe Konzentration an Phosphationen im Puffer werden Phosphatasen gehemmt, so dass
die Proteine in ihrem natirlichen Phosphorylierungszustand verbleiben (Scheidtmann et al.,
1982). Der PLP enthélt zusatzlich DTT als reduzierendes Agens, sowie einen Protease-
Inhibitor-Cocktail, der den Abbau der Proteine durch Proteasen wahrend des Zellauf-
schlusses verhindert.

Die Saugerzellen wurden 2x mit kaltem PBS" gewaschen und in 1 ml PBS™ mit Hilfe eines
Gummischabers von der Kulturschale abgeschabt und bei 1800 rpm fir 3 min ab-
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200-400 yl PLP far 15 min auf Eis lysiert, bevor
unldsliche Zellstrukturen fur 10 min bei 13200 rpm und 4°C sedimentiert wurden. Im
Uberstand sind alle I6slichen Proteine aus Cytoplasma und Kern enthalten.

Sollte sich eine weitere Extraktion ans Chromatin gebundener Proteinen anschlieRen,
erfolgte die Zentrifugation bei 1000 rpm fur 5 min. Dem Kernpellet wurden zum weiteren
Aufschluss 100 pl PLP und 5U/LP Benzonase (Novagen, Munchen) fur weitere 15 min
zugegeben. Benzonase ist eine Nuklease, die auch bei 4°C sehr effizient arbeitet. Dadurch
wurde das Chromatin in kurze Fragmente zerlegt und l6slich. Die Dissoziation von
Kernstrukturen wie Lamine und der Kernmatrix erfolgte anschlieRend mit 500 mM NacCl fur
weitere 10 min auf Eis. Nach Zentrifugation von 10 min bei 13200 rpm und 4°C entspricht der
Uberstand dem Kernextrakt. Fiir eine Immunprazipitation wurde dieser zur Verringerung der
Salzkonzentration 1:1 mit A. bidest verdiinnt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Extrakte bei -70°C gelagert oder standen fir eine Immunprézipitation (siehe 3.2.2) oder eine
SDS-Page (siehe 3.2.4) zur Verfigung.

3.2.2 Immunprazipitation

Mittels Immunprazipitation lassen sich bestimmte Proteine oder Proteinkomplexe (Co-
Immunprézipiation) aus Zellextrakten tber spezifische Antikorper isolieren und durch
nachfolgende SDS-Page und Western-Blot Analyse nachweisen. Dazu wurde der Zellextrakt
mit einer fur jeden Antikdrper spezifisch zu ermittelnden Menge fir 60 bis 90 min auf Eis
inkubiert. Um die gebildeten Antigen-Antikdrper-Komplexe an eine Matrix zu binden, wurde
Protein-A-Sepharose oder Protein-G-Agarose zum Zellextrakt gegeben und fur weitere 90

min bei 4°C rotierend inkubiert. Nach der Inkubation wurden die an die Matrix gebundenen
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Immunkomplexe 1 min bei 5000 rpm sedimentiert und anschlie3end mit in ihrer Stringenz
abnehmenden Waschpuffern (BJ, PLP/BJ 1/1, PLP/BJ 5/1, PLP) fir jeweils 30 sec bei 5000
rpm gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Zuletzt wurde einmal
mit 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) gewaschen. Die an die Matrix gebundenen Immunkomplexe
wurden durch Zugabe von 30 pl 2x Probenpuffer und Erhitzen auf 100°C reduziert und
denaturiert, wodurch sie von der Matrix eluiert wurden. Nach Zugabe von 1/3 Volumen NEM-
Losung, welches eine Reoxidation verhindert wurden die Proben mittels SDS-PAGE

aufgetrennt. Die Detektion erfolgt dann mittels Antikérper im Western-Blot.

3.2.3 In-vitro-Kinaseassay

Mittels In-vitro-Kinaseassay konnte die Phosphorylierung eines Proteins an einer potentiellen
Phosphorylierungsstelle durch die entsprechende Kinase tberpriuft werden. Ausgehend von
in Kinasepuffer (50 mM Tris/HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 5 mM MnCl, 1 mM DDT, 1 mM
Leupeptin) aquilibrierten immunprazipitierten Proteinen wurde die Reaktion durch Zugabe
von 15 pl Kinasepuffer, 10 uCi [**P]-y-ATP, sowie rekombinanter oder immunprézipitierter
Kinase fir 30 bis 45 min bei 37°C gestartet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2x
Probenpuffer mit 10 mM EDTA und anschliel3ender Denaturierung der Proteine bei 100°C fur
3 min abgestoppt. Nach Zugabe von 1/3 Volumen NEM-L6sung wurden die Proben mittels
SDS-Page aufgetrennt. Nach Trocknung des Gels erfolgte der Nachweis phosphorylierter
Proteine Uber Autoradiographie auf einem Rontgenfilm (CRONEX 5, AGFA, KélIn).

3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelekrophorese (SDS-PAGE)

Die denaturierende, diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient dem
Auftrennen von Proteinen anhand ihres Molekulargewichtes (Laemmli, 1970). Die
Denaturierung der Proteine erfolgt durch Anlagerung von SDS (Natriumdodecylsulfat). Das
angelagerte anionische Detergenz Uberlagert die Eigenladung der Proteine und bewirkt eine
konstante negative Ladung pro Masseneinheit. Disulfidbriickenbindungen zwischen
Cysteinen werden durch Zugabe einer reduzierenden Thiolverbindung (DTT) wahrend der
Probenvorbereitung aufgespalten. Die Proteinproben wurden dazu mit 2x Probenpuffer
versetzt und fir 3 min gekocht. AnschlieRend wurde 1/3 Volumen NEM-LOsung zugegeben.

Die Proteine wurden bei der SDS-PAGE zunachst im Sammelgel (pH 6,8) bei 17 mA auf
eine Lauffront konzentriert. Die eigentliche Auftrennung erfolgte im Trenngel mit Polyacryl-
amidkonzentrationen von 7,5 - 20 %, je nach GréRe der aufzutrennenden Proteine, bei
pH 8,8 mit 34 mA. Als Molekulargewichtsstandard wurde ein vorgefarbter Protein-Marker
(,PageRuler Prestained Protein Ladder" oder ,PageRuler Prestained Protein Ladder Plus”

Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet.
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Sammelgel: 0,82 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris; 0,4 % SDS; pH 6,8)
2ml Hzo
0,5 ml Acrylamidlésung (30 %)
10 ul APS (10 %)
3,5 ul TEMED
Trenngel (10%): 3,4 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris; 0,4 % SDS; pH 8,8)
5,7 ml H,O
4,5 ml Acrylamidlésung (30 %)
68 pul APS (10 %)
3,4 ul TEMED

3.2.5 Western Blot und Immunféarbung

Nach der SDS-PAGE erfolgte die Ubertragung der aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran (porablot 0,45 ym, MACHEREY-NAGEL) im Nass-Blot-Verfahren.
Der Transfer erfolgte bei konstanter Stromstarke von 300 mA fir 60 — 120 min in vorge-
kihltem 1x Blotpuffer oder bei konstanten 80 V fur 3 h in 1x Blotpuffer mit 20 % Methanol in
einer Blotting-Kammer (Bio-Rad). Zur Kontrolle des Transfers der Proteine auf die Nitro-
cellulosemembran wurde diese mit Ponceau S-Losung (0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsaure,
AppliChem) angefarbt. Nach Entfarbung durch Inkubation in TBS-Tween (10 mM Tris/HCI
(pH 7,5), 150 mM NacCl, 0,05 % (v/v) Tween 20) erfolgt der spezifische immunologische
Proteinnachweis. Um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen wurde die Membran fir 1
h bei RT oder UN im Kuhlraum mit einer Blockierlosung (5% Magermilchpulver (Cell
Signaling) in TBS-Tween) abgesattigt. Die Membran wurde 2x fur 5 min mit TBS-Tween
gewaschen und dann fir 1 h (RT) oder UN (4°C) mit dem Primarantikdrper inkubiert.
Anschliel3end wurde die Membran 3x fir 10 min mit TBS-Tween gewaschen und fir 30 min
mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert. AbschlieRend wurde 2x flr
10 min und einmal fir 20 min mit TBS-Tween gewaschen.

Beim anschlielenden Chemilumineszenz-Nachweis wurde der abgetropfte Blot mit frischem
ECL-Reagenz inkubiert. Dazu wurden 1 ml Losung A (100 mM Tris/HCI (pH 8,6), 0,0125 mM
Luminol (Sigma)), 100 pl Lésung B (0,27 mM Coumarinsaure (Sigma) in DMSO) und 0,33 pl
35 % H,0, gemischt. Die Membran wird fir eine Minute mit der Entwicklerldsung inkubiert.
Die Peroxidase katalysiert dabei in Anwesenheit von H,O, die Oxidation des chromogenen
Substrates Luminol. Das dabei entstehende aktive Zwischenprodukt emittiert bei seiner
Ruckkehr in den Grundzustand Licht. Dieses wurde mittels aufgelegtem Roéntgenfilm und
einer Exposition von 10 sec bis 1h je nach Signalstarke detektiert. Um die Intensitat von
Proteinbanden zu quantifizieren, wurden die entsprechenden Autoradiographien mit Hilfe
eines Computerprogramms digitalisiert. AnschlieRend wurde die Intensitét der Proteinbanden
mit dem Programm EasyWin32 ermittelt. Sofern die Blot-Membran mit einem weiteren

Primarantikorper inkubiert werden sollte, wurden die Antikdrper der vorherigen Immun-
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farbung von der Membran mit dem RestoreTM Western Blot Stripping Buffer (Pierce,
Rockford, USA) fur 30 min bei 37°C entfernt. Nach einem anschlieenden Waschschritt mit

TBS-Tween stand die Membran fur weitere Analysen zur Verfligung.

3.2.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Mittels der Methode nach Bradford (1976) lasst sich die Proteinkonzentration von Lésungen
bestimmen. Dazu wird eine Farbanderung, die auf der Reaktion des Farbstoffes Coomassie-
Blau mit basischen Aminosduren beruht und eine Verschiebung des Absorptionsmaximums
hin zu 595 nm bewirkt, gemessen. Es wurde 1 pl Zellextrakt in 800 ul H,O verdiinnt und mit
200 pl Roti-Quant (Roth) vermischt. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT erfolgte die
Messung der Absorption bei A = 595 nm. Die Proteinkonzentration des Zellextraktes ergab
sich durch rechnerischen Vergleich der optischen Dichte der Probe mittels einer zuvor

erstellten Eichreihe.

3.2.7 Chromatin-Immunprazipitation (ChliP)

Diese Methode dient dem Nachweis von DNA-gebundenen Proteinkomplexen und im Zuge
der Genaktivierung auftretenden Histonmodifikationen. Dazu wurden in dieser Arbeit LNCaP-
Zellen verwendet, die bei 80 bis 90 % Konfluenz fiur mindestens 48 h in farbstoff- und
hormonfreiem Medium gehalten wurden. Je nach Fragestellung erfolgte eine Vorbehandlung
der Zellen mit dem Proteasomeninhibitor MG132 oder dem CDK7/9-Inhibitor DRB bevor sie
fur unterschiedliche Zeitintervalle zwischen 15 min und 24 h mit 100 nM Dihydrotestosteron
(DHT) induziert wurden.

Die Zellen wurden mit PBS™ (37°C) gewaschen und fir 10 min mit 1,4 % Paraformaldehyd
(PFA) in PBS’ bei RT fixiert. Die Fixierung wurde durch eiskaltes 125 mM Glycin gestoppt.
Dann wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS™ (4°C) gewaschen und in 1 ml PBS™ von der
Kulturschale abgeschabt. Die Zellen wurden in ChIP-Verdinnungspuffer (1 % Triton X-100, 2
mM EDTA, 150 mM NacCl, 20 mM Tris/HCI (pH 8,0), 10 mM Na,MoOQ,, 1x Protease-Inhibitor-
Cocktail) gewaschen um noch I6sliche Proteine zu entfernen und bei 1800 rpm fir 2 min
abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 300 yl ChIP Lysispuffer (1 % SDS, 10 mM EDTA,
50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 10 mM Na;MoOQO,, 1x Protease-Inhibitor-Cocktail) resuspendiert.
Anschlieend wurde das Chromatin durch Ultraschall in Fragmente von 0,5 bis 1 kb
zerkleinert. Dazu waren sechs Pulse von jeweils 15 sec bei 40 % Leistung mit der ,Microtip“
des Branson Sonicators (New Brunswick, NJ) notwendig. Unlésliche Bestandteile wurden
mittels Zentrifugation bei 13200 rpm fur 15 min sedimentiert. Die DNA-Konzentration wurde
bestimmt und auf 1 ug/ul mit ChlP-Lysispuffer eingestellt. Pro Immunprazipitation wurden

150 pg Chromatin eingesetzt, die mit ChlP-Verdinnungspuffer auf ein Gesamtvolumen von 1
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ml aufgefullt und mit 0,5 - 1 ug Antikérper (Ak) bzw. 3 pl Serum versetzt wurden. Die Proben
wurden bei 4°C im Rollinkubator UN inkubiert, 1 min scharf abzentrifugiert und nach Zugabe
von 25 ul vorblockierter Protein-A-Sepharose bzw. Protein-G-Agarose und 2 ug gescherter
Lachssperma-DNA fiur eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert. Das Blockieren der Matrix
erfolgte UN in ChIP-Verdinnungspuffer mit 2 ug gescherter Lachssperma-DNA pro 25 pl
Matrix.

Die Proben wurden dann sukzessive gewaschen in: TSE1 (1 % Triton x-100, 0,1 % SDS,
2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8), TSE2 (1 % Triton x-100, 0,1 % SDS,
2 mM EDTA, 500 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8), Puffer Ill (250 mM LiCl, 1 % NP40, 1 %
Deoxycholat, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8) und dreimal in 1x TE-Puffer (pH 8).

Die Elution der gewaschenen Komplexe erfolgte in 100 pl Chelex100 (10 % Suspension in A.
bidest, BIO-RAD) durch 12 min Kochen bei 1300 rpm im Thermoschittler. Die Hitzezufuhr
|6st dabei die PFA-Fixierung wieder auf und das Chelex schiitzt die DNA vor Strangbriichen.
Matrix und Chelex wurden durch 5 min Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand diente
als Template fur die semiquantitative PCR.

Parallel zu den Waschschritten wurde eine Input-Kontrolle mitgefuihrt, die dem Mengen-
abgleich dient. Hierzu wurden 15 pg Chromatin mittels 0,75x Isopropanol und 2 M NH4AC
geféllt und nach einem Waschschritt mit 70 % Ethanol in 50 pl TE geldst. Die Elution der
Komplexe erfolgte dann nach Zugabe von 100 ul Chelex100.

Bei der ReChlIP erfolgte eine zweite Prazipitationsrunde. Hier konnte untersucht werden, ob
zwei Proteine zur gleichen Zeit am selben regulatorischen DNA-Element gebunden vorlagen.
Vor der ersten IP erfolgte hier ein Preclearing fir 2 h: 600 ug Chromatin wurden mit 8 ug
Lachssperma-DNA, 100 ul Sepharose 4B (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Schweden)
und 3,3 ml ChIP-Verdinnungspuffer inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand mit der
vierfachen Menge Primarantikdrper UN inkubiert und bis einschlieRlich des Waschschritts in
TSEZ2 wie oben beschrieben weiterbehandelt. Fir die zweite Prazipitationsrunde wurde nach
dem Waschen in TSEZ2 direkt zwei Mal mit TE-Puffer gewaschen, das Pellet trocken gesaugt
und die Elution der Komplexe von den Antikdrpern erfolgte in 10 mM DTT bei 37°C im
Schuttler. Der Uberstand wurde 1/50 in ChlP-Verdunnungspuffer verdunnt und konnte fir

eine zweite Immunprazipitations-Runde mit bis zu drei verschiedenen Ak eingesetzt werden.

3.3 Zellkultur

3.3.1 Kultur von Saugerzellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C in einer Wasserdampf gesattigten 5 % bzw.
10 % CO,-Atmosphéare in einem Inkubator (Heraeus). Die Zelllinien HEK293 und HelLa
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wurden in DMEM-Medium mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) kultiviert.
Ratl1-Zellen wurden unter den gleichen Bedingungen mit 5 % FCS gehalten. Die Kultivierung
von PC3 und MCF7-Zellen erfolgte in RPMI-1640 Medium mit 10 % FCS und 1 % P/S bei
5% CO, Konzentration. LNCaP-Zellen wurden in 15% FCS, 1% P/S bei 5% CO,

Konzentration kultiviert.

Saugerzellen wachsen als adhdrente Monolayer und werden passagiert bevor sie eine
Konfluenz von 100 % erreicht haben. Die Zellen wurden dazu zweimal mit vorgewarmtem
PBS™ gewaschen und mittels Trypsin vom Boden der Kulturschale geldst. Die Zellen wurden
in Medium aufgenommen. Hierbei wird durch im Medium enthaltenes FCS das Trypsin
gestoppt. Nach Abzentrifugation der Zellen fir 3 min bei 1000 rpm kénnen diese in einem
Verhaltnis von 1/3 bis 1/10 in frischem Medium aufgenommen und neu ausplattiert werden.
Zur langfristigen Lagerung wurden exponentiell wachsende Zellen nach Trypsinierung in
vorgekuhltem Medium mit 20 % FCS und 10 % DMSO aufgenommen und schrittweise
abgekihlt (2h -20°C, UN -70°C), bevor sie in flussigem Stickstoff dauergelagert wurden.

3.3.2 Zellzahlbestimmung

Um definierte Zelldichten bei der Transfektion von siRNA (siehe 3.3.3.1) zu erhalten, erfolgte
eine Bestimmung der Zellzahl. Dazu wurde die Zellsuspension im Verhdltnis 1:2 bis 1:10
verdunnt und ein Tropfen in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Im Lichtmikroskop wird
dann die Zellzahl in vier Gro3quadraten ausgezahlt und der Mittelwert gebildet. Die Zellzahl
pro ml ergibt sich dann nach folgender Berechnung: Zellzahl/ml = Mittelwert x 10* x

Verdinnungsfaktor.

3.3.3 Transiente Transfektion von Saugerzellen mit DNA oder RNA

Die Einschleusung von Fremd-DNA in hohere eukaryontische Zellen wird als Transfektion
bezeichnet. Es wird unterschieden zwischen stabiler und transienter Transfektion. Bei der
stabilen Transfektion wird die Fremd-DNA in das Genom der Zelle integriert, wahrend bei der
transienten Transfektion keine Integration erfolgt. Hier wird das Protein direkt vom einge-
schleusten Plasmid aus voriibergehend stark Uberexprimiert. Es existieren verschiedene
Transfektionsverfahren: Elektroporation, Mikroinjektion, Lipofektion, Viral- oder Rezeptor-
vermittelte und Calcium-Phosphat-Transfektion. Die Methoden unterscheiden sich hin-
sichtlich Effizienz, Handhabung, sowie Kosten. Fir jede Zelllinie ist die optimale Methode

daher gesondert zu ermitteln.
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3.3.31 Lipofektion

Zur Transfektion von Saugerzellen wurde entweder das kationische Polymer JetPEI
(Polyplus-transfection INC, New York, USA) fur die Einschleusung von DNA in MCF7 und
PC3-Zellen oder das Liposomen-bildende Reagenz Lipofectamine 2000 (Invitrogen) fur die
Einschleusung von DNA und siRNA in LNCaP, HeLa und HEK293-Zellen verwendet.
Folgende Angaben beziehen sich auf die Transfektion eines Wells einer 24 Well-Platte mit
JetPELI:

In einem Reaktionsgefald wurden 50 yl 150 mM NaCl und 0,2 - 1 uyg DNA gemischt. Parallel
dazu wurden in einem zweiten Reaktionsgefald 50 pyl 150 mM NaCl und 0,5 - 1 pl JetPEI
zusammengegeben. Die beiden Anséatze wurden gemischt und 30 min bei RT inkubiert und
danach wurden 100 pl des Transfektionsansatzes zu den Zellen gegeben. Nach 24 h
erfolgten ein Mediumwechsel und gegebenenfalls die Induktion durch Steroidhormone.

Die Transfektion von siRNA sowie siRNA/DNA-Gemischen erfolgte mit Lipofectamine 2000.
20 bis 200 nM siRNA oder ein siRNA/DNA-Gemisch wurden in 50 ul OPTIMEM (serumfreies
Medium, Gibco) verdunnt. In einem anderen Reaktionsgefald wurden 50 yl OPTIMEM und
1 pl Lipofectamine 2000 gemischt und flr 5 min bei RT vorinkubiert. Anschlielfend wurden
beide Ansatze gemischt und fur 20 min inkubiert bevor sie tropfenweise auf die Zellen
gegeben wurden, die jeweils 400 pl OPTIMEM je Vertiefung der 24-Well-Platte vorgelegt

bekamen. Fir eine MP wurde der dreifache und fir eine LP der 10-fache Ansatz verwendet.

3.3.3.2 Transfektion mittels Calciumphosphat

Bei der Calciumphosphat-vermittelten Transfektion werden CaCl, und NaHPO, in
Anwesenheit der DNA gemischt. Sich bildende Calciumphosphat-Kristalle schlie3en die DNA
ein und werden durch Endozytose von den Zellen aufgenommen. Diese Methode wurde fur
die Transfektion von HEK293 und Rat-1-Zellen mit DNA angewandt.

Alle folgenden Mengenangaben beziehen sich auf die Transfektion einer 6 cm Platte (SP)
und sind bei Bedarf an kleinere und groRere KulturgefalRe anzupassen.

1 bis 2 h vor der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel und pro SP wurden 2,5 ml
Medium vorgelegt. In der Zwischenzeit wurden die Transfektionsansatze vorbereitet. Hierzu
wurden 216 ul H,O, 24 pl 2,5 M CaCl, und 2 bis 4 ug DNA in einem Reaktionsgefal} gut
vermischt. In ein Rundbodenréhrchen wurden 240 pl 2x BBS (280 mM NaCl, 50 mM BES,
1,5 mM Na,HPO,pH 7,0) pipettiert durch den ein kontinuierlicher Luftstrom geblasen wurde.
Die DNA-L6sung wurde langsam zugetropft und um moglichst feine Koprazipitate zu erhalten
wurde fur 1 min Luft eingeblasen. Der Ansatz wurde fir 10 min bei RT inkubiert und
anschliel3end vorsichtig auf die Zellen getropft. Nach 20 h wurden die Zellen gewaschen und
je nach Anwendung mit frischem Medium versetzt. Hier erfolgte gegebenenfalls eine

Induktion mit Steroidhormonen.
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3.3.4 Transiente Expressionsexperimente zur Untersuchung der Luciferase-
aktivitat (Reportergenstudien)

Mittels des Reportergens Luciferase kdnnen transaktivierenden Eigenschaften von Proteinen
untersucht werden. Dazu wurden 3 cm Kulturschalen (MP) mit bis zu 1,8 pg DNA transfiziert.
Um Transfektionsstress und unterschiedliche Transfektionseffizienzen auszugleichen wurde
die transfizierte DNA-Menge durch das Plasmid pCMV-Tag2b konstant gehalten und es
wurden fir jeden Ansatz Dreifachbestimmungen durchgefihrt. AulBerdem wurde eine
konstante Menge pCMV-Renilla transfiziert, welches bei der Messung ein eigenes

Luciferase-Substrat umsetzt und somit als interner Abgleich herangezogen werden konnte.

3.34.1 Herstellung von Zellextrakten fir den Luciferasenachweis

Die transfizierten und gegebenenfalls zuvor fur 18 h induzierten Zellen wurden zweimal mit
PBS"™ gewaschen bevor sie mittels 150 ul Lysispuffer (77 mM K;HPO4, 23 mM KH,PO,, 0,2
% Triton X-100, 1 mM DTT; pH 7,8) fur 15 min auf einer Wippe bei RT lysiert wurden.
AnschlieRend wurde der Uberstand in ein ReaktionsgefaR uberfiihrt und fur 3 min bei 13200

rpm abzentrifugiert.

3.34.2 Messung der Luciferaseaktivitat

Zur Messung der Luciferaseaktivitat wurden 10 pl der Proteinextrakte durch Zugabe des
jeweiligen Luciferasereagenzes vermessen. Die Proben wurden einmal mit Firefly-
Luciferase-Substrat und in einem weiteren Well/Ansatz mit Renilla-Substrat vermessen. Die
Messung der Lumineszenzreaktion erfolgte in einem Luminometer (Berthold) in 96-Well-

Microplatten fur jeweils 10 sec nach Zugabe von 60 pl des jeweiligen Luciferase-Reagenzes.

Firefly-Substrat 20 mM Tricin pH 7,8
297 mM MgSO,
0,1 mM EDTA

33,3 mM DTT
544,33 uM  ATP

270 pM Coenzym A

470 uM Luciferin
Renilla-Substrat 25 mM Tris/HCI pH 7,5

0,1M NaCl

1 mM CaC|2

0,9 uM Coelenterazin
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3.4 Invivo-Nachweis ubiquitinierter Proteine

Ubiquitinierte Proteine sind nach dem Aufschluss der Zelle sehr instabil und werden sehr
schnell von den Proteasomen abgebaut. Deswegen wurde ein System benutzt, mit dem
ubiquitinierte Proteine unter denaturierenden Bedingungen isoliert und analysiert werden
konnen (Treier et al., 1994). Dazu wird Ubiquitin, das mit einem 6xHistidin-Epitop versehen
ist, ektopisch exprimiert. Die ubiquitinierten Proteine kénnen dann mittels Ni**-NTA-
Affinitaitschromatographie auch unter denaturierenden Bedingungen isoliert werden.

Pro Ansatz wurde eine 10 cm Kulturschale HEK293-Zellen mit 9 - 15 pyg DNA transfiziert.
Nach 24 h wurde der Transfektionsansatz abgenommen, die Zellen mit PBS™ gewaschen und
mit 2 yM des Proteasomeninhibitors MG132 versehen und mit 100 nM DHT fur 16 h
induziert. Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS™ gewaschen, in 1 ml PBS™ von der
Platte abgeschabt, sedimentiert und das Pellet in 500 uyl denaturierendem Lysispuffer (8 M
Harnstoff, 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris/HCI, 20 mM Imidazol, pH 8,0) aufgeschlossen.
Nach einer Ultraschallbehandlung von 2x 15 sec bei 40 % Leistung im Eiswasserbad wurde
das Lysat fur 15 min und 13200 rpm abzentrifugiert. Parallel wurden 30 pl NiNTA-Agarose
(Qiagen) in 300 ul Lysispuffer aquilibriert und anschlieRend gewaschen. Das Zelllysat wurde
dann fur 2 h mit der NiNTA bei 4°C rotierend inkubiert. Anschlieend wurde die Matrix 3x mit
Waschpuffer (8 M Harnstoff, 100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris/HCI, 20 mM Imidazol, pH 6,2)
und einmal mit 10 mM Tris/HCI (pH 7,5) gewaschen bevor die isolierten ubiquitinierten
Proteine mit 2x Probenpuffer fir 3 min bei 100°C von der Matrix eluiert wurden. Nach
Zugabe von 1/3 NEM wurden die Proben mittels SDS-Page aufgetrennt und ubiquitinierte

Proteine im Western Blot analysiert.

3.5 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

Mittels Fluoreszenzmikroskopie lasst sich die subzelluldre Lokalisation verschiedener
Proteine in Zellen untersuchen. GFP-Fusionsproteine kdnnen dabei aufgrund ihrer eigenen
Fluoreszenz nach Bestrahlung mit UV-Licht direkt nachgewiesen werden, wohingegen
andere Proteine indirekt Uber einen Antikérper vermittelten Nachweis detektiert werden. Die
fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte mit dem Axiophot (Zeiss) oder mittels der

konfokalen Mikroskopie Uber ein Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeis).

3.5.1 Fixierung und Permeabilisierung der Zellen

Die Fixierung erfolgte nach Honda [Honda et al., 2003]. 24 — 48 h nach der Transfektion
wurden die MCF7-Zellen nach zweimaligem Waschen fir 5 min mit PBS™ durch Zugabe von

300 pl "Hondapuffer" fir 10 min fixiert und permeabilisiert. Anschliefend wurde flr 10 min
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mit PBS® gewaschen und entweder direkt eingebettet oder die Zellen wurden einer

Immunfarbung unterzogen.

Hondapuffer 20 mM PIPES
0,2 % Triton X-100
1 mM MgCl,
10 mM EGTA
4% Formaldehyd

3.5.2 Immunfluoreszenzfarbung

Die fixierten Zellen wurden zur Abséttigung unspezifischer Antikbrper-Bindestellen fur 1 h mit
3 % BSA in PBS" blockiert, bevor der primare Antikorper fir 1 h zugegeben wurde. Nachdem
3x fiir 10 min mit PBS* gewaschen wurden, erfolgte die Inkubation mit dem sekundéren Cy*-
gekoppelten Antikorper fir 30 min. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Zellen fur 10
min mit PBS" wurden sie einer DraqV und/oder DAPI-Farbung unterzogen, einmal mit VE-
H,O gewaschen und anschlieBend in einen Tropfen Einbettemulsion eingebettet. Zum

Ausharten des Einbettmediums werden die Objekttrager UN bei 4°C gelagert.

Antigen Spezies Verdiinnung in PBS* Quelle
a-Flag Maus monoklonal 1:2000 Sigma-Aldrich
a-Tubulin Maus monoklonal 1:50000 Sigma-Aldrich
a-mouse Alexa488 Ziege 1:2000 Invitrogen
a-mouse Cy? Ziege 1:4000 Dianova

3.5.3 DAPI/DRAQ5-Féarbung

Der Farbstoff 47, 6"-Diamino-2-Phenylindoldihydrochlorid  (DAPI)  farbt  spezifisch
chromosomale DNA und somit die Zellkerne an. Die Zellen wurden entweder direkt nach der
Fixierung oder nach der Immunfarbung fir 5 min mit 0,05 ug/ml DAPI in PBS" inkubiert. Vor
dem Einbetten wurden die Zellen dreimal fur 10 min in PBS" und einmal mit VE-H,O
gewaschen. Das Anthrachinon DRAQ5 féarbt ebenfalls chromosomale DNA an und wurde fur
die konfokale Laserscanning-Mikroskopie parallel zur DAPI-Farbung verwendet. DRAQ5
wurde in einer 1/10000 Verdinnung zusammen mit dem sekundaren Antikdrper mit den

Zellen inkubiert.
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4  Ergebnisse

4.1 Koaktivierende Eigenschaften der humanen ZIPK

In vorhergegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe zum Einfluss der ZIPK auf die AR-
abhangige Transkription wurde mit ektopisch exprimierter ZIPK der Ratte gearbeitet.
Aufgrund der oben (siehe Einleitung 1.2.1) aufgezeigten Unterschiede humaner gegeniber
muriner ZIPK waren Unterschiede in ihren koaktivierenden Eigenschaften nicht auszu-
schlieBen. Vor allem die tUberwiegend cytoplasmatische Lokalisation der humanen ZIPK
gegenuber der Uberwiegend nukledren Lokalisation der murinen ZIPK (Shoval et al., 2007)
gaben Anlass, die humane ZIPK auf ihre koaktivierenden Eigenschaften und subzelluléare
Lokalisation zu uberprufen. Im Folgenden wird das humane Ortholog als ZIPK und das

Ratten Ortholog als DIk bezeichnet.

4.1.1 Effekt der ZIPK auf AR-abhangige Reportergenkonstrukte

Zunachst sollte der Einfluss der ZIPK im Vergleich zur Dlk auf die AR-abhangige
Transkription untersucht werden. Dazu wurde eine konstante Menge AR transfiziert, die
Dihydrotestosteron (DHT)-abhéngig eine flinffache Aktivierung der Reportergenexpression
bewirkt. Anhand der Kotransfektion steigender Mengen GFP-ZIPK bzw. GFP-DIk lasst sich
der Einfluss der ZIPK-Orthologen auf die Expression des Reportergens messen. Als
Reportergenkonstrukt diente das ,Firefly“-Luciferasegen unter der Kontrolle des MMTV-
Promotors (mouse mammary tumor virus). Der MMTV-Promotor stellt das gangigste
Modellsystem zur Untersuchung von Steroidhormonrezeptoren dar und wird hormon-
abhangig durch den AR, GR, PR und MR aktiviert (Lambert und Nordeen, 1998). Wenn nicht
anders erwahnt, wurden die Transaktivierungsstudien generell in HEK293-Zellen
durchgefiihrt, da diese keinen endogenen AR exprimieren (Chesire et al., 2002). Als interner
Standard wurde in jedem Ansatz das ,Renilla“-Luciferasegen unter der Kontrolle des CMV-
Promotors (Cytomegalievirus) als Abgleichsplasmid eingesetzt. Somit lieRen sich
Unterschiede in der Transfektionseffizienz und Zellzahl ausgleichen, da als Maf3 fur die
Transaktivierung der Quotient aus der Aktivitdt der induzierbaren Firefly-Luciferase und der
konstitutiv exprimierten Renilla-Luciferase gebildet wurde. Um Unterschiede in der
Transfektionseffizienz aufgrund unterschiedlicher DNA-Mengen auszuschlie3en, wurden die
Ansatze mit pCMV-Tag2b-Vektor auf konstante DNA-Mengen aufgefillt. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit DHT induziert und nach weiteren 20 h wurde die
Luciferaseaktivitdit gemessen. Die Luciferaseaktivitat ist dabei proportional zur Aktivitat des

Promotors.
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Abb. 4.1 zeigt die relative Steigerung der MMTV-Promotoraktivitdt nach Expression der
ZIPK-Orthologen.
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Abb. 4.1: Steigerungseffekt der ZIPK-Orthologen auf die AR-abhangige Transkription.

HEK293-Zellen wurden mit 500 ng MMTV-Luciferase-Reportergenkonstrukt (MMTV-Luc), 100 ng pCMV-Renilla,
50 ng Flag-AR und steigenden Mengen GFP-ZIPK bzw. GFP-DIk sowie den kinaseinaktiven Expressions-
plasmiden (GFP-ZIPKD161A, GFP-DIkKK42A) kotransfiziert. Die Induktion der Zellen erfolgte fir 20 h mit 100 nM
Dihydrotestosteron (DHT). Die jeweilige Transaktivierung ist als relative Luciferaseaktivitat (RLU) aufgetragen,
normiert auf die Aktivitét des induzierten AR. Das Experiment und wenn nicht anders erwéhnt alle folgenden
wurde in Dreifachbestimmungen durchgefiihrt und zweimal wiederholt. Die Fehlerbalken geben die Standardab-

weichung an.

Abbildung 4.1 zeigt, dass der AR als Liganden-abhangiger Transkriptionsfaktor erst nach
Induktion der Zellen mit DHT durch dieses aktiviert wird und daraufhin die Transkription des
Luciferasegens bewirkt. Die hormonabhangige Aktivierung des AR resultierte in einer
funffachen Steigerung der relativen Luciferaseaktivitét (RLU) gegentiber dem uninduzierten
Ansatz.

Steigende Mengen ZIPK bewirkten in Koexpression mit dem AR eine bis zu 2,8-fache
Steigerung der Luciferaseaktivitat. Die DIk fuhrte zu einer 3,2-fachen Steigerung. Somit
zeigte die ZIPK eine ahnlich starke Aktivierung wie die DIk. Um auszuschlie3en, dass die
ZIPK fur sich transaktivierend oder AR-unabhéngig wirkt, wurden Anséatze mit ZIPK aber
ohne AR transfiziert. Da die Werte auf dem Basislevel ohne ektopisch exprimiertem AR
lagen, erfolgte keine direkte Transaktivierung des Promotors durch die ZIPK. Die ZIPK wirkt
somit verstarkend auf die AR-abhéngige Transkription, was sie als Koaktivator klassifiziert.
Um zu bestétigen, dass die ZIPK spezifisch auf bestimmte Transkriptionsfaktoren und keinen
generellen Einfluss auf die Transkription ausubt, wurde zuséatzlich ein mdglicher Effekt der

ZIPK auf den CMV- und SV40-Promotor untersucht. Somit stellt dieser Versuch auch eine
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Kontrolle fiir das Abgleichsplasmid pCMV-Renilla dar, welches unter der Kontrolle des CMV-
Promotors steht. Die Abgleichsplasmide pCMV-Renilla und SV40-Renilla wurden als

Reportergenplasmide verwendet und mit steigenden Mengen ZIPK kotransfiziert.

pCMV-Renilla-Luc SV40-Renilla-Luc ) _

6 - 1,6 - Abb. 4.2: Die Expression der
1,4 - 14 - ZIPK hat keinen Einfluss auf die

1,2 1,2 basale Transkription.
5 11 &= Bl & & 5 14 £ HEK293-Zellen wurden mit 200 ng
7 081 z 08+ PCMV-Renilla-Luc  oder ~ SV40-
0,6 1 0.6 - Renilla-Luc und steigenden Men-
0.4 1 04 7 gen ZIPK transfiziert. Die RLU ist
0’3 | | | | | O’z | | | | | normiert auf die basale Aktivitat

ZIPK[ng] - 200 400 800 - 200 400 800 Von SV40-/pCMV-Renilla-Luc.

Wie erwartet hatte die Uberexpression der ZIPK keinen Einfluss auf die basale Expression
der Abgleichsplasmide (Abb. 4.2). Dies bestatigt, dass sie ihre Koaktivatorfunktion tber
einen spezifischen Transkriptionsfaktor austbt.

Da die Koaktivatorfunktion der DIk von ihrer enzymatischen Aktivitdt abhéngt (Leister et al.,
2008), wurde eine kinaseinaktive Punktmutante (GFP-ZIPKD161A) der ZIPK erzeugt und auf
ihr Transaktivierungspotential untersucht. Es zeigte sich, dass die Aktivierung der AR-

abhangigen Transkription auf ihrer Kinaseaktivitat beruht (Abb. 4.1).

Nachdem am MMTV-Promotor die koaktivierende Wirkung der humanen ZIPK bestatigt
wurde, sollten weitere AR-abhangige Promotoren auf ihre Koaktivierung durch die ZIPK
untersucht werden. Dazu wurden mit dem PSA (Prostata-spezifisches Antigen)-Promotor
und dem p2l-Promotor weitere AR-abhangige Reportergenkonstrukte mit steigenden
Mengen ZIPK transfiziert. Das PSA-Luciferase-Reportergenkonstrukt (PSA-Luc) enthalt die
Sequenz des proximalen PSA-Promotors, der zwei ARE beinhaltet. Der Effekt der ZIPK auf
das PSA-Gen ist von besonderem Interesse, da das PSA-Gen als Tumormarker des
Prostatakarzinoms gilt und daher das wohl bestuntersuchte AR-abhangige Zielgen darstellt.
Das p21-Luciferase-Reportergenkonstrukt (p21-Luc) enthalt den p21-Promotorbereich, der je
eine Bindestelle fur den AR und p53 aufweist. Das p21-Protein ist ein CDK-Inhibitor und

essentiell fir die Regulation des Zellzyklus.
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Abb. 4.3: Die ZIPK wirkt auch auf weitere AR-abh&ngige Reportergenkonstrukte koaktivierend.

A) HEK293-Zellen wurden mit 700 ng p21-Luc, 100 ng pCMV-Renilla, 200 ng AR und steigenden Mengen ZIPK
transfiziert. B) HEK293-Zellen wurden mit 600 ng PSA-Luc, 100 ng pCMV-Renilla, 200 ng AR und steigenden
Mengen ZIPK transfiziert. Die Induktion erfolgte jeweils fur 20 h mit 100 nM DHT. Die RLU ist auf die Aktivitéat des

induzierten Rezeptors normiert.

Steigende Mengen ZIPK fuhrten zu einer mengen- und hormonabhangigen Aktivierung der
AR-vermittelten Transkription am p21- und PSA-Promotor. Beim p21-Promotor féllt jedoch
auf, dass die ZIPK auch ohne Induktion des AR eine Steigerung der Aktivitat von 0,2 auf 0,4
bewirkte. Hier deutet sich ein Effekt auf andere TF, vermutlich endogenes p53 an (siehe
4.1.4).

Die Befunde der koaktivierenden Eigenschaften der ZIPK wurden auf weitere regulatorische
Bereiche von bekannten AR-Zielgenen ausgedehnt. Dazu wurde aus genomischer DNA von
LNCaP-Zellen zum einen die Promotorregion des KLK2 (Kallikrein 2)-Gens und zum anderen
der Enhancer des TMPRSS2 (Transmembran Protease Serin 2)-Gens amplifiziert und in den
pGL3-Luciferase Vektor kloniert. KLK2 codiert, wie PSA, fir eine Serin-Protease, die in
verschiedenen Geweben exprimiert und an diversen physiologischen und pathologischen
Prozessen beteiligt ist. Die veranderte Expression in Prostata- und Brustkrebs lasst KLK2
eine Rolle als Tumormarker zukommen (Clements et al., 2004). Das TMPRSS2-Gen ist von
Interesse, da die Genfusion mit den ETS-Transkriptionsfaktoren ERG, ETV1 und ETV4 als
frihes Ereignis in der Entstehung des Prostatakarzinoms gilt. Die damit unter die Kontrolle
des AR-responsiven regulatorischen Bereichs des TMPRSS2-Gens gelangten ETS-TF sind
an Zellwachstum, Differenzierung und Transformation beteiligt (Tomlines et al., 2005;
Oikawa und Yamada, 2003).

Zunachst wurde nachgewiesen, dass sowohl der Enhancer des TMPRSS2-Gens als auch
der Promotor des KLK2-Gens durch den AR dosis- und hormonabhangig aktiviert werden
(ohne Abb.). Als nachstes wurde der Effekt der ZIPK auf die AR-abhangige Transaktivierung

der beiden Konstrukte untersucht:
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Abb. 4.4: Die ZIPK wirkt koaktivierend auf die AR-abhangige Transaktivierung des KLK2-Promotors,
weist aber keinen Einfluss auf den TMPRSS2-Enhancer auf.

A) HEK293-Zellen wurden mit 600 ng KLK2-Luc, 100 ng pCMV-Renilla, 200 ng AR und den angegebenen
Mengen ZIPK und AATF transfiziert. B) HEK293-Zellen wurden mit 600 ng TMPRSS2-Luc, 100 ng pCMV-
Renilla, 100 ng AR und den angegebenen Mengen ZIPK, kinaseinaktiver ZIPK und AATF transfiziert. Die
Induktion mit 100 nM DHT erfolgte jeweils fiir 24 h. Die RLU ist normiert auf die Aktivitat des induzierten AR.

Die Aktivitat des KLK2-Promotors konnte wiederum abhéngig vom AR, durch die ZIPK
erhoht werden. Uberraschenderweise zeigte die ZIPK keinen aktivierenden Effekt auf die
Transaktivierung des TMPRSS2-Enhancers (Abb. 4.4.B). Um die Funktionalitit des
klonierten Reportergensystems und fiur das humane Ortholog von AATF die Koaktivator-
funktion fir den AR zu bestétigen, wurde AATF in die Analysen einbezogen.

AATF fihrte sowohl am KLK2-Promotor als auch am TMPRSS2-Enhancer zu einer
deutlichen Steigerung der AR-abhangigen Transkription. Diese Ergebnisse deuten an, dass

die ZIPK eine gewisse Spezifitéat in der Koaktivierung von AR-Zielgenen aufweist.

Um einen zelltypspezifischen Effekt auszuschliel3en, wurde die koaktivierende Wirkung der
ZIPK auf die AR-vermittelte Transkription auch in anderen Zelllinien nachgewiesen. Dazu
wurden zwei Prostatakarzinom-Zelllinien verglichen: Androgen-abhéngig wachsende
LNCaP-Zellen, die sehr hohe endogene AR-Proteinlevel aufweisen und PC3-Zellen, die
keinen endogenen AR exprimieren. Ferner wurde die Brustkrebszelllinie MCF7 verwendet.

Die Ergebnisse zeigten, dass die ZIPK in allen drei Zelllinien eine vergleichbare Koaktivator-
funktion aufweist (ohne Abb.). Die Transkription wurde durch die ZIPK mengen- und
hormonabhéngig aktiviert und war dabei abhéngig von der enzymatischen Aktivitat der ZIPK.
Somit lasst sich festhalten, dass die ZIPK aktivierend auf AR-regulierte Zielgene wirkt, mit
Ausnahme des TMPRSS2-Gens. Ein signifikanter Unterschied zwischen dem humanen und

dem murinen Ortholog konnte nicht festgestellt werden.
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4.1.2 Kolokalisiert die ZIPK mit dem AR?

Nachdem eine Beteiligung der ZIPK an Transkriptionsprozessen nachgewiesen wurde, sollte
mittels Immunfluoreszenz-Analysen Uberpruft werden, ob evtl. hormonabhangig eine
Translokation in den Kern und eine Kolokalisation mit dem AR stattfindet. Dazu wurden
MCF7-Zellen mit Flag-AR und den GFP-ZIPK-Orthologen transfiziert und nach Hormon-

stimulation einer Immunférbung unterzogen.

GFP Flag-AR DRAGV Uberlagerung

GFP-DIk

GFP-ZIPK

Abb. 4.5: Immunfluoreszenzanalyse der Koexpression von AR und ZIPK-Orthologen.

MCF7-Zellen wurden fur 20 h mit Flag-AR und GFP-DIk bzw. GFP-ZIPK transfiziert. Nach 60 min Induktion mit
DHT wurden die Zellen fixiert und mit anti-Flag-AK immungeférbt. Die DNA wurde mit DRAGV angeférbt und
mittels ,AxioVision LE"-Software in Blau dargestellt. Balken =10 uM.

Eine hormonabhé&ngige Translokation der ZIPK in den Kern konnte nicht beobachtet werden.
Die ZIPK lag in etwa 60 % der Zellen ausschlief3lich cytoplasmatisch vor. In den restlichen
40 % der Zellen liel3 sich auch ohne Hormonstimulation zusatzlich zur cytoplasmatischen
Lokalisation eine unterschiedlich stark ausgepréagte Kernlokalisation beobachten, dabei lag
die ZIPK bei 10 % der Zellen Uberwiegend nuklear vor. Dies stimmt mit vorausgegangenen
Immunfluoreszenz-Analysen Uberein, in denen fir die Uberwiegend cytoplasmatisch
lokalisierte ZIPK bei etwa 40 % der Zellen eine unterschiedlich stark ausgepragte
Kernlokalisation beobachtet wurde (Brinckmann, Diplomarbeit 2007).

In der abgebildeten Zelle (Abb. 4.5) zeigte die ZIPK eine fast vollstandige Kernlokalisation.
Im Gegensatz zur DIk, deren Expression in der Ausbildung von punktférmigen
Anreicherungen, den sog. ,Speckles®, im Kern resultierte, waren die ZIPK Anreicherungen
deutlich diffuser. Der AR zeigte hormonabh&ngig auftretende punktfdrmige Anreicherungen
im Kern, die mdglicherweise die Orte AR-abhangiger Transkription reprasentieren
(Sutherland und Bickmore, 2009). Fur beide ZIPK-Orthologen fand sich eine partielle
Kolokalisation mit dem AR, die im Uberlagerten Bild als gelbe Bereiche sichtbar werden. Dies

untermauert eine Funktion der ZIPK in AR-abhangigen Transkriptionsprozessen.
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4.1.3 Einfluss der ZIPK auf andere Steroidhormonrezeptoren

Weiterhin stellte sich die Frage, inwieweit es sich bei der ZIPK um einen generellen
Koaktivator von Nuklearrezeptoren handelt, oder ob ihre Funktion auf den AR beschrankt ist.
Aus vorhergegangenen Experimenten war bekannt, dass die DIk auch die GR-abhangige
Transkription aktivieren kann, allerdings keinen Effekt auf die ER-abhéngige
Transaktivierung ausibt (Leister, Diplomarbeit 2003). Diese Befunde sollten fir die humane
Kinase Uberprift und auf den PR ausgedehnt werden. Dazu wurden der AR, GR und PR mit
dem MMTV-Promotor, der ER mit dem ERE-Luc-Reportergenkonstrukt und dem ZIPK-

Expressionsplasmid kotransfiziert.
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Abb. 4.6: Einfluss der ZIPK auf die Steroidhormonrezeptoren PR, AR, GR und ER

HEK?293-Zellen wurden mit 500 ng MMTV-Luc, 150 ng pCMV-Renilla und PR (300 ng), AR (50 ng), GR (100 ng)
bzw. 500 ng ERE-Luc und 200 ng ER transfiziert. ZIPK fir PR wie angegeben, sonst 400 ng. Die Induktion
erfolgte fir 20 h mit 100 nM Progesteron fir PR, 100 nM DHT fiir AR, 10 nM Dexamethason fir GR und 10 nM
Estradiol fir ER. Die Luciferaseaktivitat wurde auf die Aktivitat der induzierten Rezeptoren ohne ZIPK normiert.

Es zeigte sich, dass die GR-vermittelte Transkription in etwa gleichem MalRe wie die AR-
abhangige Transkription durch die ZIPK koaktiviert wurde (Abb. 4.6). Dagegen wies die ZIPK
keinen koaktivierenden Effekt auf die ER- und PR-vermittelte Reportergenexpression auf.
Die ZIPK scheint somit innerhalb der Steroidhormonrezeptoren eine gewisse Spezifitdt zu

besitzen.

4.1.4 Effekt der ZIPK auf die p53-abhéngige Transkription

Es sollte analysiert werden, inwieweit der koaktivierende Effekt auf Steroidhormonrezeptoren
beschrankt ist, oder ob die ZIPK auch auf weitere Transkriptionsfaktoren koaktivierend wirkt.

Anhand der am p21-Promotor erzielten Werte erschien ein Einfluss der ZIPK auf die p53-
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abhangige Transkription moglich. Dies wurde mittels des p53-abhangigen Mdm2-Luciferase-

Reportergenkonstrukts, der Expression von p53 sowie steigenden Mengen ZIPK untersucht.
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Abb. 4.7: Die ZIPK wirkt auch auf die p53-abhéngige Transkription koaktivierend.
HEK293-Zellen wurden mit 600 ng MDM2-Luc, 150 ng pCMV-Renilla, 150 ng p53 und steigenden Mengen ZIPK
bzw. DIk oder den kinaseinaktiven Mutanten kotransfiziert. Die RLU ist normiert auf die Aktivitat von p53.

Abbildung 4.7 zeigt, dass die ZIPK auch auf die p53-abhangige Reportergenexpression
koaktivierend wirkt. Dabei verhielten sich die ZIPK-Orthologen mit einer jeweils 2,8-fachen
Steigerung der Luciferaseaktivitat gleich. Ohne Phosphorylierungsaktivitdt wirkten die

Kinasen nicht aktivierend auf das System.

4.1.5 Zusammenspiel von ZIPK mit AATF, TSG101 und Par-4 bei der AR-
abhéangigen Transkription

Unter den Interaktionspartnern der ZIPK-Orthologen sind mit AATF und Par-4 (interagiert nur
mit der DIK) Proteine mit einer bereits nachgewiesenen koaktivierenden Wirkung auf die AR-
vermittelte Transkription beschrieben. Dabei interagiert AATF sowohl mit der DIk als auch mit
dem AR und in Koexpression zeigen sie einen kooperativen Effekt auf die AR-abhangige
Transkription (Leister et al., 2008). TSG101 wirkt aktivierend auf die AR-abhangige
Transkription, indem es vermutlich Gber AATF an den AR rekrutiert wird und diesen in seiner
monoubiquitinierten, vermutlich aktiven Form stabilisiert (Burgdorf et al., 2004). Fir Par-4 ist
eine koaktivierende Wirkung auf die AR-abh&ngige Transkription am c-FLIP-, MMTV-
Promotor und PSA-Enhancer beschrieben (Gao et al., 2006). Aufgrund der bekannten
Zusammenhénge der Proteine in Bereichen der Apoptoseregulation, hier wirkt AATF der
Par-4 und Dlk-vermittelten Apoptoseinduktion entgegen (Page et al., 1999b), lag es nahe ein
Zusammenspiel in der Transkription zu untersuchen. Auf3erdem sollten die bekannten
funktionellen Zusammenhange von den murinen auf die humanen Orthologen Ubertragen
werden. Daher wurden verschiedene Kombinationen der humanen Proteine auf ihren Effekt

auf die AR-vermittelte Transkription zunachst am MMTV-Promotor untersucht.
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Abb. 4.8: Effekt der Koexpression von ZIPK mit AATF und Par-4 auf die AR-abhangige Transkription.
HEK293-Zellen wurden mit 600 ng MMTV-Luc, 100 ng pCMV-Renilla, 50 ng AR und je 400 ng Par-4, AATF und
ZIPK in den angegebenen Kombinationen transfiziert. Induktion des AR fiir 18 h mit 100 nM DHT. Die RLU ist auf
die Aktivitat des induzierten AR normiert.

Abbildung 4.8 zeigt, dass AATF, Par-4 und die ZIPK als Koaktivatoren auf die AR-abhangige
Transkription wirken. AATF und Par-4 waren dabei mit einer 2,8- bzw. 3-fachen Steigerung
deutlich starker aktivierend als die ZIPK mit einer 1,6-fachen Steigerung. Bei Koexpression
von AATF und ZIPK konnte der von den Orthologen der Ratte bereits bekannte additive
Effekt auch fur die humanen Proteine beobachtet werden. Die Koexpression von AATF mit
Par-4 zeigte interessanter Weise mit einer 6,4-fachen Steigerung der RLU einen mehr als
additiven Effekt. Demgegeniber fand sich mit einer 2,3-fachen Aktivitdtssteigerung bei
Koexpression von Par-4 und ZIPK ein deutlich unter der Summe der Einzelaktivitaten

liegender Wert.

Da AATF sowohl mit der ZIPK als auch mit TSG101 interagiert, wurde eine mdogliche
Kooperation zwischen TSG101 und ZIPK untersucht. Zunachst erfolgte der Nachweis der
koaktivierenden Wirkung von humanem TSG101l. Dabei konnte in allen untersuchten
Zelllinien eine Koaktivatorfunktion beobachtet werden (ohne Abb.). Anschlieend wurden
Kombinationen von TSG101 mit der ZIPK und der kinaseinaktiven Mutante, sowie AATF als

Kontrolle, untersucht.
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Abb. 4.9: Effekt der Koexpression von TSG101 mit ZIPK und AATF auf die AR-abh&ngige Transkription.
HEK?293-Zellen wurden mit 500 ng MMTV-Luc, 150 ng pCMV-Renilla, 20 ng AR und den angegebenen Mengen
an ZIPK, kinaseinaktiver Mutante, TSG101 und AATF transfiziert. Die Induktion des AR erfolgte fir 18 h mit
100 nM DHT. Die RLU wurde auf die Aktivitat des induzierten Rezeptors normiert.

Die ektopische Koexpression von AR und TSG101 bewirkte eine 3-fache Steigerung der
Luciferaseaktivitat. In Kombination mit der ZIPK ergab sich ein etwas hoherer Wert.
Interessanterweise fihrte die Koexpression mit der kinaseinaktiven ZIPK zu einem
deutlichen Anstieg der Aktivitat auf das 5,5-fache. Die Expression von TSG101 zusammen
mit AATF resultierte in einem 9-fachen Anstieg und zeigte somit einen deutlich kooperativen
Effekt, der die funktionelle Interaktion der beiden humanen Proteine in der AR-vermittelten

Transkription widerspiegelt.

4.2 Ist die ZIPK essentiell fur die AR-abhangige Transkription?

Die mittels ektopischer Expression ermittelte Funktion als Koaktivatoren fur ZIPK, AATF und
TSG101, sollte fur die endogenen Proteine verifiziert werden. Dazu wurde zunéchst ein

siRNA-basiertes System zur effizienten Ausschaltung der Expression etabliert.

4.2.1 Etablierung der siRNAs gegen ZIPK, AATF, TSG101 und Par-4

Die Herunterregulation der endogenen Proteine erfolgte mittels RNA-Interferenz (RNAI). Der
Wirkmechanismus von RNAI beruht auf der posttranskriptionellen Genstilllegung und dient
eukaryontischen Zellen unter anderem der Abwehr von Viren und Transposons, gewinnt
aber zunehmend an Bedeutung als Regulationsmittel. In der Molekularbiologie erlangt die
RNAI groR3e Bedeutung, da sich fast jedes Gen in der Zellkultur voriibergehend mittels RNAI
ausschalten lasst. Dabei wird entweder die direkte Inhibierung der Translation der Ziel-
MRNA bewirkt (Wightman et al., 1993) oder kleine doppelstrangige RNA-Molekiile (dsRNA)
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fuhren zum Abbau der mRNA eines bestimmten Zielgens (Ubersicht bei Hannon, 2002).
Diese kleinen dsRNA-Molekile sind 21 bis 25 nt lang und werden auch als siRNA (small
interfering RNA) bezeichnet. Sie entstehen durch Prozessierung von dsRNA-Vorlaufern
durch den DICER, einer Endonuklease der RNaselll-Familie (Carmell und Hannon, 2004).
Die siRNA wird in den RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex) geladen und von
Ago-2 (Argonaute-2) zu einem einzelstréangigen siRNA-Molekil prozessiert. Der aktivierte
RISC-Komplex wird durch die siRNA an die Zielsequenz gefihrt und bewirkt dort den Abbau
der mRNA (Tang, 2005). Dabei hangt die Effizienz der Herunterregulation des Zielgens von
der Sekundarstruktur der Zielsequenz ab, da diese die Anlagerung der komplementaren
siRNA verhindern kann (Holen et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde durch Transfektion von synthetisch hergestellten siRNA-Molekulen der
spezifische Abbau der Ziel-mRNA induziert. Dabei héngt die Effizienz der siRNA stark von
der Transfektionseffizienz ab. Die siRNA gegen humanes Par-4 (Kawai et al., 2004) wurde
als Positivkontrolle verwendet, da die Transfektion von 50 nM siPar4 bereits nach 24 h zu
einer fast vollstdandigen Reduktion der Par-4-Proteinlevel in HEK293- (Abb. 4.10 A) und
LNCaP-Zellen fuhrte (ohne Abb.). Nach 48 h siRNA gegen Par-4 ergab die densitometrische
Messung eine Reduktion auf 3 % bei 50 nM und auf 1,2 % bei 200 nM siRNA (Abb. 4.10 A).
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Abb. 4.10: Uberpriifung der Funktionalitét der siRNAs gegen humanes AATF, TSG101 und Par-4.

A) HEK293-Zellen wurden fur 48 h mit 50 bzw. 200 nM siRNA gegen AATF und Par-4 transfiziert oder
unbehandelt belassen. Je 50 yg Gesamtprotein wurden mittels 8,5 % SDS-Page aufgetrennt und mit AK gegen
AATF, Par-4 und a-Tubulin immungefarbt. B) Western-Blot (WB)-Analyse von HEK293-Zellen, die fur 24, 48, 72
und 96 h mit 50 nM siRNA gegen AATF transfiziert wurden. Mittels 8,5 % SDS-Page wurden 50 ug der Gesamt-
extrakte aufgetrennt und mit AK gegen AATF oder a-Tubulin immungefarbt. C) WB-Analyse von HEK293-Zellen,
die nach 48 h Transfektion mit SiRNA gegen TSG101 (50 und 200 nM), unspezifischer Kontroll-siRNA (siCx, 50
und 200 nM) oder unbehandelt geerntet wurden. Mittels 10 % SDS-Page erfolgte die Auftrennung von 20 ug
Cytoplasmaextrakt. Die Immunfarbung erfolgte mit anti-TSG101 und anti-a-Tubulin AK.

Die siRNA zur Herunterregulation von AATF bestand aus einem Pool von vier Sequenzen.
Zunéachst wurden 50 nM und 200 nM siAATF, sowie siPar4 als Positivkontrolle, auf ihre

Effizienz untersucht. Nach 48 h Inkubation der siRNA wurden die HEK293-Zellen lysiert und
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einer Western-Blot (WB)-Analyse unterzogen. Wie in Abb. 4.10 A zu erkennen, fuhrten beide
Konzentrationen zu einer effizienten Reduktion der Proteinlevel auf 9 bzw. 4 %. Um zu
untersuchen, wie lange die Herunterregulation bestehen bleibt, wurden nach Transfektion
von 50 nM SiAATF Uber einen Zeitraum von 96 h Proben entnommen und mittels Western-
Blot analysiert. Die bereits nach 24 h vorliegende effiziente Reduktion der AATF-Proteinlevel,
blieb Uber einen Zeitraum von 96 h konstant unter 5 % im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen (Abb. 4.10 B).

Gegen TSG101 wurde ebenfalls ein Pool aus vier Sequenzen eingesetzt. Bei der in Abb.
4.10 C dargestellten WB-Analyse ergab die Intensitatsmessung eine Reduktion der TSG101-
Proteinlevel auf 10 % bei 50 nM und auf 6 % bei 200 nM siRNA. Die Kontroll-siRNA zeigte
im Vergleich zu unbehandelten Zellen auch hier keinen negativen Effekt auf die Expression
von TSG101.

Die Herunterregulation der ZIPK gestaltete sich wesentlich schwieriger, da diverse siRNA-
Sequenzen und der Einsatz von plasmidbasierter shRNA (short hairpin RNA) in WB-
Analysen keine Verminderung der Proteinlevel der ZIPK detektierten (Conradi, Dissertation
2009). Da in dieser Arbeit die Stilllegung der ZIPK fir zahlreiche Fragestellungen von
besonderem Interesse war, wurden die vorhandenen siRNA-Sequenzen erneut auf ihre
Effizienz untersucht. Dabei sollten neben den Protein- auch die mRNA-Level detektiert
werden.

LNCaP-Zellen wurden mit je 50 nM nachfolgender siRNAs gegen die ZIPK transfiziert:
.Kawai" (Kawai et al., 2003), #128 und #129 von der Firma Ambion und SMARTpool von der
Firma Dharmacon. Dieser besteht aus vier Sequenzen, die einzeln oder im Gemisch (1-4)
eingesetzt wurden. Als Kontrollen wurden zwei Ansatze mit unbehandelten Zellen mitgefuhrt,
von denen einer mit DHT induziert wurde. Hier sollte ein Einfluss der hormonbedingten
Aktivierung der AR-abhangigen Transkription auf die Effizienz der siRNA ausgeschlossen
werden. Weitere Kontrollen waren Zellen, die nur mit dem Transfektionsreagenz behandelt
wurden (mock), Anséatze mit siGlo, Gber welches im Fluoreszenzmikroskop die Transfektions-
effizienz bestimmt werden konnte und Ansétze mit siRNA gegen AATF (10, 50 und 100 nM)
als Positivkontrolle.

Nach 48 h wurde die Effizienz der verschiedenen siRNAs mittels WB-Analyse und RT-PCR
bestimmt. Abb. 4.11 A zeigt, dass in keinem Ansatz eine Reduktion der ZIPK-Proteinlevel zu
beobachten war. Die AATF-Proteinlevel wurden jedoch deutlich reduziert und im Fluores-
zenzmikroskop konnte mit 80 % eine hohe Transfektionseffizienz bei den siGlo-Ansétzen
beobachtet werden. Uberraschenderweise konnte auf mRNA-Ebene (Abb. 4.11 B) eine
schwache Herunterregulation der ZIPK-mRNA bei den ,Kawai* (79 %) und #128 (74 %)
sowie eine starke Reduktion bei dem SMARTpool Ansatz (1-4, 36 %) detektiert werden.
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Um dies zu bestatigen und mdglicherweise durch eine verénderte Inkubationszeit eine noch
starkere Herunterregulation auf mRNA-Ebene zu erzielen, wurden Ansatze mit 50 nM
SMARTpool (1-4) transfiziert und nach 24, 48, 72 und 96 h auf Protein- und mRNA-Ebene
untersucht. Auf Proteinebene wurde erneut keine Reduktion detektiert (ohne Abb.), auf
MRNA-Ebene konnte eine deutliche Verminderung der ZIPK-mRNA festgestellt werden
(Abb. 4.11 C), die nach 24 h siRNA-Behandlung mit einer Reduktion auf 22 % am
deutlichsten ausfiel. Uber den untersuchten Zeitraum stiegen die mRNA-Level wieder an,
blieben jedoch deutlich unter dem Level der unbehandelten Zellen. Fir die folgenden
Versuche wurde nur noch der SMARTpool verwendet.

Z s s
o £ ¢ .
S 3 9 - E SiZIPK
- o oo £ X ' N
A L ErEORf ‘3 B =
< << . 89 % w o = .
<<<g8es0 38 ¥ S e SiZIPK
™ m m 3 S E€E v X # #H A N M < A EEI —
-AATF £ 8 % 4 &
< (&) 2 = o0}
< €€ 003594+
m S S5 E v X # o«
ZZIPK —
— Aktin—
C Unbehandelt SiZIPK(1-4) Unbehandelt SiZIPK(1-4)
24 48 72 96 24 48 72 96 M 24 48 72 96 24 48 72 96
GAPDH ZIPK

Abb. 4.11: Die siRNA (1-4) gegen die ZIPK fuhrt zu einer Reduktion der mRNA-Level in LNCaP-Zellen.

A) WB-Analyse von LNCaP-Zellen, die nach 48 h siRNA gegen AATF (10, 50 und 100 nM), ZIPK (je 50 nM:
Kawai“, #128 und #129 von Ambion, SMARTpool Sequenzen 1-4 von Dharmacon), siGlo, Lipofectamine2000
(mock) und unbehandelt (uninduziert, induziert mit DHT) lysiert wurden. 35 ug Benzonase-Extrakt wurden mittels
10 % SDS-Page aufgetrennt und mit AK gegen AATF, ZIPK und Aktin immungefarbt. B) Ein Teil der Zellpellets
aus A) wurde einer RNA-Isolation und RT-PCR unterzogen, um die mRNA-Level von ZIPK (193 bp) und Aktin
(243 bp) durch PCR und Agarose-Gelelektrophorese bestimmen zu kdnnen. C) LNCaP-Zellen wurden mit 50 nM
SiZIPK (SMARTpool, Sequenzen 1-4) transfiziert und nach 24, 48, 72 und 96 h geerntet. Als Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen mitgefiihrt. Nach RNA-Isolation und cDNA-Synthese wurden die mRNA-Level von GAPDH
(309 bp) und ZIPK mittels PCR und Agarose-Gelelektrophorese detektiert. M = 100 bp Marker.

Aufgrund der Diskrepanz zwischen WB-Analyse und RT-PCR sollte durch Uberpriifung der
Kinaseaktivitdt nach siRNA eine Aussage uber die Effizienz der siRNA getroffen werden.
Dazu wurden LNCaP-Zellen mit je 100 nM unspezifischer siRNA oder dem SMARTpool fir
48 h transfiziert. Ein Teil der Zellen wurde fir die RNA-Isolation, RT-PCR und anschliel3ende
Analyse der ZIPK-mRNA verwendet. Mit Cytoplasma- und Kernextrakt von den restlichen

Zellen wurde eine Immunpréazipitation gegen ZIPK durchgefihrt und die Aktivitdt der
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prazipitierten Kinase wurde anhand der Autophosphorylierung im in-vitro-Kinaseassay
detektiert.
A

SiZIPK
SiZIPK

siCx
SiZIPK
sSiCx
SiZIPK
sSiCx
SiZIPK
sSiCx
sSiCx

WB ZIPK

ZazIPK —ZIPK

Aktin

Cyto Kern
Cyto Kern

Abb. 4.12: Effektive Reduktion der Autophosphorylierung der ZIPK durch siRNA.

LNCaP-Zellen wurden mit 100 nM unspezifischer siRNA (siCx) oder SMARTpool gegen ZIPK transfiziert. Nach
48 h wurden die Proteinlevel der ZIPK im Cytoplasma (Cyto)- und Kernextrakt mittels WB-Analyse und ZIPK-AK
bestimmt (A). Die mRNA-Level von ZIPK und Aktin wurden nach RNA-Isolation, cDNA-Synthese und spezifischer
PCR durch Agarose-Gelelektrophorese detektiert (B). Von Cytoplasma- und Kernextrakten wurde eine IP mit anti-
ZIPK-AK durchgefihrt. Fir den in-vitro-Kinaseassay erfolgte eine 30 min Inkubation der IPs mit [32P]-y-ATP. Nach
Auftrennung der Proben mittels 10 % SDS-Page wurde die Autophosphorylierung der ZIPK autoradiographisch
sichtbar gemacht (C).

Abb. 4.12 zeigt, dass auf Proteinebene erneut keine Reduktion der ZIPK zu detektieren war.
Demgegenuber war die mRNA der ZIPK effektiv auf 12 % reduziert. Die Autoradiographie
des in-vitro-Kinaseassays zeigte eine deutlich verminderte Autophosphorylierung und damit
Aktivitat der ZIPK. Fir die Autophosphorylierung der ZIPK aus dem cytoplasmatischen
Extrakt ergab sich eine Reduktion auf 6,7 % und fir den Kernextrakt auf 10 % nach siZIPK.
Somit korrelieren die reduzierten mRNA-Level mit einer effektiv verminderten Kinaseaktivitat.
Die Effektivitdt der Herunterregulation der ZIPK wurde in nachfolgenden Versuchen daher
Uber die Analyse der mRNA-Level der ZIPK bestimmit.

4.2.2 Einfluss von endogener ZIPK, AATF und TSG101 auf die AR-abhéngige
Reportergenexpression

Reportergenstudien nach siRNA-basierter Herunterregulation von ZIPK, AATF und TSG101,
sollten eine Beteiligung der endogenen Proteine an der AR-vermittelten Transkription am
MMTV-Promotor und PSA-Enhancer in HEK293- und LNCaP-Zellen nachweisen. Da beide
Reportergenkonstrukte annahernd gleiche Werte lieferten, sind nachfolgend nur die am
MMTV-Promotor gemessenen Werte graphisch dargestellt.

Anhand Abbildung 4.13 A Iasst sich erkennen, dass die Reduktion der ZIPK mRNA-Level auf
15% eine Verminderung der AR-abhangigen Transkription des MMTV-Reportergen-
konstruktes in HEK293-Zellen auf 49 % und in LNCaP-Zellen auf 61 %, im Vergleich zu den
mit unspezifischer siRNA behandelten Zellen, bewirkte.
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Abb. 4.13: Die Herunterregulation von endogener ZIPK, AATF und TSG101 fihrt zu einer verminderten
Aktivierung der AR-abhangigen Transkription.

HEK293-Zellen bzw. LNCaP-Zellen wurden mit 75 nM siRNA gegen die ZIPK (A), 50 nM siRNA gegen AATF (B),
75 nM siRNA gegen TSG101 (C) und jeweils unspezifischer Kontroll-siRNA, sowie den Plasmiden MMTV-Luc
und pCMV-Renilla transfiziert. HEK293 wurden zusatzlich mit GFP-AR transfiziert. Nach 24 h erfolgte die
Induktion der Zellen mit 100 nM DHT fiir weitere 24 h. AnschlieBend erfolgte die Messung der Luciferaseaktivitét.
Die RLU ist auf den Wert der induzierten Kontrolle normiert. Die siRNA-Effizienz wurde mittels WB-Analyse Uber
die angegebenen AK oder RT-PCR ermittelt.

Auch nach Herunterregulation von AATF wurde die AR-abhangige Transkription vermindert
(Abb. 4.13 B). Im Vergleich zur Kontroll-siRNA erfolgte eine Reduktion der relativen
Luciferaseaktivitat auf 65 % in HEK293- bzw. 59 % in LNCaP-Zellen. In der WB-Analyse ist
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eine effiziente Herunterregulation von endogenem AATF auf 7 % in HEK293-Zellen zu
erkennen. Als Kontrolle wurden die Proteinlevel von AR und Tubulin analysiert. Diese waren
unbeeinflusst von der siRNA-Behandlung, da die Banden in behandelten und unbehandelten
Zellen gleichstark ausfielen. Die hodhere Intensitat der AR-Banden in den induzierten
Ansatzen ist darauf zurlickzufihren, dass der AR seine eigene Transkription auto-
regulatorisch aktiviert.

Die Herunterregulation von TSG101 wies den starksten Effekt auf die AR-abhéngige
Transkription (Abb. 4.13 C) auf. Sie flihrte zu einer Reduktion auf 38 % in HEK293-Zellen
bzw. 42 % in LNCaP-Zellen. Auffallend war, dass die Reduktion der TSG101-Proteinlevel
auch auf die uninduzierten Proben einen schwach reprimierenden Effekt zeigte. Mittels WB-
Analyse konnte die effiziente Herunterregulation von TSG101, bei gleichzeitig unbeein-
flussten Proteinleveln von AR und RNA-Polymerase Il nachgewiesen werden.

Somit konnte die koaktivierende Funktion von ZIPK, AATF und TSG101 auf die AR-

abhangige Reportergenexpression auch fir die endogenen Proteine bestétigt werden.

4.2.3 Einfluss der Koaktivatoren auf die Expression endogener AR-Zielgene

Expressionsanalysen von endogenen Zielgenen des AR nach Herunterregulation von ZIPK,
AATF, TSG101 und Par-4, sollten die in den Reportergenstudien ermittelten Daten auch fir
endogene Zielgene des AR bestatigen. Als Zielgene wurden PSA, KLK2 und TMPRSS2 aus-
gewadhlt, deren regulatorische Bereiche auch als Reportergenkonstrukte eingesetzt wurden.
LNCaP-Zellen, als Androgen-abhangig wachsende Prostatakarzinomzellen, exprimieren die
Zielgene des AR konstitutiv. Durch Etablierung von Androgen-freien Bedingungen, sollte die
Androgen-abhangige Transkription zundchst auf ein Mindestmal reduziert werden. Dazu
wurden LNCaP-Zellen drei Tage in einem hormonfreien Medium (phenolrotfrei und mit
dialysiertem, aktivkohlegereinigtem FCS) kultiviert, um eine Synthese von Androgenen aus
anderen Hormonen zu unterbinden. Dies ermdglicht es, die AR-abhéngige Transkription zu
einem definierten Zeitpunkt zu aktivieren, also ein induzierbares System zu schaffen. Das
hat den Vorteil, dass in nachfolgenden Analysen bereits nach sehr kurzen Induktionszeiten
die initiale Rekrutierung der Koaktivatoren an ARE detektiert werden konnte. Aul3erdem
lassen sich kleine Unterschiede in der Genexpression erfassen, die durch das Fehlen eines
Koaktivators verursacht werden.

Die Kultivierung in hormonfreiem Medium resultierte in einem deutlich verlangsamtem
Wachstum und einer deutlichen Reduktion der PSA-Expression. Die Induktion mit 10 nM
DHT bewirkte eine 5-fache, mit 100 nM eine 7,9-fache Erhéhung der PSA-mRNA-Level im
Gegensatz zu den uninduzierten Zellen (Abb. 4.14). Die Induktion mit 10 nM entspricht dabei
der physiologischen Konzentration. Da allerdings bei 100 nM eine weitere Erhéhung der

Transkription stattfand und diese Konzentration Ublicherweise in der Literatur verwendet
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wird, wurde die AR-abhangige Transkription in allen folgenden Experimenten mit 100 nM

DHT induziert, nachdem die Zellen drei Tage hormonfrei kultiviert wurden.

Abb. 4.14: Induktion der PSA-Expression in LNCaP-Zellen.

DHT: - 10 100 [nM] LNCaP-Zellen wurden nach 3 Tagen unter hormonfreien Bedingungen fir
PSA-mRNA 24 h mit 10 oder 100 nM DHT induziert. Nach RNA-Isolation, cDNA-
(217 bp)

Synthese und spezifischer PCR gegen die PSA-mRNA, wurden die 217 bp
grof3en Fragmente mittels 2 % Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Um den Effekt der Herunterregulation der einzelnen Faktoren auf die AR-vermittelte
Transkription von PSA-, TMPRSS2- und KLK2-Genen zu untersuchen, wurden LNCaP-
Zellen mit siRNA gegen die einzelnen Faktoren transfiziert. 48 h nach der Transfektion
wurden die Zellen mit DHT fir 24 h induziert. Nach Qualitatskontrolle der isolierten RNA
erfolgte die cDNA-Synthese, der sich die semiquantitative PCR mit spezifischen Primern
anschloss. Die mRNA-Level der AR-Zielgene PSA, KLK2 und TMPRSS2 wurden nach
Agarose-Gelelektrophorese densitometrisch ausgemessen. Dabei diente die PCR gegen
GAPDH als Mengenabgleich. Der Quotient aus Zielgen/GAPDH wurde fur vier unabhéngige
Experimente berechnet und auf den Wert der induzierten Probe ohne siRNA-Behandlung
normalisiert. Die jeweiligen Mittelwerte wurden graphisch dargestellt (siehe Abb. 4.15).

Die Induktion der Transkription lie3 sich anhand des erzielten 4-fachen Anstiegs der mRNA
von KLK2 und TMPRSS2 und des 3-fachen Anstiegs der PSA-mRNA nachweisen. Die
Auswertung der mRNA-Expressionslevel nach siRNA gegen die einzelnen Faktoren (Abb.
4.15), wies AATF, TSG101 und Par-4 als Koaktivatoren der AR-abhangigen Transkription
des PSA-, KLK2- und TMPRSS2-Gens aus. Die Werte fir die einzelnen Faktoren zeigen,
dass PSA und KLK2 durch die gleichen Koaktivatoren in &hnlichem Ausmald reguliert
werden. So wurde die Transkription nach Ausschaltung von AATF auf 0,57 (PSA) bzw. 0,61
im Vergleich zu 0,74 fir TMPRSS2 vermindert. Die Herunterregulation von TSG101 liel3 mit
0,61 (PSA) bzw. 0,63 (KLK2) einen etwas starkeren Effekt auf TMPRSS2 (0,53) erkennen.
Fur Par-4 lagen die Werte bei 0,68 (PSA), 0,52 (KLK2) und 0,61 (TMPRSS2).

Fir die ZIPK konnte nach Herunterregulation eine Reduktion der AR-abhangigen
Transkription des PSA-Gens auf 0,76 bzw. auf 0,78 fir das KLK2-Gen detektiert werden.
Demgegeniiber konnte fir die TMPRSS2-mRNA mit einem Wert von 1,01 keine Anderung
beobachtet werden. Dies korreliert mit den bereits in den Reportergenstudien ermittelten
Daten (siehe Abb. 4.4). Dort wurde die Transkription der PSA- und KLK2-Reportergen-
konstrukte durch die ZIPK koaktiviert, das TMPRSS2-Konstrukt dagegen nicht. Der Wert fur
die relativen mRNA-Level nach Transfektion von Kontroll-siRNA (siCx) lag bei den drei
untersuchten mRNAs zwischen 0,98 und 0,99. Die verminderte Expression beruht also nicht

auf einem unspezifischen Effekt der siRNA. Ferner blieb die als Mengenabgleich verwendete
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GAPDH-mRNA unbeeinflusst von der Induktion mit DHT und der Transfektion der
unterschiedlichen siRNAs (ohne Abb.).
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Abb. 4.15: Einfluss von AATF, ZIPK, TSG101 und Par-4 auf die Transkription endogener Zielgene des AR.
LNCaP-Zellen wurden drei Tage unter hormonfreien Bedingungen kultiviert bevor sie fir 48 h mit siRNA gegen
AATF, ZIPK, TSG101, Par-4 oder unspezifischer Kontroll-siRNA (siCx) transfiziert wurden. Zwei Ansatze wurden
untransfiziert mitgefiihrt. Die Induktion erfolgte nach den 48 h mit 100 nM DHT fir 24 h. Von den einzelnen
Anséatzen wurde ein Teil fur eine WB-Analyse zur Uberpriifung der siRNA-Effizienz abgenommen. Gesamt-
zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit spezifischen AK gegen Pol Il und Tubulin als interner
Mengenabgleich, sowie AATF, TSG101 und Par-4 immungefarbt (D). Wurde eine effiziente Reduktion der
einzelnen Faktoren detektiert erfolgte die RNA-Isolation vom Rest der Zellpellets. Nach der RT-PCR erfolgte die
semiquantitative PCR mit spezifischen Primern gegen die mRNA von PSA (A), KLK2 (B) und TMPRSS2 (C). Die
Effizienz der siRNA gegen die ZIPK wurde durch RT-PCR uberprift (D). Die Auswertung erfolgte nach
Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese, durch Messung der jeweiligen Banden-
Intensitaten. Der Quotient aus Zielgen-/GAPDH-Intensitéat gibt die relativen mRNA-Level an. Die Anzahl der
Versuche betrug n=4. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
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Somit lasst sich festhalten, dass es sich bei AATF, TSG101, ZIPK und Par-4 um echte
Koaktivatoren des AR handelt, da die Herunterregulation der endogenen Proteine die
Transkription von endogenen AR-abhéngigen Zielgenen verminderte. Dabei konnte fir die

ZIPK die schon oben angedeutete Zielgenspezifitat bestatigt werden.

4.3 Assoziation des AR und der Koaktivatoren an regulatorische
Bereiche von AR-Zielgenen

Eine Steigerung der Transkription bzw. Erhohung der mRNA-Level durch ein bestimmtes
Protein bedeutet nicht notwendigerweise, dass dieses direkt am Transkriptionsprozess
beteiligt ist. Es konnte z. B. auch zur Prozessierung der pra-mRNA oder zur Stabilisierung
der mRNA beitragen. Bei einer direkten Beteiligung an der Transkription sollte ein Protein im
Transkriptionskomplex, gebunden an regulatorische Elemente des Chromatins, nachzu-
weisen sein. Dies lasst sich mit der Technik der Chromatin-Immunprazipitation untersuchen.
Erste Studien mit dieser Technik haben bereits fir ZIPK und AATF eine hormonabhangige
Rekrutierung an den PSA-Enhancer und Promotor nachweisen kdnnen (Leister et al., 2008).
Diese Untersuchungen sollten auf die anderen Faktoren (TSG101, Par-4 und Blos2)
ausgeweitet werden. Insbesondere aber sollte eine detaillierte Analyse der Rekrutierung der
Koaktivatoren an regulatorische Elemente von verschiedenen AR-Zielgenen erfolgen. Dabei
wurden die zeitliche Reihenfolge, die Dynamik der Assoziation und die Abhangigkeit der

Proteine untereinander untersucht.

4.3.1 Chromatin-Immunprazipitation (ChliP)

Abbildung 4.16 gibt einen schematischen Uberblick tiber den Ablauf einer Chromatin-
Immunprézipitation. Mit Hilfe der ChIP lasst sich die Frage beantworten, ob ein bestimmtes
Protein zu einem bestimmten Zeitpunkt an einen bestimmten Bereich des Chromatins
gebunden vorliegt. Die Assoziation mit Chromatin ist somit ein Indiz, dass untersuchte
Koaktivatoren tatsachlich auf Transkriptionsebene regulierend wirken. Durch Einsatz von AK
gegen verschiedene Proteine lasst sich die Zusammensetzung von Komplexen ermitteln.
Anhand von Modifikations-spezifischen AK lassen sich zudem Modifikationen von Histonen
oder anderen Chromatinproteinen im untersuchten Bereich erfassen.

Fur die folgenden Analysen wurden LNCaP-Zellen fiir drei Tage unter hormonfreien
Bedingungen gehalten und je nach Fragestellung mit spezifischen Inhibitoren vorbehandelt,
bevor die Aktivierung der AR-abhéngigen Transkription durch Induktion mit 100 nM DHT

erfolgte. Die Fixierung der an die DNA gebundenen Proteine erfolgte mittels Formaldehyd.
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Anschlieend wurde das Chromatin durch Ultraschall-Behandlung in etwa 750 bp grol3e
Fragmente geschert. Die Immunprazipitation erfolgte mit spezifischen Antikérpern Uber
Nacht. Nach einstiindiger Inkubation mit Sepharose wurden die prazipitierten Komplexe mit
stringenten Waschpuffern gewaschen und es folgte die Elution der Komplexe und die
Revertierung der Fixierung durch Hitzezufuhr. Die mitgereinigte DNA wurde anhand
spezifischer Primer in einer semi-quantitativen PCR amplifiziert (Details, siehe Methoden

3.2.7).

Chromatin-Immunprazipitation

LNCaPs in ,, Hungermedium®“
Induktion mit DHT .
Fixierung des Chromatins DNA-gebundene Proteine

Fragmentierung mit Ultraschall

Immunprazipitation mit
spezifischen Antikdrpern

Waschen der Komplexe

Input fallen und
Revertierung der
Fixierung

Elution der Komplexe
und Revertierung der Fixierung

Semiquantitative PCR

Abb. 4.16: Schematische Darstellung der Chromatin-Immunprazipitation (ChiP).

Nach Vorbehandlung der Zellen erfolgt die Fixierung des Chromatins. Dieses wird durch Ultraschall fragmentiert
und mittels spezifischer AK immunprazipitiert. Die prézipitierten Komplexe werden gewaschen und durch
Hitzezufuhr erfolgen die Elution der Komplexe und die Revertierung der Fixierung. Die mitgereinigte DNA wird
mittels spezifischer Primer in einer semiquantitativen PCR analysiert. Die Input-Proben beinhalten geschertes
Chromatin ohne IP und dienen dem Mengenabgleich. Modifiziert nach Rieck (2005).

4.3.2 Standardisierung der ChIP

Fir die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse waren mehrere Punkte essentiell: das
hormonfreie Kultivieren der Zellen, die exakte Einhaltung der Induktionszeiten, die durch
Ultraschall erzielte FragmentgréRe, Mengenabgleich des Chromatins, ChiP-Tauglichkeit der
Antikorper, die Stringenz beim Waschen sowie die Linearitat der PCR.

Mit zunehmender Anzahl an Ultraschall-Pulsen zu je 15 sec erfolgte eine zunehmende
Chromatinfragmentierung. Nach sechs Pulsen war keine genomische DNA mehr in den
Taschen zu erkennen und das gescherte Chromatin wies eine GroRe um die 750 bp auf
(Abb. 4.17 A).
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Abb. 4.17: Chromatinfragmentierung und semiquantitative PCR einer Verdinnungsreihe.

A) LNCaP-Zellen wurden fir 2 h mit 100 nM DHT induziert, fir 10 min fixiert und in 400 pl Lysispuffer einer
Ultraschall-Behandlung (US) unterzogen. Vor der Ultraschall-Behandlung und nach 1, 2, 4 und 6 Pulsen wurden
jeweils 5 pl Lysat entnommen und auf einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. B) Das Lysat nach 6 US-Pulsen aus A)
wurde nach Standardprotokoll aufgereinigt, die DNA-Konzentration wurde bestimmt und es wurde eine
Verdiinnungsreihe in sechs Schritten zu jeweils 1/10 angefertigt. Unter standardisierten Bedingungen wurde eine
PCR mit 35 Zyklen auf den PSA-Enhancer durchgefihrt.

Die Linearitdt der PCR wurde durch eine Verdunnungsreihe Uberprift (Abb. 4.17 B). Die
dargestellte Verdinnungsreihe zeigt, dass im linear verlaufenden Bereich schon kleine
Unterschiede in der ,Template“-Menge abgebildet werden kénnen. Damit wird deutlich, dass
schon geringe Unterschiede in der Bandenstéarke auf einem vielfachen Unterschied in der

eingesetzten , Template“-Menge beruhen.

4.3.3 Androgenabhéangige Assoziation von AR und Koaktivatoren an ARE

In der Literatur wird die Assoziationssdynamik des AR kontrovers diskutiert. Zum einen
wurde gezeigt, dass der AR nach Androgenstimulation Uber einen Zeitraum von 4 h an
seinen Response-Elementen akkumuliert, danach fur 16 h relativ konstant assoziiert bleibt,
bevor er dann langsam wieder abgebaut wird (Wang et al., 2005). Zum anderen konnte ein
dynamischeres Anlagerungsverhalten beobachtet werden, bei dem sich der AR in Zyklen
anlagert und wieder abdissoziiert (Kang et al., 2002), &hnlich dem fir den ER beschriebenen
zyklischen Assoziationsverlauf (Shang et al., 2000) (siehe Einleitung 1.1.3.1).

Um die Assoziation des AR nach Hormonstimulation an das ARE im Enhancerbereich des
PSA-Gens (siehe Schema Abb. 4.18 A) zu untersuchen, wurden LNCaP-Zellen fir 45, 90
und 180 min mit 100 nM DHT induziert. Anschlielend erfolgten die Chromatin-
Immunprézipitation und die semiquantitative PCR mit spezifischen Primern gegen den PSA-
Enhancerbereich. Abb. 4.18 B zeigt das Ergebnis der PCR nach Agarose-Gelelektrophorese:
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-7631 -4140 -390 -163 +1
A Regulatorischer Bereich I I | I | I | |
des PSA-Gens: |ARE |||| ARE II| ARE |
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-4288/-3922 -1737/-1529 -459/-121
Enhancer Zwischenbereich Promotor
DHT [min]: 0 45 90 180 Abb. 4.18: Nachweis der hormonabh&ngigen Assoziation
oAR des AR an den PSA-Enhancer.

A) Schematische Darstellung des regulatorischen Bereichs des

- IgG PSA-Gens mit  Androgen-Response-Elementen (ARE)

Lupstream vom Transkriptionsstartpunkt (+1). Die Pfeile

Input symbolisieren die Ansatzpunkte der verwendeten Primer.

B) LNCaP-Zellen wurden fir 45, 90 und 180 min induziert und

anschliel3end einer ChIP mit den angegebenen AK unterzogen. Dargestellt ist das Produkt der semiquantitativer

PCR, aufgetrennt im Agarosegel. Die ChIP mit unspezifischen AK (IgG) diente als Negativkontrolle und ,Input*
dem Nachweis gleicher Chromatinmengen in der IP.

Eine Assoziation des AR am PSA-Enhancer konnte bereits nach 45 min Hormonstimulation
beobachtet werden und wies nach 180 min nochmals einen deutlichen Anstieg auf. Die ChIP
mit unspezifischen IgGs detektierte keine Hintergrundbindung und die Input-Proben zeigten
gleichméaRig starke Banden, so dass vom Einsatz gleicher Mengen Chromatin in den

einzelnen Ansatzen ausgegangen werden konnte.

Als nachstes wurde die Rekrutierung der Koaktivatoren ZIPK und AATF untersucht. Dabei
wurden die bekannten AR-Koaktivatoren SRC1 und CBP, welche im Transkriptionskomplex
des PSA-Gens koaktivierend wirken (Shang et al., 2002), in die Analysen als Positiv-
kontrollen miteinbezogen. Anhand der gewdahlten Induktionszeiten wurde eine sehr frihe

Assoziation nach 15 min Hormonstimulation, UGber die ersten 4 h und nach 24 h untersucht:

A B
DHT: 0 15 1h 2h 4h 24n 1B DHT: 0 15' 1h 2h 4h 24h B

aAR aAR

aZIPK

aZIPK

aAATF aAATF

Enhancer aSRC1 Promotor aSRC1

aCBP aCBP

19G IgG

Input Input

Abb. 4.19: Dynamische Rekrutierung der Koaktivatoren ZIPK und AATF an PSA-Enhancer und Promotor.
LNCaP-Zellen wurden nach Standardprotokoll einer ChlP unterzogen. Dabei erfolgte die IP mit AK gegen ZIPK,
AATF, AR, CBP, SRC1 und unspezifischen IgGs. Die Agarose-Gelelektrophorese zeigt das Ergebnis der
semiquantitativen PCR gegen den PSA-Enhancer (A) bzw. den PSA-Promotor (B).
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Sowohl fur ZIPK als auch AATF wurde eine Rekrutierung an die regulatorischen Regionen
des PSA-Gens detektiert (siehe Abb. 4.19). Diese erfolgte bereits nach 15-minltiger
Androgenstimulation. Beide Koaktivatoren zeigten, wie auch die bekannten AR-
Koaktivatoren CBP und SRC1, deutliche Schwankungen in ihrer Assoziation. Am Enhancer
war AATF nach einer Stunde abdissoziiert, die ZIPK lag deutlich schwacher gebunden vor.
Nach zweistiindiger Induktion konnte die Bindung von beiden wieder deutlich detektiert
werden. Nach vier Stunden war AATF unveréndert, die ZIPK deutlich schwéacher im Komplex
gebunden und nach 24 h Hormonstimulation lagen ZIPK und AATF immer noch mit dem
PSA-Enhancer assoziiert vor. Auch am PSA-Promotor wurden fir ZIPK, AATF, SRC1 und
CBP Schwankungen in der Assoziation beobachtet, die ein vom Enhancer abweichendes
Muster aufwiesen. Der AR lies sich am PSA-Enhancer und Promotor bereits nach 15 min
Induktion zusammen mit den Koaktivatoren nachweisen. Dabei fiel die Assoziation des AR
am Enhancer starker aus. Am Promotor zeigten sich Schwankungen in der mit der
Induktionsdauer zunehmenden Assoziation des AR, mit einem Maximum bei 4 h und einer
abgeschwachten Intensitat bei 24 h.

Um zu sehen, ob AATF und ZIPK an die regulatorischen Regionen weiterer AR-Zielgene
rekrutiert werden, wurde die Assoziation auch fur den KLK2-Promotor und TMPRSS2-

Enhancer mittels ChlIP untersucht:

A) KLK2-Promotor B) TMPRSS2-Enhancer
DHT: 0 15 1 2 4 24

>

DHT: 0 15 1 2 4

- o

Abb. 4.20: Dynamische Rekrutierung der Koaktivatoren ZIPK und AATF an weitere AR-Zielgene.

Die mitgereinigte DNA aus der in Abb. 4.19 dargestellten ChIP wurde auf das Vorhandensein weiterer AR-
Zielgene untersucht. Die Agarose-Gelelektrophorese zeigt das Ergebnis der semiquantitativen PCR gegen den
KLK2-Promotor (A) bzw. den TMPRSS2-Enhancer (B).

ZIPK und AATF wurden auch am KLK2-Promotor und TMPRSS2-Enhancer nachgewiesen.
Dabei fanden sich wiederum Schwankungen in der Anlagerung des AR, als auch von ZIPK,
AATF, CBP und SRC1. AufRerdem fiel ein vom PSA-Gen abweichendes Rekrutierungs-
muster fur die einzelnen Faktoren auf. Diese Ergebnisse untermauern eine direkte Funktion
der ZIPK und von AATF in der AR-vermittelten Transkription. ZIPK und AATF lagen bereits
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nach 15 min an allen untersuchten Response-Elementen gebunden vor, was andeutet, dass

sie an frihen Transkriptionsinitiationsprozessen beteiligt sind.

Auch fur die Koaktivatoren Par-4 und TSG101 wurde untersucht, ob sie an die
regulatorischen Regionen des PSA-Gens rekrutiert werden. Dabei war fur Par-4 bereits eine
hormonabhéngige Rekrutierung an den PSA-Enhancer beschrieben (Gao et al., 2006). Das
vor kurzem als Interaktionspartner von AATF und Koaktivator des AR identifizierte Blos2

(Felten et al., 2007) wurde in die Analysen miteinbezogen.

A B
aAR aPar4 1aG

DHT [min] O 45 180 0 45180 0 45 180 DHT [min]: O 45 |p:
aTSG101
aCBP
19G

C g

Enhancer Promotor Input

DHT [min]: 0 45 165 0 45 165
aGFP-Blos2

[ =
b

Input

Abb. 4.21: Par-4, TSG101 und Blos2 werden an Enhancer und Promotor des PSA-Gens rekrutiert.
LNCaP-Zellen wurden fur die angegebenen Zeiten induziert. Die ChIP erfolgte mit den angegebenen AK. Die
prazipitierte DNA wurde mittels spezifischen Primern fir den PSA-Enhancer und Promotor einer
semiquantitativen PCR unterzogen. A) Nachweis der Par-4-Rekrutierung. B) Nachweis der TSG101- und CBP-
Rekrutierung. C) LNCaP-Zellen wurden mit GFP-BLOS?2 transfiziert und nach 24 h induziert. Zum Nachweis der
Rekrutierung von Uberexprimiertem Blos2 wurde das fixierte und gescherte Chromatin mit AK gegen GFP, AR
und mit unspezifischen 1gGs immunprézipitiert.

Die Rekrutierung von Par-4 an den Enhancer lief3 sich bestatigen und auf den Promotor des
PSA-Gens ausdehnen (Abb. 4.21 A). Dabei wurde Par-4 am PSA-Promotor im Vergleich
zum Enhancer in starkerem Malie detektiert. Der Nachweis von assoziiertem AR diente wie
auch beim Nachweis der Rekrutierung von TSG101 und Blos2 als Positivkontrolle. Eine
Bindung von TSG101 konnte erstmals fur den PSA-Enhancer und Promotor nachgewiesen
werden (Abb. 4.21 B). Diese fiel nach 45 min Induktion an beiden Elementen gleich stark
aus, so dass hier nur der Besatz des Enhancers dargestellt wurde.

Der Nachweis der Rekrutierung von Blos2 erfolgte durch Préazipitation von ektopisch
exprimiertem GFP-Blos2, da ein Antikdrper gegen endogenes Blos2 zu diesem Zeitpunkt
nicht vorlag. Eine starke Rekrutierung von Blos2 konnte nach 45 min Induktion sowohl am
Enhancer als auch Promotor des PSA-Gens detektiert werden. Nach 165 min war Blos2

zwar schwacher, aber immer noch an die regulatorischen Regionen gebunden. Aufgrund des
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nicht vorhandenen Antikdrpers wurde von weiteren Versuchen mit Blos2 abgesehen, da eine
Beeinflussung der Rekrutierung anderer Faktoren in den Komplex durch das angefligte GFP-

Tag nicht auszuschlieRen war.

4.3.4 Dynamik der Assoziation von AR und Koaktivatoren an ARE

Aufgrund der reproduzierbar beobachteten Schwankungen in der Assoziation des AR und
der Koaktivatoren ZIPK und AATF, sollte eine eingehendere Analyse in einem kirzeren
Zeitraster erfolgen. Dazu wurden LNCaP-Zellen in 15 min Intervallen tber drei Stunden
induziert. Die ChIP wurde mit Antikbrpern gegen den AR, ZIPK, AATF, TSG101 und
unspezifischen IgGs durchgefiihrt. Dargestellt sind die aufgetrennten PCR-Produkte fir den

PSA-Enhancer und Promotor:

A DHT [min]: O 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 IP:

( aAR
oZIPK
aTSG101

PSA-Enhancer <

oAATF

19G

\ Input

B DHT[min]: 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 |P:

( aAR
aZIPK
aTSG101

PSA-Promotor <

aAATF

19G

\ Input

Abb. 4.22: zZyklische Anlagerung von AR, ZIPK, AATF und TSG101 an PSA-Enhancer und Promotor.
LNCaP-Zellen wurden in 15 min Intervallen Gber 3 h mit 200 nM DHT induziert. Die ChIP erfolgte mit AK gegen
AR, ZIPK, AATF, TSG101 oder unspezifischen 1gGs. Die PCRs wurden fur den PSA-Enhancer (A) und den PSA-
Promotor (B) durchgefiihrt und die Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Es zeigte sich (Abb. 4.22), dass sowohl der AR als auch die Koaktivatoren ein zyklisches
Anlagerungsverhalten an Enhancer und Promotor des PSA-Gens aufweisen. Fir den AR
lie3 sich am Enhancer ein erster Zyklus zwischen 0 und 90 min beobachten und ein zweiter,

der bei 105 min begann und Uber die 165 min anhielt. Die Koaktivatoren waren nach 15 min
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Induktion parallel mit dem AR am Enhancer nachweisbar, zeigten dann innerhalb der AR-
Zyklen eine individuelle Rekrutierung. ZIPK und TSG101 wiesen untereinander ein dhnliches
Rekrutierungsverhalten auf: Auf die Bindung nach 15 min Induktion folgte die Abdissoziation
bei 30 min, gefolgt von einer erneuten Rekrutierung nach 45 min fir 30 min im Fall von
TSG101, welches daraufhin wieder abdissoziierte und bei 120 min fir den Rest des zweiten
AR-Zyklus erschien. Die ZIPK verblieb durchgehend mit einer dynamischen Anlagerung, die
bei 90 und 105 min deutlich schwécher ausfiel. Die Rekrutierung von AATF nach 15 min
Induktion am Enhancer blieb Gber den ersten AR-Zyklus durchgehend bestehen, allerdings
mit einer deutlich schwécheren Intensitat bei 45 min. Nach 90 min war AATF abdissoziiert,
bevor es bei 105 und 120 min erneut gebunden vorlag. Interessanterweise waren also weder
AATF noch TSG101 nach 90 min Induktion am PSA-Enhancer nachweisbar. Dieser
Zeitpunkt korreliert mit einer verminderten Assoziation des AR und wahrscheinlich dem Ende
des ersten Anlagerungszyklus.

Am PSA-Promotor liel3 sich ein abweichendes Assoziationsverhalten des AR und der
Koaktivatoren, hauptsachlich von AATF, beobachten. Eine erste Anlagerung des AR wurde
bei 15 und 30 min Induktion beobachtet, die bei 45 min deutlich schwacher ausfiel. Der
zweite Zyklus am PSA-Promotor war zwischen 60 und 150 min nachweisbar. Bei 165 min
Induktion wurde erneut ein Anstieg der AR-Assoziation beobachtet. ZIPK und TSG101
zeigten untereinander wiederum ein ahnliches Assoziationsverhalten. Im Gegensatz zum
Enhancer lagen sie nach 105 min rekrutiert vor. Die Rekrutierung von AATF entsprach im
Gegensatz zum Enhancer der Rekrutierung von TSG101 und ZIPK.

Dieser Versuch wurde dreimal mit sehr ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Dabei kdnnen
kleine Abweichungen im Induktions- und Fixierungszeitraum, aufgrund der dynamischen

Rekrutierung, zu einer veranderten Intensitat der Banden fuhren.

4.3.5 Lasst sich das zyklisches Verhalten des AR und der Koaktivatoren durch
Inhibition des Proteasoms oder der Transkription unterbrechen?

Es stellte sich die Frage, durch welches Ereignis das Abdissoziieren des AR ausgeldst wird.
Zwei Moglichkeiten sind denkbar: Die zyklische Assoziation und Dissoziation kdnnte durch
reversible posttranslationale Modifikationen des AR oder anderer Komponenten des
Initiationskomplexes reguliert werden. Vorstellbar wéare auch, dass zunachst die Anlagerung
des Rezeptors und nach erfolgter Elongation der Abbau erfolgt, woraufhin ein erneuter
Zyklus stattfinden konnte. Fur letztere Moglichkeit sprechen folgende Befunde: Fur den ER
konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung der RNA-Polymerase Il und damit der
Start der Transkriptionselongation eine Vorraussetzung fir das zyklische Verhalten ist
(Shang et al., 2000). Fiur die Assoziationsdynamik des AR wurde beobachtet, dass die

Inhibition des Proteasoms zu einer Akkumulation des AR nach dem ersten Zyklus fihrt
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(Kang et al., 2002). Um zu klaren, ob das zyklische Verhalten des AR auf proteasomalem
Abbau beruht und von zuvor erfolgtem Ubergang in die Transkriptionselongation abhangt,

wurde mit entsprechenden Inhibitoren gearbeitet.

4.3.5.1 Konzentrationsaustestung der Inhibitoren DRB und MG132

Um zu analysieren, ob die Freisetzung des AR vom Promotor von der Transkriptionsinitiation
abhangt, wurde der Transkriptionsinhibitor 5,6-Dichloro-1-3-D-ribofuranosylbenzimidazol
(DRB) eingesetzt. DRB blockiert die Transkription, indem es CDK7 und CDKS9 inhibiert, zwei
Kinasen, die fur die Phosphorylierung der C-terminalen Doméne der RNA-Pol Il zustandig
sind (Yankulov et al., 1995; Marshall et al., 1996). Dies verhindert die Trennung der RNA-
Pol Il vom Initiationskomplex und damit den Ubergang in die Elongation.

Die Beteiligung des Proteasoms am Abbau des Rezeptors kann durch Inhibition des
proteasomalen Abbaus durch Carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucinal (MG132) untersucht werden.
MG132 wirkt als spezifischer Inhibitor des 26S-Proteasoms. Da das Proteasomen-System
fur eine effiziente Transaktivierung des AR notwendig ist (Lin et al., 2002), wurde mittels
transienten Reportergenstudien Gberprift, ab welcher Konzentration, MG132 eine effiziente
Blockierung der AR-abhangigen Transkription bewirkt. Der Transkriptionsinhibitor DRB
wurde ebenfalls, anlehnend an die in der Literatur verdffentlichten Konzentrationen, mittels

Reportergenstudien ausgetestet:

DRB-Test
MG132-Test MMTV-Luc + FAR
MMTV-Luc + F-AR LNCaP-Zellen
> 16 LNCaP-Zellen 3 27 B -DHT
g x 18
1,4 4 m -DHT 16 | @ +DHT
1,2 @ +DHT 1,4 1
1 1,2 4
08 - 1
0,8
0,6
0,6
041 0,4 -
0,2 - 0,2
0 - 0 - ——
MG132: 0 5uM 10 uM 50 uM DRB: - 100pM  50puM  50pM 50 uM 5uM
DHT: + + + + DHT: 2h 2h 2h 1lh 0,5h 2h

Abb. 4.23: Die proteasomale Aktivitat, sowie der Ubergang in die Transkriptionselongation sind fiir die
AR-abhéangige Reportergenexpression essenziell.

LNCaP-Zellen wurden mit 500 ng MMTV-Luc, 100 ng Flag-AR und 150 ng pCMV-Renilla fur 24 h transfiziert. A)
Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen MG132 fiir 2 h vorbehandelt, anschlief3end fur 3 h mit
100 nM DHT induziert und der Luciferaseaktivitdtsmessung unterzogen. Die RLU ist normiert auf die Aktivitat des
uninduzierten Rezeptors ohne MG132-Behandlung. B) Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen
DRB fir 1 h vorbehandelt und anschlieend fiir die angegebene Zeit mit 100 nM DHT induziert. Die RLU ist
normiert auf die Aktivitat des uninduzierten Rezeptors ohne DRB-Vorbehandlung.
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Die Auswertung der Inhibitorstudien ergab, dass MG132 bei 10 uM und DRB bei 50 uM eine
vollstandige Inhibition der Reportergenexpression nach den kurzen Vorinkubations-

zeitradumen bewirken ohne dabei zytostatisch auf die Zellen zu wirken.

4.3.5.2 Assoziation von AR und Koaktivatoren an ARE nach Inhibitorbehandlung

Um den Effekt der Proteasomen-Inhibition auf die Assemblierung des AR und der
Koaktivatoren mit dem PSA-Gen zu untersuchen, wurden LNCaP-Zellen fir 2 h mit 10 yM
MG132 vorbehandelt und nach Induktion einer ChIP mit anschlieRender PCR unterzogen.
Die Anlagerung von AR, ZIPK, AATF und TSG101 an PSA-Enhancer und Promotor sind in
Abbildung 4.24 dargestellt:

A) PSA-Enhancer B) PSA-Promotor
+DMSO +MG132 +DMSO +MG132
DHT [min]: 0 30 120 0 30 120 DHT [min]: 0 30 120 0 30 120

aAR aAR
aZIPK aZIPK
aAATF aAATF
aTSG101 aTSG101
I9G IgG

Input Input

Abb. 4.24: Die Proteasomen-Inhibition durch MG132 fiihrt zur Akkumulation des AR und zur verminderten
Rekrutierung der Koaktivatoren.

LNCaP-Zellen wurden fur 2 h mit MG132 oder DMSO (Vehikelkontrolle) vorbehandelt. AnschlieRend erfolgte die
Induktion fiir 30 und 120 min. Fur die ChIP wurden AK gegen den AR, ZIPK, AATF, TSG101 oder unspezifische
1gGs verwendet. Die PCR wurde mit Primer gegen Enhancer (A) oder Promotor (B) des PSA-Gens durchgefiihrt.
Mittels 2 % Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte.

Die Inhibition des Proteasoms resultierte in einer Akkumulation des AR sowohl am PSA-
Enhancer als auch am Promotor, wobei sie am Promotor starker ausfiel. Dies stimmt mit dem
Befund Uberein, dass MG132 den Abbau, aber nicht die Assoziation des Rezeptors inhibiert
(Kang et al., 2002). Fur die Koaktivatoren war dagegen eine abgeschwachte Assoziation
nach 30 min und eine stark beeintrachtigte Rekrutierung an Enhancer und Promotor nach
120 min zu beobachten. Nur die Assoziation von TSG101 blieb am Enhancer im Gegensatz

zum Promotor nach 120 min bestehen.

Die Assoziation des AR und der Koaktivatoren nach Inhibition der Transkription durch 50 yM
DRB ist nachfolgend dargestellt (Abb. 4.25):
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A) PSA-Enhancer B) PSA-Promotor
+DMSO +DRB +DMSO +DRB

DHT [min]: 0 45 120 0 45 120 1B DHT [min]: 0 45 120 0 45 120 1B
aAR aAR
aZIPK aZIPK
aAATF aAATF
aTSG101 aTSG101
aPol II aPol I
19G IgG
Input Input

Abb. 4.25: Die Transkriptions-Inhibition durch DRB resultiert in einer veranderten Anlagerungsdynamik.
LNCaP-Zellen wurden fur 1 h mit 50 yM DRB oder DMSO (Vehikelkontrolle) vorinkubiert. Nach der Induktion fur
45 oder 120 min wurde die ChIP mit AK gegen den AR, ZIPK, AATF, TSG101, RNA-Pol Il oder unspezifische
1gGs durchgefiihrt. Die PCR erfolgte mittels Primern gegen den PSA-Enhancer (A) und den PSA-Promotor (B).
Dargestellt ist die Auftrennung der PCR-Produkte auf einem 2 % Agarosegel.

Die Behandlung der Zellen mit DRB bewirkte eine Veranderung in der Anlagerungsdynamik
der Proteine des Transkriptionskomplexes. Nach 120 min kam es zu einer etwas starkeren
Anlagerung des AR am Enhancer und zu einer deutlichen Akkumulation am Promotor. Somit
verhindert die Inhibition der Transkription ebenfalls das Abdissoziieren oder den Abbau des
Rezeptors. Fur die ZIPK wurde, gegenuber den unbehandelten Zellen, nach 45 min eine
schwéchere und nach 120 min eine starkere Rekrutierung am Enhancer beobachtet. Am
Promotor war es umgekehrt. Ahnlich verhielt es sich mit AATF. Fir TSG101 fand nach 45
min eine etwas schwachere Rekrutierung an Enhancer und Promotor statt und nach 120 min
war es praktisch abwesend. Die Rekrutierung der RNA-Polll am Enhancer blieb

unbeeinflusst, am Promotor war sie dagegen starker assoziiert.

Um auszuschlie3en, dass die Veranderungen in der Assemblierung der einzelnen Faktoren
auf einer Beeinflussung ihrer Proteinlevel, durch die Inhibitoren beruht, wurde eine WB-
Analyse durchgefihrt. Es zeigte sich, dass die Inhibitoren keine signifikanten Veranderungen

der Proteinlevel verursachten.

+MG132 + DMSO +DRB Abb. 4.26: Konstante Proteinlevel nach
DHT [min]: 0 30 120 0 30 120 0 30 120 \pg: MG132- und DRB-Behandlung.

oAR LNCaP-Zellen wurden fir je 75 min mit MG132
[10 uM], DRB [50 uM] oder als Kontrolle mit

DMSO vorinkubiert. Die Induktion erfolgte wie

aAATF

aZIPK angegeben. 10 bzw. 60 pug Gesamtprotein
oTSG101 Wwurden mittels 10 % SDS-Page aufgetrennt und
mit AK gegen den AR, AATF, ZIPK, TSG101

aTubulin .
und a-Tubulin einer WB-Analyse unterzogen.
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Zusammenfassend ergaben die Inhibitorstudien, dass sowohl die Proteasomen- als auch die
Transkriptions-Inhibition zu einer vollstandigen Repression der Reportergenexpression und
auf Chromatinebene zu einer Akkumulation des AR an den ARE fihrten. Die Koaktivatoren
wiesen dagegen eine Uberwiegend schwéchere Rekrutierung auf, die an Enhancer- und
Promotorbereich durch die Inhibition unterschiedlich beeinflusst wurde. Die Ergebnisse
deuten somit an, dass die AR-abhéngige (Reportergen)-Transkription sowohl vom

proteasomalen Abbau des AR als auch von erfolgter Transkription abhangt.

4.3.6 Der AR und die Koaktivatoren ZIPK, AATF und TSG101 sind im selben
Komplex an regulatorische DNA-Bereiche gebunden

Um zu untersuchen, ob der AR und die Koaktivatoren in einem gemeinsamen Komplex an
die Promotorbereiche der Zielgene gebunden vorliegen, wurden induzierte LNCaP-Zellen
einer sequentiellen ChIP (ReChIP) unterzogen. Bei der ReChlIP wird zunachst, wie bei einer
Standard-ChlIP, die IP gegen das erste Protein z.B. den AR durchgefiihrt. Der Unterschied
zur Standard-ChIP besteht in der Elution der Komplexe. Diese erfolgt mit DTT bei 37°C,
damit die Fixierung des Chromatins erhalten bleibt, so dass die in der ersten IP prazipitierten
Komplexe in einer zweiten IP mit einem weiteren AK z.B. gegen ZIPK prazipitiert werden
kénnen. Somit wird in der zweiten IP nur dann ein Signal bei der anschlieBenden PCR

detektiert, wenn beide Proteine, also AR und ZIPK, im selben Komplex fixiert vorlagen.

A B C
DHT [min]: - 45 95 DHT [min]: - 75 DHT [min]: - 75
aAR = aAATF aTSG101
1.1P 1.1
19G - 19G 11P 19G
S oZIPK - aZIPK aAATF
2. 1P aAATF 2. 1P - aTSG101 aAR
2. 1P
aTSG101 BN aZIPK

Abb. 4.27: AR, ZIPK, AATF und TSG101 assemblieren in einem gemeinsamen Komplex am PSA-Enhancer.
LNCaP-Zellen wurden fur die angegebene Zeit mit DHT induziert. AnschlieRend wurde mittels sequentieller ChiP-
Analysen die Zusammensetzung der Transkriptionskomplexe untersucht. Die prézipitierte DNA wurde mit PSA-
Enhancer-spezifischen Primern amplifiziert und durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. A) Erste IP gegen
AR. Nach Elution der prazipitierten Komplexe erfolgte die zweite IP mit AK gegen ZIPK, TSG101 und AATF.
B) Erste IP mit AK gegen AATF, zweite mit AK gegen ZIPK, TSG101 und AR C) Erste IP gegen TSG101, zweite
IP mit AK gegen ZIPK, AR und AATF.
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Nach der ersten IP gegen den AR (Abb. 4.27 A) konnten in der zweiten IP alle Koaktivatoren
detektiert werden mit Ausnahme von TSG101, das beim 95 min Wert nicht nachgewiesen
wurde. Auch die sequentiellen ChIPs mit der ersten IP gegen AATF bzw. TSG101
detektierten den AR und die anderen Koaktivatoren in den eluierten Komplexen (Abb. 4.27 B
und C). Auffallig war eine deutlich schwachere Bindung von TSG101, im Gegensatz zur
ZIPK, an AATF nach 75 min Induktion, also gegen Ende des AR-Zyklus am PSA-Enhancer.
Die Daten sprechen somit fir ein gemeinsames Vorliegen in den Transkriptionsinitiations-
komplexen, was eine funktionelle Interaktion der Koaktivatoren wahrend der Transkriptions-

initiation ermdglicht.

4.3.7 Effekt der Herunterregulation von ZIPK oder AATF auf das Komplex-
Assembly

Nachdem gefunden wurde, dass ZIPK, AATF und TSG101 in einem gemeinsamen Komplex
mit dem AR an Promotor- und Enhancerbereichen vorliegen, sollte eine mogliche
gegenseitige Abhangigkeit der Proteine in der Assemblierung oder dem Abbau des AR-

Transkriptionskomplexes untersucht werden.

4.3.7.1 Die Herunterregulation der ZIPK bewirkt eine Akkumulation des AR

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die ZIPK im Komplexassembly und dem zyklischen
Verhalten des AR austibt, wurde sie mittels siRNA herunterreguliert. Abbildung 4.28 zeigt die
effiziente Reduktion der ZIPK mRNA-Level auf 12 % im Vergleich zur Kontroll-siRNA:

SIRNA: - cx  ZIPK Abb. 4.28: Die fur die ChIP verwendeten Zellen zeigten

DHT [min]: - 90 90 mMRNA eine effiziente Herunterregulation der ZIPK.

u GAPDH LNCaP-Zellen wurden mit siZIPK oder siCx transfiziert und 90

min induziert. Vor der Fixierung der Zellen wurde ein kleiner
ZIPK Anteil abgeschabt und nach RNA-Isolation, RT-PCR einer
PCR auf ZIPK und GAPDH mRNA-Level unterzogen.

Die LNCaP-Zellen wurden daraufhin einer ChIP mit Antikorpern gegen ZIPK, AR, AATF,
TSG101 und unspezifischen IgGs unterzogen. Der Besatz der regulatorischen Regionen des
PSA-Gens wurde mittels Enhancer- oder Promotor-spezifischer PCR analysiert (Abb. 4.29).

Mit Kontroll-siRNA behandelte Zellen wiesen am PSA-Enhancer und Promotor die Ubliche
Rekrutierung der ZIPK auf, die bei den Anséatzen mit siZIPK ausblieb. Interessanterweise
fuhrte das Fehlen der ZIPK im Transkriptionsinitiationskomplex zu einer deutlichen
Akkumulation des AR an Promotor und Enhancer des PSA-Gens, so dass die am Enhancer
vorliegende Abnahme des AR nach 90 min Hormonstimulation nach siRNA gegen die ZIPK

nicht mehr beobachtet werden konnte. Dies lasst vermuten, dass die ZIPK am Abbau oder
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der Dissoziation des Rezeptors beteiligt sein konnte, oder aber am Ubergang in die
Transkriptionselongation, da deren Blockierung ebenfalls zur Akkumulation des AR fihrte
(siehe 4.3.5.2).

A) PSA-Enhancer B) PSA-Promotor
SiRNA: - Cx Cx ZIPK ZIPK SiRNA: - Cx Cx ZIPK ZIPK

DHT [min]: - 45 90 45 90 DHT [min]: - 45 90 45 90
aAR aAR
azIPK azZIPK
aAATF aAATF
aTSG101 aTSG101
19G IgG
Input Input

Abb. 4.29: Die Herunterregulation der ZIPK fuhrt zu einer Akkumulation des AR am Response-Element.
LNCaP-Zellen wurden flr zwei Tage in hormonfreiem Medium kultiviert bevor sie mit 100 nM siRNA gegen die
ZIPK oder Kontroll-siRNA (Cx) transfiziert wurden. Nach 48 h siRNA-Behandlung wurden die Zellen wie angege-
ben induziert. Anschlie@end wurde die ChIP nach Standardprotokoll durchgefuhrt. Die PCR erfolgte mit Primern
gegen PSA-Enhancer (A) und PSA-Promotor (B). Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mittels 2 %-
Agarose-Gelelektrophorese.

Die Rekrutierung von AATF wurde durch die Herunterregulation der ZIPK nur geringfligig
beeinflusst, in Form einer schwachen Zunahme nach 45 min Induktion am Promotor (Abb.
4.29). Dies entspricht den bekannten Daten, dass AATF direkt mit dem AR interagieren kann
(Leister et al., 2003). Allerdings folgt AATF nicht einfach dem Assoziationsverhalten des AR.
Dies ist eher bei TSG101 zu beobachten, welches parallel zum AR bei 90 min am Enhancer

und Promotor akkumuliert.

4.3.7.2 Welche Auswirkung hat die Reduktion von AATF auf das Komplexassembly?
Da AATF sowohl mit der ZIPK als auch mit TSG101 interagiert (Leister et al., 2008; Burgdorf

et al., 2004) und fur die humanen Proteine eine funktionelle Kooperation in Reportergen-
studien bestatigt wurde, sollte eine Funktion von AATF als Targetingfaktor fur diese zwei
Proteine untersucht werden. Dazu wurden LNCaP-Zellen mit siRNA gegen AATF oder
Kontroll-siRNA transfiziert. Von den induzierten Zellen wurde, vor der Fixierung fir die ChlIP,
ein Teil abgenommen und in einer WB-Analyse die Reduktion der AATF-Proteinlevel
Uberprift. Es wurde eine effiziente Reduktion von AATF auf 5,9 % uninduziert und 3,8 %
induziert beobachtet (Abb. 4.30 A). Die Proteinlevel von AR und ZIPK blieben unbeeinflusst.
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Die ChIP wurde daraufhin nach Standardprotokoll durchgefiihrt und nachfolgend sind die

Ergebnisse der PCR fir Enhancer und Promotor des PSA-Gens dargestellt:

B) PSA-Enhancer C) PSA-Promotor
SiRNA: Cx Cx AATF SiRNA: Cx Cx AATF
A) DHT: - + o+ DHT: - + o+
aAR aAR
siRNA: AATF _ Cx
DHT: - + - + WB aAATF aAATF
—— — oAATF
S aZIPK aZIPK
aTSG101 aTSG101
19G I9G
Input Input

Abb. 4.30: Die Depletion von AATF fuhrt zu einer schwécheren Assoziation von AR, ZIPK und TSG101.
LNCaP-Zellen wurden zwei Tage unter hormonfreien Bedingungen kultiviert, bevor sie fur 48 h mit 50 nM siRNA
gegen AATF transfiziert wurden. Die Induktion erfolgte fur 75 min. A) Vor der ChIP wurde ein Teil der Zellen auf
die Effizienz der siRNA gegen AATF untersucht. Vom hergestellten Gesamtzellextrakt wurden 60 ug mittels 8,5 %
SDS-Page aufgetrennt und mit spezifischen AK gegen AATF, AR und ZIPK immungefarbt. Die ChIP wurde mit
AK gegen AR, AATF, ZIPK, und TSG101 durchgefiihrt. Die PCR wurde mit Primern gegen den Enhancer (B) und
Promotor (C) des PSA-Gens durchgefiihrt und anschlieRend mittels 2 % Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Sowohl am Enhancer- als auch am Promotorbereich konnte eine effiziente Verringerung an
rekrutiertem AATF beobachtet werden. Das Fehlen von AATF fihrte zu einer schwacheren
Assoziation des AR, der ZIPK und vor allem von TSG101 (Abb. 4.30 B und C). ZIPK und der
AR zeigten eine ahnlich verminderte Anlagerung. Dies bestétigte friihere Befunde, wonach
die ZIPK zum Teil Uber ihre Interaktion mit AATF, aber auch unabhangig tber den AR in den
Transkriptionskomplex rekrutiert werden kann. Die deutliche Abh&ngigkeit der TSG101-
Rekrutierung von AATF, lasst AATF eine Funktion als Targetingfaktor fur TSG101

zukommen.

4.3.8 Erfolgt die Formation des AR-Transkriptionskomplexes zwischen
Enhancer und Promotor durch ,Looping” oder ,Tracking“?

Die Kommunikation zwischen regulatorischen Bereichen der Enhancer und Promoter-
regionen von Genen ist fir eine effiziente Aktivierung der Transkription erforderlich. Nach
allgemein akzeptierter Vorstellung gelangen Enhancer und Promotor durch Schleifenbildung
des Chromatins in raumliche N&he und erleichtern so die Ausbildung des Transkriptions-
initiationskomplexes. Fir das PSA-Gen ist die Assoziation bekannter Koaktivatoren des AR-

Transkriptionskomplexes an die regulatorischen Bereiche in mehreren Studien untersucht
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worden. Die Koaktivatoren und der AR werden sowohl an Enhancer als auch Promotor
rekrutiert und das Assembly des Transkriptionsinitiationskomplexes erfolgt durch gemein-
same Koaktivatoren. Fir die Rekrutierung der RNA-Pol Il an den Promotor werden drei
Modelle postuliert: Das ,Looping“-Modell sieht die Rekrutierung an Enhancer und Promotor
vor, das ,Tracking“-Modell sieht eine Rekrutierung an den Enhancer vor, von dem die
Polymerase entlang des Chromatins des Zwischenbereichs zum Promoter wandert. Das
kombinierte ,Looping/Tracking“-Modell geht von einer unabhangigen Rekrutierung der
Polymerase an beide Elemente aus, sieht jedoch vor, dass die Polymerase durch Gleiten
entlang des Chromatins vom Enhancer zum Promoter gelangt (Shang et al., 2002; Wang et
al., 2005).

Aufgrund der vorliegenden unterschiedlichen Modelle sollte der Bereich zwischen Promotor
und Enhancer auf assoziierte RNA-Pol Il untersucht werden. Dazu wurden LNCaP-Zellen
Uber einen Zeitraum von 90 min in 15 min Abstanden induziert und einer ChIP mit Anti-
korpern gegen den AR, RNA-Pol Il und unspezifischen IgGs unterzogen. Die prazipitierte
DNA wurde mittels spezifischen Primern fiir den Enhancer, Promotor und Zwischenbereich
des PSA-Gens amplifiziert. Abb. 4.31 zeigt das Ergebnis der PCR-Analyse:

DHT [min]: 0 15 30 45 60 75 90
e

= = a5 05 S AR cAR Abb. 4.31: Die RNA-Pol Il assembliert nicht im
- — = s == POl Il . .
Enhancer < G Bereich zwischen Enhancer und Promotor.

- - - -]yt

LNCaP-Zellen wurden wie angegeben mit 100 nM
DHT induziert. Die ChIP wurde mit AK gegen AR,

?., Zom WS w0 GAR . . .
= Pol I RNA-Pol Il und unspezifische IgGs durchgefiihrt. Die
. . aro
Zwischenbereich < G préazipitierte DNA wurde mit spezifischen Primern fur
| e -t Enhancer, Promotor oder den Zwischenbereich des
(- - - -8 AR PSA-Gens in einer PCR amplifiziert und mittels 2 %
Promotor 4 - S Ss s aPol Il Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
IgG

k-—----- |nput

Die Assoziationskinetik des AR entspricht den bereits zuvor ermittelten Daten. Der Besatz
am Enhancer erfolgte in stéarkerem Ausmal3 als am Promotor. Dort lie3 sich der erste
schwache gefolgt von einem zweiten, starkeren Anlagerungszyklus beobachten. Die
Assoziation der RNA-Pol Il entspricht der des AR. Im Zwischenbereich wurde weder eine
Assoziation des AR noch der RNA-Pol Il detektiert, so dass kein Gleiten der RNA-Pol Il vom
Enhancer zum Promotor erfolgt.

Mit dem Chromatin der in Abbildung 4.31 dargestellten Zeitreihe, wurde auch fir die
Koaktivatoren ZIPK, AATF und TSG101 eine Assoziation mit dem Zwischenbereich
untersucht. Die PCR-Analyse ergab fir alle drei Koaktivatoren ein negatives Ergebnis (Abb.
4.32).
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aAATF aZIPK Input Abb. 4.32: Die Koaktivatoren und der AR
DHT [min]: 45 60 75 45 60 75 45 60 75 é assemblieren nicht im Bereich zwischen
_— 500 Enhancer und Promoter des PSA-Gens.
Ty 200 Mit dem in Abb. 4.31 verwendeten Chromatin
nach 45, 60 und 75 min DHT-Induktion erfolgte
eine ChIP mit den angegebenen AK. Die PCR
E 500 wurde mit spezifischen Primern fir den
- 200 Zwischenbereich des PSA-Gens durchgefiihrt.
Das Amplifikat (208 bp) wurde mittels 1,5 %
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. P= IP
P 45 60 75 4560 75 45 60 75 M
IgG aTSG101 aAR gegen H3 als Positivkontrolle

4.4 Was ist der Mechanismus der Koaktivierung durch die ZIPK?

Aus den Reportergenstudien war bekannt, dass die Koaktivatorfunktion der ZIPK durch die
kinaseinaktive Mutante aufgehoben wird. Daher sollte das Substrat identifiziert werden,
welches von der ZIPK im Rahmen der Transkriptionsinitiation phosphoryliert wird. AuRerdem
sollte eine Funktion der ZIPK im Abbau des AR-Transkriptionskomplexes, mdglicherweise
abhangig von ihrer Kinaseaktivitat, untersucht werden, da in ChIP-Analysen nach
Herunterregulation der ZIPK, eine Akkumulation des AR an regulatorischen Bereichen seiner

Zielgene detektiert wurde.

4.4.1 Mogliche Phosphorylierungssubstrate der ZIPK

Als mdogliche Substrate der ZIPK kamen der AR oder die Koaktivatoren in Betracht, des
weiteren Chromatinproteine, insbesondere Histon H3, das von der ZIPK in vitro an

Threoninll phosphoryliert wird (Preuss et al., 2003b).

4.4.1.1 Wird der AR durch die ZIPK phosphoryliert?

Der AR ist ein Phosphoprotein und die Aktivierung der AR-abhangigen Transkription geht mit
einer Phosphorylierung des AR einher (Wang et al.,, 1999). Da der AR vier putative
Phosphorylierungsstellen fir die ZIPK besitzt, lag es nahe eine direkte Phosphorylierung des
AR durch die ZIPK zu untersuchen. Mittels in-vitro-Kinaseassay wurden zun&chst alle im
Labor vorhandenen rekombinanten Kinasen auf eine Phosphorylierung des AR tberpruft, um
eine Positivkontrolle zu ermitteln. Getestet wurden PKA, PLK1, CDK1, CK Il, ROCK1, ERK1
und ERK2. Immunprazipitierter AR wurde effizient von CDK1 und schwach durch PLK1 und
ERK2 phosphoryliert (ohne Abb.). Da die Phosphorylierung des AR durch CDK1 bereits
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beschrieben war (Chen et al., 2006), diente sie nachfolgend als Positivkontrolle. Um eine
Phosphorylierung des AR durch die ZIPK nachzuweisen, wurde der AR aus HEK293- und
LNCaP-Zellen immunpréazipitiert und mit steigenden Mengen gereinigter ZIPK inkubiert.
Nachfolgend ist die Autoradiographie eines Kinaseassays dargestellt, die die effiziente
Phosphorylierung des AR durch CDK1 belegt (Abb. 4.33 A und B). Eine Phosphorylierung
des AR durch die ZIPK konnte dagegen nicht detektiert werden. Die Aktivitat der ZIPK wurde
dabei durch ihre Autophosphorylierung und die Zugabe eines Histonmixes (Abb. 4.33 B)
Uberpruft. Da Histon H3 und H4 effizient durch ZIPK phosphoryliert wurden, stellt der AR
zumindest in vitro kein Substrat der ZIPK dar.

A - 5 B - 5 Abb. 4.33: Der AR wird in vitro nicht durch die
é é § é é § ZIPK phosphoryliert.

Flag-AR — - ?ag.AR HEK293-Zellen wurden mit Flag-AR transfiziert und
yeB nach 24 h fir 1 h mit 100 nM DHT induziert. Aus den
CyeB = - ZIPK hergestellten Kernextrakten wurde der AR mit anti-
AR AK immunprazipitiert und nach stringentem
— CDK1 Waschen einem in-vitro-Kinaseassay mit exogener
2APK= - H1 CDK1/Cyclin B (Positivkontrolle), mit ZIPK oder als
Negativkontrolle ohne Kinase (control) unterzogen.
Der WB detektiert den immunprazipitierten AR. Die
CDKI— —H3 Autoradiographien zeigen identische Proben, die
— H4 mittels 8,5 % (A) oder 13,5 % (B) SDS-PAGE

WB: aFlag | e w w aufgetrennt wurden.

Um die Moglichkeit zu untersuchen, dass der AR nur im Komplex mit anderen Koaktivatoren
phosphoryliert wird, wurden Versuche unternommen, in denen neben dem AR auch die
Koaktivatoren AATF und TSG101 kotransfiziert wurden. Auch hier konnte keine
Phosphorylierung des AR durch die ZIPK beobachtet werden (ohne Abb.). Eine
Phosphorylierung in vivo innerhalb des Transkriptionskomplexes ist damit zwar nicht
ausgeschlossen, allerdings ist es wahrscheinlicher, dass ein anderer Koaktivator oder aber

Chromatinproteine durch die ZIPK phosphoryliert werden.

4.4.1.2 Ist unter bekannten AR-Koaktivatoren oder Interaktionspartnern der ZIPK ein

Substrat zu finden?

Als weitere Substrate wurden die bekannten AR Koaktivatoren SRC1, SRC3 und CBP auf
eine Phosphorylierung durch die ZIPK untersucht. Aus dem naheren Umfeld der ZIPK
wurden TSG101, Daxx und Blos2 getestet. Eine Phosphorylierung von AATF durch die ZIPK
war bereits ausgeschlossen (Page et al., 1999b). Fur keines der untersuchten Proteine
wurde in vitro eine Phosphorylierung durch die ZIPK detektiert. Interessanterweise fanden

sich mit SRC1 und SRC3 neue Interaktionspartner der ZIPK. Die Interaktion erfolgte
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hauptséchlich im cytoplasmatischen Extrakt, der allerdings auch die l6slichen Kernproteine
enthalt. Die Koimmunprazipitation der ZIPK Gber SRC1 und SRC3 ist in Abb. 4.34 B und C
dargestellt. Der zugehdrige in-vitro-Kinaseassay fir SRC1 (Abb. 4.34 A) zeigt eine deutliche
Phosphorylierung von SRC1 durch ERK2, aber nicht durch die ZIPK. Das bedeutet, dass es
sich bei der Interaktion von ZIPK und SRC1/SRC3 nicht um eine Enzym-Substrat-Beziehung
handelt.

IP: aSRC1 ~ Auto-
A 5 _ o Dhoso. B
2 X 2 v O IP  Lysat
S N S C NE C NE WB:
(&) + + N W . ——
- aFlag-SRC3
+SRC1 IP: aFlag
— ‘ aZIPK
— :
c IP  Lysat
C NE CNE WB:
ERK2 aSRC1
IP: aSRC1
«ZIPK aZIPK

Abb. 4.34: SRC1 und SRC3 sind Interaktionspartner aber keine Substrate der ZIPK.

A) HEK293-Zellen wurden lysiert und endogenes SRC1 wurde aus Cytoplasma (C)- und Kernfraktion (NE)
immunprazipitiert. Préazipitiertes SRC1 wurde im in-vitro-Kinaseassay mit rekombinanter ZIPK, ERK2
(Positivkontrolle) und ohne zugesetzte Kinase (Negativkontrolle) mit [32P]-yATP inkubiert. Als Kontrolle wurden
die Kinasen ohne SRC1-IP mitgefiihrt. Die Proben wurden mittels SDS-Page aufgetrennt und Uber Autoradio-
graphie visualisiert. Als Kontrolle wurde % der IPs im WB mittels spezifischer AK gegen SRC1 und ZIPK
immungefarbt (C). B) WB-Analyse wie in C) nur wurde hier lberexprimiertes Flag-SRC3 aus HEK293-Zellen
immunprazipitiert. IPs und Lysate wurden mit anti-FLAG und anti-ZIPK AK immungefarbt.

4.4.1.3 Phosphoryliert die ZIPK Histon H3 an Threoninl1l wéhrend der Transkriptions-
initiation?

Ein Substrat der ZIPK ist in vitro unter anderem Histon H3, welches an Threoninll (H3T11)
phosphoryliert wird. Diese Modifikation wurde wéhrend der Mitose an der Centromerregion in
Kolokalisation mit der DIk beobachtet (Preuss et al., 2003b). Da die Phosphorylierung z.B.
von Histon H3 Serinl0 (H3S10) als aktivierende Modifikation wéhrend der Transkription
beschrieben war (Cheung et al., 2000; Kang et al., 2004), wurde untersucht, ob die ZIPK ihre
koaktivierende Funktion mdglicherweise Uber die Phosphorylierung von H3T11 wahrend der
Transkriptionsinitiation ausuibt.

Zunachst wurde der Nachweis erbracht, dass die Modifikation auch in Interphasezellen
auftritt. Dazu wurden PC3-Zellen mit Nocodazol ber Nacht in der Prometaphase arretiert, so

dass mitotische Zellen durch Abklopfen von den verbliebenen Restzellen getrennt werden
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konnten. Nach Lyse der Zellen erfolgte mittels WB-Analyse der Nachweis von an T11

phosphoryliertem Histon H3:
Abb. 4.35: Nachweis der H3T11-Phosphorylierung in Interphase-

Zellen.
| M WB: N . . -
H3T11.P PC3-Zellen wurden fiir 16 h mit Nocodazol arretiert. Mitotische Zellen
a -
Kernextrakt (M) wurden von Interphasezellen (I) durch Abschitteln getrennt. 10 pg
aH3

der Kernextrakte wurden mittels 13,5 % SDS-Page aufgetrennt und

mit anti-H3T11-P oder anti-H3-Antikorpern immungeféarbt.

Die WB-Analyse ergab, dass die H3T11-Phosphorylierung sowohl in mitotischen als auch
Interphasezellen auftritt. Dabei war die Phosphorylierung in den mitotischen Zellen etwa
doppelt so stark. Die Immunfarbung von Histon H3 zeigte gleiche Mengen an Histon in den
Extrakten.

Als néachster Schritt erfolgte mittels ChlP-Analyse der Nachweis einer mdglichen T11-
Phosphorylierung im regulatorischen Bereich des PSA-Gens. LNCaP-Zellen wurden fir 45,
90 und 180 min mit DHT induziert und nach Standardprotokoll weiterbehandelt. Nachfolgend
ist ein reprasentatives Beispiel dargestellt, bei dem als Kontrolle eine Immunprazipitation
gegen Histon H3 mitgefuhrt wurde, die dem Nachweis gleicher Mengen an Histon H3 in den

einzelnen IPs diente.

DHT [min]: 0 45 90 180
Abb. 4.36: Histon H3 wird an Threoninl1l im PSA-Enhancer-

aT11-P
bereich phosphoryliert.
aH3 LNCaP-Zellen wurden fir die angegebenen Zeiten mit 100 nM
aAR DHT induziert. Die ChlIP erfolgte mit AK gegen Histon H3T11-P,
H3, AR und unspezifische IgGs. Die PCR erfolgte mittels
1gG
g spezifischer Primer gegen den PSA-Enhancer.
Input

Abbildung 4.36 zeigt, dass Histon H3 an T11 im Zuge der AR-abhangigen Genaktivierung
zunehmend phosphoryliert wird. Bereits uninduziert war eine schwache Bande detektierbar.
Die Intensitat der Banden stieg bis 90 min deutlich an und wies bei 180 min eine leicht
reduzierte Intensitat auf. Die Kontroll-IP gegen Histon H3 detektierte in allen Ansatzen
gleichméRig prazipitiertes Histon H3 und die IP gegen den AR zeigte das fur den Enhancer
typische zyklische Verhalten. Die H3T11-Phosphorylierung konnte auch fur den PSA-
Promotor, KLK2-Promotor und TMPRSS2-Enhancer nachgewiesen werden (ohne Abb.).

Fur den PSA-Promotor und Enhancer konnte bereits gezeigt werden, dass Histon H3 an S10
wahrend der Transkriptionsinitiation phosphoryliert wird (Kang et al., 2004). Daher sollte
untersucht werden, ob sich die S10- und T11-Phosphorylierungen ausschlieRen, oder ob
beide Modifikationen gleichzeitig auftreten. Als weitere bekannte Modifikationen des PSA-
Gens wurden die Dimethylierung von Histon H3 Lysin9 (H3K9) und Lysind (H3K4)

miteinbezogen. Die Methylierung kann sowohl aktivierender als auch reprimierender Natur
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sein. Dabei steht die Trimethylierung von H3K9 fir kompaktes Heterochromatin, die
Dimethylierung findet sich in Euchromatin von inaktiven Genen. Demgegenuber steht di- und
tri-methyliertes H3K4 fur aktiv transkribiertes Chromatin bzw. generell fur Euchromatin.
Neben dem Vorkommen der Modifikationen an Enhancer und Promotor des PSA-Gens,

wurde die Ausbreitung der Modifikationen im Zwischenbereich untersucht (Abb. 4.37):

A) PSA-Enhancer B) PSA-Zwischenbereich C) PSA-Promotor

DHT [min]: 0 45 210 DHT [min]: 0 45 210
aH3T11-P aH3T11-P
aH3S10-P aH3S10-P
aH3K4me?2 aH3K4me?2
aH3K9me2 aH3K9me2
aH3 aH3
19G 19G

Input Input Input

Abb. 37: Nachweis der an Histon H3 auftretenden S10- und T11-Phosphorylierungen fir das PSA-Gen.
LNCaP-Zellen wurden fir drei Tage unter hormonfreien Bedingungen kultiviert bevor sie fir die angegebenen
Zeiten mit 100 nM induziert wurden. Die ChIP erfolgte mit AK gegen Histon H3 und die Modifikationen: S10- und
T11-Phosphorylierung, K4- und K9-Dimethylierung. Unspezifische IgGs wurden als Kontrolle fir die
Hintergrundbindung verwendet. Die mitgereinigte DNA wurde mittels semiquantitativer PCR mit spezifischen
Primern fur Enhancer (A), Zwischenbereich (B) und Promotor (C) der regulatorischen Region des PSA-Gens
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden mittels 2 %-Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

An Enhancer und Promotor des PSA-Gens konnte nach 45 min Induktion eine starke H3T11-
und eine schwache H3S10-Phosphorylierung beobachtet werden. Nach 210 min
Androgenstimulation trat eine etwas abgeschwachte H3T11- gegenuber einer deutlich
verstarkten H3S10-Phosphorylierung auf. Dass sich die beiden Phosphorylierungen, etwa
aufgrund ihrer raumlichen N&he, nicht ausschlie3en, lie3 sich mit einem Antikdrper, der
spezifisch die H3S10/T11-Doppelphosphorylierung erkennt, bestatigen (Abb. 4.38). Dabei
folgte das Signal der doppelt phosphorylierten Form, dem Signal von S10. Die Spezifitat des

Antikdrpers wurde zuvor in Kompetitionsstudien bestatigt (Landsberg, unverdffentlicht)

DHT [min]: 045 210 Abb. 4.38: Die H3S10- und H3T11-Phosphorylierung
aH3T11-P treten parallel auf.

aH3S10-P LNCaP-Zellen wurden fur 45 und 210 min mit 100 nM
DHT induziert wurden. Die ChIP erfolgte mit AK gegen
Histon H3 und die Modifikationen: S10-, T11-, oder

S10/T11-Phosphorylierung. Die prazipitierte DNA wurde

aH3S10/T11-P
PSA-Enhancer

19G
aH3 mittels PCR mit spezifischen Primern fur den PSA-

Input Enhancer amplifiziert.
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Der Nachweis der Methylierungen ergab, dass die reprimierende H3K9me2 im uninduzierten
Zustand der Zellen vorlag und nach Androgenstimulation durch Demethylierung entfernt
wurde (siehe Abb. 4.37). Die Dimethylierung von H3K4 konnte ebenfalls uninduziert
beobachtet werden, zeigte jedoch bei Androgenstimulation eine leichte Zunahme der
Bandenintensitat. Fir den Bereich zwischen Enhancer und Promotor, wurde der Bereich
-1737 bis -1529 bp vom Transkriptionsstartpunkt aus gesehen amplifiziert (siehe Abb. 4.18
A). Die Input-Proben und der Nachweis von Histon H3 detektierten gleiche Mengen
Chromatin in den Proben. Eine uUber das Hintergrundsignal der IgGs hinausgehende
Phosphorylierung von H3S10 oder H3T11 konnte nicht detektiert werden. Die H3K9me2
ergab ein schwaches Signal, sowohl im uninduzierten als auch induzierten Zustand. Die
H3K4me2 zeigte einen schwachen, Androgen-abhéngigen Anstieg in ihrer Intensitat. Zu
beachten bleibt, dass die Belichtung des Gels deutlich starker erfolgte, um ein Signal zu
detektieren.

Wahrend der Arbeiten zur Charakterisierung der H3T11-Phosphorylierung wurden mit Chk1
und PRK1 zwei Kinasen beschrieben, die spezifisch H3T11l wahrend der Interphase
phosphorylieren (Shimada et al., 2008; Metzger et al., 2008). Metzger et al. (2008) wiesen
die H3T11-Phosphorylierung im Kontext der Androgen-abhéngigen Transkription des PSA-
und KLK2-Gens nach, so dass die Rolle der ZIPK als H3T11-Kinase in diesem System in
Frage zu stellen war. Zunachst konnte in Experimenten zur Etablierung der siRNA gegen
PRK1 eine signifikante Reduktion der H3T11-Phosphorylierung bei minimaler Restmenge
PRK1 beobachtet werden (ohne Abb.), aber erst die zuséatzliche Inkubation mit spezifischem
Inhibitor bewirkte eine Reduktion der H3T11-Phosphorylierung auf das Niveau der
uninduzierten Zellen. Um zu untersuchen, ob die ZIPK direkt an der H3T11-Phosphorylier-

ung beteiligt ist, wurde eine ChIP-Analyse nach siRNA gegen ZIPK und PRK1 durchgefuhrt:

B
siRNA: - Cx ZIP PRK1 siRNA: - Cx ZIP PRK1
DHT: - + + + DHT: - + + +
R0318220: - - - + R0318220: - - - + WB:
e S e
e e aTubuin

Abb. 4.39: Die H3T11-Phosphorylierung wird durch die Herunterregulation der ZIPK nicht beeinflusst.

A) LNCaP-Zellen wurden mit 75 nM siRNA gegen ZIPK, Kontroll-siRNA (siCx) oder 150 nM siRNA gegen PRK1
transfiziert. Nach 48 h siRNA-Behandlung erfolgte die Vorbehandlung des Ansatzes mit siPRK1 fir 1 h mit 5 yM
R0318220 (PRKZ1-Inhibitor). Die Zellen wurden fir 45 min induziert. Ein Teil der Zellen wurde vor der ChIP
abgeschabt. Die PCR erfolgte mit Primern gegen den PSA-Enhancer. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte
mittels 2 %-Agarose-Gelelektrophorese. B) Die abgeschabten Zellen wurden lysiert und mittels WB-Analyse auf
die effiziente Reduktion der PRK1-Proteinlevel mit PRK1- und aTubulin-AK Uberprift. Die Reduktion der ZIPK-
MRNA-Level wurde nach RNA-Isolation, RT-PCR und PCR mit Primern gegen ZIPK und GAPDH nachgewiesen.
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Die in Abbildung 4.39 B dargestellten Kontrollen der siRNA-Effizienz zeigten eine effektive
Herunterregulation von PRK1 auf Proteinebene und von ZIPK auf mRNA-Ebene. In der
anschlieBend durchgefuhrten ChIP liel3 sich entsprechend nur noch eine geringfligige
Rekrutierung von ZIPK und PRK1 an den PSA-Enhancer nachweisen. Da der Ansatz mit
SiRNA gegen PRK1 zusatzlich mit PRK1-Inhibitor vorbehandelt wurde, kann davon
ausgegangen werden, dass die Restmenge an rekrutierter PRK1 inhibiert vorlag. Der
Nachweis der H3T11-P ergab im Ansatz mit inhibierter, herunterregulierter PRK1 eine
deutliche Reduktion der T11-Phosphorylierung, die im Bereich der uninduzierten Zellen lag.
Ein Einfluss des PRK1-Inhibitors (Ro318220) auf die Aktivitat der ZIPK konnte mittels in-
vitro-Kinaseassay ausgeschlossen werden (siehe Abb. 4.40). Fur die mit siRNA gegen die
ZIPK behandelten Zellen konnte dagegen kein Riickgang der H3T11-P beobachtet werden.
Also phosphoryliert die ZIPK zumindest im Zuge der AR-abh&ngigen Genaktivierung nicht
Histon H3 an T11.

AbschlieRend wurde untersucht, ob die ZIPK moglicherweise als ,downstream target der
PRKZ1 in die H3T11-Phosphorylierung involviert ist, obwohl auch in diesem Fall ein Effekt der
Herunterregulation der ZIPK auf die H3T11-Phosphorylierung zu erwarten gewesen ware.
Dazu wurde eine Enzym-Substrat-Beziehung der Kinasen Uberpriift. Endogene PRK1 sowie
die kinaseinaktive Variante PRK1K644E wurden in Kombination mit ZIPK und kinaseinaktiver
ZIPKD161A im in-vitro-Kinaseassay auf eine gegenseitige Phosphorylierung untersucht. Als
Kontrollsubstrat wurden Histone zugesetzt (siehe Abb. 4.40).

Abb. 4.40: In-vitro-Kinaseassay von

<

<

¢ T S ZIPK und PRK1.
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und inaktiver Flag-PRKK644E, sowie die
—PRK1 jeweilige Kombination aus aktiver und in-
aktiver Kinase. Aus HEK293-Zellen wurden

— 2Pk endogene PRK1 bzw. uberexprimierte
ZIPK, ZIPD161A, PRKK644E immun-
prazipitiert und zusammen mit einem
Histon-Gemisch sowie [*2P]-y-ATP inkubiert
und anschlieBend mittels SDS-Page
(Stufengel: 8,5/13,5 %) aufgetrennt. Im

::i unteren  Ausschnitt ist eine kirzere

—H3 Exposition zur besseren Unterscheidung

H4

der Histone dargestellt.

Die Autoradiographie zeigt, dass nur die aktiven Formen von PRK1 und ZIPK eine Auto- und
Substratphosphorylierung aufwiesen. Dabei phosphorylierte PRK1 Histon H3 und die ZIPK

Histon H3 und H4. Die kinaseinaktiven Mutanten zeigten, wie erwartet, weder Auto- noch
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Substratphosphorylierung. Wurde ZIPK mit inaktiver PRK1 oder PRK1 mit inaktiver ZIPK
inkubiert, konnte keine Anderung der Bandenintensitaten gegeniber den einzelnen Kinasen
beobachtet werden. Wurden beide inaktive Kinasen inkubiert kam es zu einer minimalen
Hintergrund-Phosphorylierung der ZIPK, vermutlich durch eine mitprazipitierte Kinase, deren
Relevanz fur die Frage nach einer Beziehung zur PRK1 unerheblich ist, da PRK1 als inaktive
Form zugegen war. Auch zwischen ZIPK und PRK1 besteht keine direkte Enzym-Substrat-
Beziehung, so dass ein direktes Zusammenspiel der Kinasen bei der H3T11-
Phosphorylierung unwahrscheinlich ist. Eine Beteiligung der ZIPK an der H3T11-

Phosphorylierung im Rahmen der AR-abhangigen Genaktivierung ist damit ausgeschlossen.

Das Substrat durch dessen Phosphorylierung die ZIPK ihre Koaktivatorfunktion auf die AR-
vermittelte Transkription ausibt, ist somit weiterhin unbekannt und bedarf weiterer

Untersuchungen.

4.4.2 Istdie ZIPK an der Ubiquitinierung des AR beteiligt?

Ein weiterer Ansatzpunkt, um den Mechanismus der Koaktivierung durch die ZIPK zu
hinterfragen, ergab sich durch das in den ChlP-Analysen gewonnene Ergebnis, dass der AR
nach Herunterregulation der ZIPK am Response-Element akkumuliert. Dieser Effekt trat
auch bei Inhibition des Proteasoms durch MG132 auf.

Es stellte sich somit die Frage, ob die ZIPK an der Regulation des Abbaus des AR beteiligt
sein konnte. Da der Abbau des AR aber von vorheriger Aktivitdt und Transkription abhangt,
konnte die ZIPK auch dort ansetzen. Vorstellbar war, dass die ZIPK die Stabilisierung der
Monoubiquitinierung des AR durch TSG101 aufhebt. Hier kam Uber die Interaktionspartner
AATF und TSG101 die E3-Ligase Mdm2 ins Spiel, da beide mit Mdm2 interagieren (De
Nicola et al., 2007; Li et al., 2001) und Mdm2 an der Ubiquitinierung des AR beteiligt ist (Lin
et al., 2002). Zudem wurde Mdm2 bereits als potentielles Substrat der ZIPK beschrieben
(Burch et al., 2004). Ein mogliches Zusammenspiel von ZIPK und Mdm2 in der AR-
vermittelten Transkription, moglicherweise durch Beeinflussung des Ubiquitinierungs-

zustandes des AR, wurde daher untersucht.

4421 ZIPK und Mdm2 kooperieren in der Koaktivierung der AR-abhangigen

Transkription von Reportergenen

Um einen ersten Eindruck einer moglichen Verbindung zwischen ZIPK und Mdm2 zu
erhalten, wurden beide Proteine getrennt und in Koexpression in einem transienten
Transaktivierungsassay auf ihren Effekt auf die AR-abhéngige Transaktivierung des MMTV-

Promotors in HEK293-Zellen untersucht. Fir Mdm2 war ein reprimierender Effekt auf den AR
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(Lin et al., 2002; Gaughan et al., 2005), aber ein aktivierender auf den ERa (Saji et al., 2001)
beschrieben.

MMTV-Luc
14

W -DHT
12 @ +DHT

10

0 4
AR - + + + + + + + + + + + +

ZIPK [ng] - - 400 - - - - 400 400 400
ZIPKD161A [ng] - - - 800 - - - - - - 800 800 800
Mdm2[ng] - - - - 200 400 800 200 400 800 200 400 800

Abb. 4.41: ZIPK und Mdm2 kooperieren in der Aktivierung der AR-abhéangigen Transkription.

HEK293-Zellen wurden mit 600 ng MMTV-Luc, 100 ng Flag-AR, 100 ng pCMV-Renilla und den angegebenen
Mengen GFP-ZIPK, GFP-ZIPKD161A und Mdmz2-Expressionsplasmid transfiziert. Nach 24 h erfolgte die
Induktion mit 100 nM DHT fir 20 h. Die RLU wurde auf den Ansatz des induzierten Rezeptors normiert. Der
Versuch wurde in Dreifachansétzen zwei Mal durchgefiihrt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Uberraschenderweise fiihrte Mdm2 zu einer mengen- und hormonabh&ngigen Aktivierung
der AR-abhangigen Transkription (Abb. 4.41). Mit einem bis zu 6,7-fachen Anstieg der RLU
zeigte Mdm2 dabei eine deutliche Funktion als Koaktivator. In Koexpression von ZIPK und
Mdm2 wurde mit einer RLU von 12,7 eine deutliche Steigerung gegenuber den einzelnen
Aktivitaten erzielt, was auf einen kooperativen Effekt der beiden Proteine hindeutet.
Interessanterweise wurde diese gegenseitige Verstarkung bei Koexpression von Mdmz2 mit
der kinaseinaktiven Mutante aufgehoben. Die kinaseinaktive ZIPK wirkte sogar reprimierend
auf die aktivierende Wirkung von Mdm2.

Das Zusammenspiel von ZIPK und Mdm2 gab Anlass, eine funktionelle Kooperation beim
Abbau des Rezeptors zu untersuchen. AuRerdem sollte, aufgrund der fir die kinaseinaktive
Mutante ermittelten Daten, die Phosphorylierung von Mdm2 durch die ZIPK Uberprift

werden.

4.4.2.2 Wird Mdm2 durch die ZIPK phosphoryliert?

Eine Studie identifizierte die ZIPK als Mdm2-Kinase. Es wurde gezeigt, dass die ZIPK
Mdm2-Peptide phosphoryliert. Allerdings stellte das Mdm2-Protein ein sehr schwaches
Substrat in vitro dar (Burch et al., 2004). Die Enzym-Substrat-Beziehung zwischen ZIPK und

Mdm2 sollte Uberprift werden. Dazu wurde Uberexprimiertes Mdm2 aus HEK293-Zellen
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prazipitiert und in einem in-vitro-Kinaseassay mit steigenden Mengen rekombinanter DIk
inkubiert (Abb. 4.42 A). Es zeigte sich, dass das prazipitierte Mdmz2, bereits ohne zugesetzte
Kinase, eine deutliche Phosphorylierung aufwies. Vermutlich bedingt durch eine kopra-
Zipitierte Kinase. Die Phosphorylierung konnte durch steigende Mengen zugesetzter DIk
nicht mehr erhéht werden. Die als Positivkontrolle verwendete PLK1 (Dias et al., 2009)
bewirkte jedoch eine deutliche Phosphorylierung von Mdmz2. Dies spricht gegen eine Enzym-
Substrat-Beziehung von Dlk und Mdm2. Um eine Reduktion der Hintergrund-

Phosphorylierung zu erreichen, wurde die IP stringenter gewaschen:

IP:algG IP:aMdm2
= 33 _ -
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ZIPK — WB:aMdm?2
—DIKAC2

Abb. 4.42: Mdm2 wird in vitro sehr schwach durch die ZIPK phosphoryliert.

A) HEK293-Zellen wurden mit Mdm2-Expressionsplasmid transfiziert und nach 24 h geerntet. Von den
hergestellten Gesamtextrakten wurden IPs mit AK gegen Mdm2 und mit unspezifischen IgGs durchgefiihrt. Die
IPs wurden geteilt, so dass gleiche Mengen fir einen Kinaseassay eingesetzt wurden und mit exogener PLK1,
den angegebenen Mengen exogener DIKAC2 oder ohne Kinase (-) mit [32P]-yATP inkubiert. Die phosphorylierten
Proteine wurden mittels 8,5 % SDS-Page aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert. B) Wie in A). Statt
rekombinanter DIk wurde hier die humane ZIPK aus HEK293-Zellen prazipitiert und im Kinaseassay eingesetzt.
C) Ein Teil der IPs wurde in einer WB-Analyse mit AK gegen Mdm2 immungefarbt.

Die Hintergrund-Phosphorylierung fiel nur noch gering aus. Mit Zugabe der ZIPK war die
Mdm2-Phosphorylierung deutlicher, wenn auch nur eine schwache Steigerung der
Phosphorylierung erfolgte. Die Phosphorylierung durch PLK1 fiel drei bis vier Mal stérker aus
(Abb. 4.42 B). Inwieweit in vivo im aktiven Transkriptionskomplex eine effiziente
Phosphorylierung stattfindet, lasst sich mittels den in vitro erhobenen Daten nur schwer

abschatzen.

4.4.2.3 Nachweis von ubiquitiniertem AR nach Androgen-Stimulation

Es ist bekannt, dass im Zuge der Androgen-abhéngigen Aktivierung des Rezeptors eine

Ubiquitinierung stattfindet (Gaughan et al., 2005). Diese ist je nach Lange und Verkntpfung
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der angehefteten Ubiquitinketten aktivierender Natur oder flihrt zum Abbau des Rezeptors.
Somit sollte zunéchst die nach Hormonstimulation auftretende Ubiquitinierung des AR
nachgewiesen werden. Da ubiquitinierte Proteine sehr instabil sind, werden sie beim
Lysieren der Zellen sehr schnell durch zelleigene Proteasen abgebaut. Um ubiquitinierten
AR nachweisen zu kénnen, wurden Zellen und Zelllysate wahrend der Immunprazipitation
mit dem Proteasomeninhibitor MG132 inkubiert.

A B

Kernextrakte IP: adAR
DHT [min]: O 30 60 90 MG132: + + + +
WB: DHT: - + -+
aAR 170 kD WB: wB.
— a | ——
AR-[Ub] aUbiquitin aAR
—130 kDa 170 kDa— AR-[Ub],
130 kDa—
—95 kDa _ AR
aAR 95 kDa —
aTubulin —55 kDa

Abb. 4.43: Nachweis von ubiquitiniertem AR nach Androgen-Stimulation.

A) HEK293-Zellen wurden in hormonfreiem Medium mit Flag-AR transfiziert. Nach 24 h erfolgte die Induktion fur
die angegebenen Zeitpunkte mit 100 nM DHT. Die hergestellten Kernextrakte wurden in einer 8,5 %-SDS-Page
aufgetrennt und in einer WB-Analyse mit AK gegen AR und a-Tubulin immungeférbt. Der mittlere Abschnitt stellt
eine schwachere Belichtung des oberen dar. B) LNCaP-Zellen wurden zwei Tage in hormonfreiem Medium
kultiviert, bevor sie UN mit MG132 [2 uM] versetzt wurden. Nach 5 h Induktion mit DHT [100 nM] wurden
Gesamtextrakte hergestellt. Die IP mit anti-AR AK erfolgte UN und wurde vor der SDS-Page geteilt. Mittels WB-
Analyse wurde prazipitierter AR mit anti-Ubiquitin oder anti-AR AK immungefarbt.

Die in Abbildung 4.43 A dargestellten Kernextrakte aus HEK293-Zellen wiesen bereits nach
30-minutiger Hormonstimulation eine sehr schwache Bande bei etwa 130 kDa auf. Diese trat
nach 90 min Induktion deutlich starker auf und im Bereich bis 250 kDa konnten weitere
Banden beobachtet werden. Diese hoher molekularen Spezies des AR stellen posttrans-
lationale Modifikationen, vermutlich polyubiquitinierten AR dar. In der schwacheren
Belichtung der AR Immunfarbung lies sich erkennen, dass die als Hauptbande auftretende
Bande um die 110 kDa eine Doppelbande darstellt. Da die aktive Form des AR monoubi-
quitiniert und phosphoryliert ist, ging die untere Bande nach Androgenstimulation in die
hoher molekulare Bande Uber.

Um die Androgen-abhangige Ubiquitinierung des AR zu bestétigen, wurde AR aus zuvor mit
MG132 behandelten und fur 5 h mit DHT induzierten LNCaP-Zellen mit anti-AR Antikdrper
immunprazipitiert. Die IP wurde geteilt und einmal mit anti-AR und einmal mit anti-Ubiquitin-
Antikdrper immungefarbt. Es zeigte sich, dass die Hormonstimulation zu einer deutlichen
Erhdhung an immunprézipitiertem, ubiquitiniertem AR im Vergleich zu den uninduzierten
Zellen fuhrte (Abb. 4.43 B). Der Nachweis der im Zuge der Androgen-abhangige Aktivierung

stattfindenden Ubiquitinierung des AR konnte somit erbracht werden.
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4.4.2.4 Istdie ZIPK an der in vivo-Ubiquitinierung des AR beteiligt?

Um zu Uberprifen, ob die ZIPK einen Einfluss auf die Ubiquitinierung des AR ausibt, wurde
ein in-vivo-Ubiquitinierungsversuch durchgefiihrt. Durch Uberexpression eines 6x-Histidin-
markierten Ubiquitins konnte eine Isolierung von ubiquitinierten Proteinen mittels NiNTA-
Affinitatschromatographie  unter denaturierenden Bedingungen erfolgen. Da die
Ubiquitinierung eines Proteins oftmals von einer zuvor stattfindenden Phosphorylierung
abhangig ist, wurde die kinaseinaktive Mutante der ZIPK in die Analysen mit einbezogen.
HEK293-Zellen wurden mit AR, His-Ubiquitin und ZIPK, ZIPKD161A, TSG101 oder Mdm2
transfiziert. Nach Zugabe des Proteasomeninhibitors MG132 und Androgenstimulation UGN
wurden ubiquitinierte Proteine unter denaturierenden Bedingungen mittels NiNTA-
Affinitatschromatographie isoliert. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.44 dargestellt:
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Abb. 4.44: Die Expression der ZIPK fiihrt zu einer erhdhten Ubiquitinierung des AR.

HEK293-Zellen wurden in hormonfreiem Medium mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. Zum DNA-
Mengenabgleich wurde GFP-Leervektor transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen Gber Nacht mit MG132 [2 pM]
inkubiert und mit DHT [100 nM] induziert. Ubiquitinierte Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen
mittels NiNTA-Affinitdtschromatographie aufgereinigt und nach Auftrennung mittels 7,5 % SDS-Page in einer WB-
Analyse mit den angegebenen AK immungefarbt. Dargestellt sind eine starke (links oben) und eine schwache
(links unten) Belichtung der NiINTA-Eluate und die Extrakte vor der Affinitdtschromatographie (rechts).

Die in-vivo-Ubiquitinierung zeigte deutlich die Hormonabhéngigkeit der Ubiquitinierung des
AR (Abb. 4.44). Die Monoubiquitinierung wurde durch Androgenstimulation verstarkt und die
hoher ubiquitinierten Formen traten sowohl im NiNTA-Eluat (linke Membran) als auch im
Lysat (rechte Membran) Androgen-abhangig auf. Als Kontrolle wurde ein Ansatz mitgefiihrt,
der nicht mit His-Ubiquitin transfiziert wurde. Nach Androgen-Stimulation lies sich im Lysat
durch endogenes Ubiquitin modifizierter AR erkennen. Demgegentber wies das Eluat nach
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Affinitaitschromatographie, wie in dem schwach belichteten Abschnitt zu erkennen ist, nur
eine minimal unspezifische Bindung im Bereich des monoubiquitinierten Rezeptors auf.

In dem abgebildeten Versuch ist, aufgrund der geringen Uberexpression von TSG101, zwar
eine Anreicherung an monoubiquitiniertem AR im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle zu
erkennen, allerdings auch eine stérkere Poylubiquitinierung. Weitere NiNTA-Affinitatschro-
matographien mit ektopisch exprimiertem TSG101 bestatigten die stabilisierende Wirkung
auf den monoubiquitinierten AR (Burgdorf et al., 2004), allerdings wurden durchgehend auch
polyubiquitinierte Banden nachgewiesen (ohne Abb.).

Die entscheidende Frage nach der Wirkung von ZIPK und dem Einfluss ihrer Kinaseaktivitat
ergab, dass die Uberexpression der ZIPK eine leichte Erhohung der Polyubiquitinierung des
AR bewirkte. Vor allem im NIiNTA-Eluat wurden mehr Banden detektiert und die im
hochmolekularen Bereich auftretenden polyubiquitinierten Formen waren in einem starker
ausgepragten ,Schmier® zu erkennen. Interessanterweise fuhrte die Expression der
kinaseinaktiven ZIPK zu einer deutlichen Reduktion der Ubiquitinierung des AR, vor allem
der hoéher ubiquitinierten Formen. Dies lies sich bereits im Lysat deutlich beobachten (Abb.
4.44 rechts oben). Die Uberexpression der E3-Ligase Mdm2 fiihrte erwartungsgemal zu
einer starken Ubiquitinierung des AR. Auch AATF fihrte zu einer deutlichen Zunahme der
Ubiquitinierung. Die ZIPK scheint somit an der Regulation der Ubiquitinierung des AR
beteiligt zu sein. Dabei ist ihre Kinaseaktivitat anscheinend von zentraler Bedeutung.

Eine mogliche Kooperation von ZIPK und Mdmz2 in der Ubiquitinierung des AR wurde nach
Koexpression von Mdm2 mit ZIPK oder der kinaseinaktiven Mutante, sowie AR und His-

Ubiquitin mittels NiNTA-Affinitditschromatographie untersucht:
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Abb. 4.45: Kinaseinaktive ZIPK wirkt inhibierend
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Die Aufreinigung von polyubiquitiniertem AR fiel trotz Zugabe des Proteasomeninhibitors
gering aus (Abb. 4.45). Allerdings lies sich monoubiquitinierter Rezeptor effektiv aufreinigen.
Die kinaseinaktive Mutante der ZIPK fuhrte zu einer verminderten Ubiquitinierung des AR im
Vergleich zum induzierten Ansatz. Die ZIPK an sich wies in Einzelexpression keinen Einfluss
auf die Monoubiquitinierung auf. Mdm2 bewirkte eine starke Monoubiquitinierung sowie eine
leichte Erh6hung von di- und polyubiquitiniertem AR, die in Kombination mit ZIPK allerdings
unbeeinflusst blieb. Die Koexpression der kinaseinaktiven ZIPK fihrte dagegen zu einer
deutlichen Reduktion an aufgereinigtem, ubiquitiniertem AR, die im Bereich der
uninduzierten Kontrolle lag. Als Kontrollen wurden die Expression von GFP-ZIPK und GFP-
ZIPKD161A sowie Mdm2 und Tubulin, als interner Mengenabgleich, im Extrakt nachge-
wiesen. Die Probe ohne Uberexprimiertes His-Ubiquitin diente dem Nachweis, dass dieses
spezifisch an den AR gekoppelt wird und dass sich der ubiquitinierte Rezeptor spezifisch

mittels NiNTA-Affinitdtschromatographie aufreinigen lasst.

4.4.25 Endogene ZIPK ist an der Ubiquitinierung des AR beteiligt

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ektopisch exprimierte ZIPK zu einer leichten

Erhdhung der Polyubiquitinierung des AR fiuhrte und die kinaseinaktive ZIPK einen
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SiRNA: siZIP  siCx siZIP siCx SiZIP siCx
DHT: - + - + -+ - 4+ -+ -+
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Abb. 4.46: Die Herunterregulation von endogener ZIPK wirkt reprimierend auf die Ubiquitinierung des AR.
A) HEK293-Zellen wurden in hormonfreiem Medium mit Kontroll-siRNA (siCx) oder siRNA gegen die ZIPK (siZIP)
sowie Expressionsplasmiden fur den AR und His-Ub transfiziert. Nach 30 h wurde MG132 [2 yM] und DHT
[100 nM] bzw. Ethanol als Vehikelkontrolle UGN zugegeben. Histidin-markierte, ubiquitinierte Proteine wurden unter
denaturierenden Bedingungen mittels NiNTA-Affinitatschromatographie isoliert und im WB mittels anti-AR AK
analysiert. B) Vor der Zelllyse wurde ein Anteil Zellen abgenommen und nach RNA-Isolation und cDNA-Synthese
mittels spezifischer Primer gegen die ZIPK, auf eine effiziente Reduktion der ZIPK mRNA untersucht. C) Die
Membran des NiINTA-Eluats aus (A) wurde gestrippt und mit anti-Ubiquitin AK immungefarbt.
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inhibitorischen Effekt auf die Ubiquitinierung aufwies, stellte sich die Frage, ob sich nach
Herunterregulation der endogenen ZIPK ein Einfluss auf die Ubiquitinierung des AR
nachweisen lasst. HEK293-Zellen wurden dazu nach einem Tag in hormonfreiem Medium
mit SIRNA gegen die ZIPK oder Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 30 h wurden die Zellen tber
Nacht mit 2 yM MG132 und mit oder ohne DHT inkubiert.

Die effiziente Herunterregulation von endogener ZIPK (Abb. 4.46 B), flhrte zu einer
deutlichen Abnahme an ubiquitiniertem AR sowohl im Lysat als auch im Eluat der NiNTA-
Affinitditschromatographie (Abb. 4.46 A). Im Eluat liel3 sich nur noch geringfiigig monoubi-
quitinierter AR beobachten. Der Ansatz mit Kontroll-siRNA zeigte dagegen nach Androgen-
stimulation eine deutliche Anreicherung an mono-, di- und polyubiquitiniertem AR. Auch die
Gegenfarbung mit anti-Ubiquitin-Antikorper (Abb. 4.46 C) detektierte in den Ansétzen nach
Herunterregulation der ZIPK deutlich weniger ubiquitinierten AR und Gesamtprotein als in
den Ansatzen mit Kontroll-siRNA. Es konnte somit nachgewiesen werden, dass die ZIPK
eine Rolle bei der Ubiquitinierung des AR spielt. Dies mdglicherweise im Zusammenspiel mit
Mdm2.
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5 Diskussion

Der AR ist ein Liganden-abhangiger Transkriptionsfaktor, der an der Entwicklung und
Homdoostase der mannlichen Geschlechtsmerkmale und an der Entstehung von Prostata-
karzinomen beteiligt ist. Die AR-vermittelte Transkription erfolgt im Zusammenspiel mit einer
Vielzahl von Koregulatoren. Mittlerweile sind Gber 200 Koregulatoren des AR beschrieben
(Heemers und Tindall, 2007). Von unserer Arbeitsgruppe wurden mit AATF, ZIPK, TSG101
und Blos2 weitere neue Koaktivatoren identifiziert.

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die murinen Orthologen dieser Proteine
koaktivierend auf die Transkription von AR-abh&ngigen Reportergenen wirken. Weiterhin war
bereits beschrieben, dass AATF und ZIPK an die Response-Elemente des PSA-Gens
rekrutiert werden, direkt mit dem AR interagieren kdnnen und die Kinaseaktivitat der ZIPK fir
ihr Koaktivatorpotential essentiell ist (Leister et al., 2008). Fir AATF und TSG101 wurde ein
Modell postuliert, bei dem TSG101 durch AATF an den AR rekrutiert wird und diesen dann in
seiner monoubiquitinierten, vermutlich aktiven Form stabilisiert (Burgdorf et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit sollte das Assembly von AR, AATF, ZIPK und TSG101 an
Promotor- und Enhancerbereiche verschiedener Zielgene des AR auf seine zeitliche Abfolge
und gegenseitige Abh&ngigkeit untersucht werden. Dabei galt dem Mechanismus, der dem
Koaktivatorpotential der ZIPK zugrunde liegt, sowie dem Zusammenspiel der Koaktivatoren
untereinander das Hauptinteresse.

Zunéachst konnte der koaktivierende Effekt von ZIPK, AATF und TSG101 fir die humanen
Orthologen bestatigt und von ektopisch exprimierten Reportergenkonstrukten auf endogene
AR-Zielgene ausgedehnt werden. Fur ZIPK, AATF und TSG101 sowie Par-4 und Blos2
konnte eine Assoziation mit regulatorischen Bereichen von Zielgenen des AR nachgewiesen
werden. Das Assembly der Koaktivatoren und des AR erfolgte dynamisch in einer zyklischen
Abfolge. Dabei konnte eine Rekrutierungsfunktion von AATF fur TSG101 und eine
Anlagerung von ZIPK tber AATF oder direkt Gber den AR nachgewiesen werden, wobei alle
vier Proteine in einem gemeinsamen Komplex gebunden vorliegen. Fur die ZIPK wurde die
essentielle Rolle der Kinaseaktivitat fur inr Koaktivatorpotential bestétigt. Die in vitro von der
ZIPK durchgefuhrte H3T11-Phosphorylierung, welche bisher als Mitose- und Centromer-
spezifisch galt (Preuss et al., 2003b), konnte nach Androgenstimulation an Androgen-
Response-Elementen als neue Histonmodifikation identifiziert, allerdings nicht der ZIPK
zugeordnet werden. Interessanterweise fuhrte eine Reduktion der ZIPK-Expression
einerseits zu einer Reduktion der AR-vermittelten Transkription, andererseits zu einer
Akkumulation des AR am Response-Element. Bei der Untersuchung einer Verbindung zum
proteasomalen Abbau, konnte eine Beteiligung der ZIPK an der Regulation der

Ubiquitinierung des AR nachgewiesen werden.
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5.1 Koaktivierende Eigenschaften der humanen ZIPK

Bisherige Befunde unserer Arbeitsgruppe zur Rolle der ZIPK in der AR-abhangigen
Transkription basierten auf der ektopischen Expression von ZIPK aus der Ratte (Leister et
al.,, 2008). Obwohl die ZIPK ein hochkonserviertes Protein darstellt, fanden sich in
phylogenetischen Studien fur die murinen Orthologen hdhere Divergenzen als evolutionar zu
erwarten war. Diese fuhren zu Unterschieden in der subzellularen Lokalisation und unter den
Interaktionspartnern zwischen ZIPK und Dlk (Shoval et al., 2007). Die DIk ist ein kern-
stdndiges Protein, demgegeniber weist die ZIPK eine Uberwiegend cytoplasmatische
Lokalisation mit einer Subpopulation an Zellen auf, die eine diffuse Kernlokalisation zeigen
(MacDonald et al., 2001b; Brinckmann, Diplomarbeit 2007).

Es stellte sich somit die Frage, ob aufgrund der vorhandenen Unterschiede die
koaktivierende Funktion der DIk auf das humane Ortholog Ubertragbar ist. Es zeigte sich,
dass sich die ZIPK in allen untersuchten Aspekten (Rezeptor-, Hormon- und Kinase-
abhangigkeit) und in verschiedenen Zelllinien wie das Ortholog der Ratte verhielt, auch was
das Mal3 der Koaktivierung anging.

Der virale MMTV-Promotor stellt ein gangiges Modelsystem flir die Untersuchung der
Steroidhormonrezeptor-abhangigen Transkription dar, da er Response-Elemente fir den GR
und AR enthédlt und auch durch den PR aktiviert werden kann. Gleichzeitig enthélt er
Bindestellen fur die Transkriptionsfaktoren NF-1, Octl und den TATA-Box-Bindefaktor
(Archer et al., 1995). Um die im artifiziellen Modellsystem erzielten Ergebnisse als direkten
Effekt auf die AR-vermittelte Transkription zu belegen, wurden regulatorische Bereiche der
AR-Zielgene PSA, p21, KLK2 und TMPRSS2 zunachst als Reportergenkonstrukte einge-
setzt. Eine Steigerung der Luciferaseaktivitat durch die ZIPK war an den Promotoren von
PSA-, p21- und KLK2-Konstrukten messbar. Interessanterweise konnte am TMPRSS2-
Enhancerkonstrukt kein Effekt der ZIPK gemessen werden. Damit deutete sich eine Zielgen-
spezifitat fur die Koaktivatorfunktion der ZIPK an. Dieser Aspekt wird unter 5.3 diskutiert, da
die ZIPK auch auf die Expression der endogenen TMPRSS2-mRNA keinen Einfluss hatte.

Zu beachten bleibt, dass die Transkription von Reportergenkonstrukten von den in vivo
Bedingungen der im Chromatin eingebundenen regulatorischen Regionen der Zielgene
abweicht. So fehlt z.B. die Kommunikation von Enhancer- und Promotorelementen, da
meistens nur eines der Elemente in den Vektor kloniert ist, oder es fehlen zuséatzliche
Bindestellen weiterer spezifischer Transkriptionsfaktoren, die am Aufbau des Transkriptions-
initiationskomplexes in vivo beteiligt sein kdnnen. Daneben erfolgt zwar ein Einbau von
Nukleosomen in Reportergenplasmide, inwieweit Chromatinremodelling und Histon-
modifikationen sowie die Lage der regulatorischen Bereiche dabei den Bedingungen der
chromosomalen Zielgene entsprechen bleibt offen. Dennoch sind Reportergenkonstrukte

wertvolle Systeme, um das Zusammenspiel verschiedener Faktoren zu untersuchen. Durch
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den Einsatz von regulatorischen Bereichen spezifischer AR-Zielgene liegt eine Beteiligung

der ZIPK an der Transkriptionsregulation dieser endogenen Zielgene nahe.

5.1.1 Die ZIPK zeigt eine partielle Kolokalisation mit aktiviertem AR

Die Funktion als Koaktivator setzt fur die Gberwiegend cytoplasmatisch lokalisierte ZIPK eine
Rekrutierung in den Kern an die Response-Elemente der Zielgene des AR voraus.
Immunfluoreszenzanalysen zeigten fur eine Subpopulation von 30 bis 40 % der Zellen eine
unterschiedlich stark ausgepragte Kernlokalisation. Dieser Anteil anderte sich nicht nach
Hormonstimulation. Mdglicherweise erfolgt die Rekrutierung der ZIPK ans Chromatin aus
dem Anteil kernstandiger ZIPK. Die unterschiedliche Lokalisation der ZIPK kdnnte Ausdruck
fur ,shuttelnde” ZIPK sein, die abhéngig von der Aktivierung des AR (oder anderer TF) an die
Response-Elemente rekrutiert wird. Aktiv ,shuttelnde” ZIPK, kdnnte je nach Zellzyklusphase
oder physiologischem Zustand der Zelle in ihrer Lokalisation variieren. Dies erscheint
besonders im Hinblick auf die Funktion der ZIPK als Koaktivator interessant, da eine
Subpopulation an kernstdndiger ZIPK eine schnelle Transkriptionsinitiation und damit
Reaktion auf sich andernde physiologische Bedingungen ermdglicht.

Das ,Shutteln“ kénnte z.B. durch Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungszyklen reguliert
werden. Hier bietet sich die T299-Phosphorylierung an, die die Cytoplasma-/Kernverteilung
beeinflusst (Graves et al., 2005). Alternativ vorstellbar ist ein Kotransport mit einem anderen
Protein. Als Kandidaten kommen die Steroidhormonrezeptor-Koaktivatoren SRC1 und SRC3
in Frage, die in dieser Arbeit als neue Interaktionspartner der ZIPK identifiziert wurden. Sie
bieten aufgrund der fur sie nachgewiesenen ,shuttelnden” Subpopulation einen mdglichen
Ansatzpunkt fur die Rekrutierung der ZIPK in den Kern. Es wurde gezeigt, dass eine
Subpopulation von SRC3 zwischen Kern und Cytoplasma ,shuttelt*, um dort eine transiente
Interaktion mit einem cytoplasmatischen Protein einzugehen (Amazit et al., 2007). Amazit et
al. (2007) postulieren weiter, dass wenn die Interaktion von SRC3 mit dem cytoplasma-
tischen Protein stark genug ist, SRC3 mit dem assoziierten Protein in den Kern zurtickkehren
sollte. So konnten sie fir eine Mutante des ER ohne Kernlokalisationssequenz die
Rekrutierung durch SRC3 in den Kern nachweisen.

Unabhangig von dem Ablauf der Rekrutierung in den Kern sollte es zu einer Assoziation der
ZIPK mit dem AR an Response-Elementen von AR-Zielgenen kommen. Die regulatorische
Region des PSA-Gens weist z.B. drei Androgen-Response-Elemente auf (Cleutjens et al.,
1996 und 1997). Ein Nachweis der an einzelne Zielgenbereiche gebundenen AR-Dimere und
von kolokalisierenden Proteinen ist aufgrund fehlender Auflosung mittels Immunfluoreszenz
nicht moglich. Es konnte aber beobachtet werden, dass der AR nach Hormonstimulation im
Zellkern in ,Speckles” angereichert vorliegt. Es wird spekuliert, dass diese punktuellen

Anreicherungen Zentren aktiver Transkription sog. ,transcription factories" darstellen, in
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denen es moglicherweise zu einer Zusammenlagerung mehrerer aktiv transkribierter
Zielgene und der sie regulierenden Faktoren kommt (Sutherland und Bickmore, 2009). Es
konnte allerdings nur fir einen geringen Teil der ,Speckles* eine Kolokalisation mit
inkorporiertem BrUTP (5-Bromouridin-5'-triphosphat) nachgewiesen werden, welches
naszierende mRNA markierte. Daher wird angenommen, dass ein Teil der ,Speckles”
Lagerplatze darstellt, Gber die der Rezeptor durch Entlanggleiten am Chromatin zu seinen
Response-Elementen gelangt (Van Royen et al., 2007). Mittels Immunfluoreszenzanalysen
nach Koexpression von AR und den ZIPK-Orthologen wurde eine partielle Kolokalisation von
aktiviertem AR und ZIPK bzw. DIk im Kern beobachtet. Interessanterweise zeigte die
kernstandig lokalisierte, ,Speckles" ausbildende DIk dabei keine starkere Kolokalisation mit
den punktférmigen Anreicherungen des AR als die ZIPK. Somit konnte zum einen die flr
einen Koaktivator essentielle Kernlokalisation und zum anderen eine partielle Kolokalisation

mit den punktférmigen Anreicherungen des AR fir die ZIPK gezeigt werden.

5.1.2 Die ZIPK wirkt auch auf andere Transkriptionsfaktoren koaktivierend

Mittels Reportergenstudien konnte der koaktivierende Effekt der humanen ZIPK auf weitere
Steroidhormonrezeptoren und die p53-abhéngige Transkription ausgedehnt werden. Dies
klassifiziert die ZIPK als einen generelleren Koaktivator, dessen Wirkung nicht auf die Klasse
der Steroidhormonrezeptoren beschrankt ist. Interessanterweise konnte innerhalb der
Steroidhormonrezeptoren jedoch eine gewisse Spezifitat der ZIPK beobachtet werden. So
wirkte sie aktivierend auf die AR- und GR-vermittelte Transkription, zeigte aber keinen Effekt
auf die ER- und PR-abhéngige Transkription. Dass Kinasen innerhalb einer Klasse von TF
eine Selektivitat aufweisen ist bereits fur andere Kinasen wie die PRK1 beschrieben. Diese
wirkt koaktivierend auf den AR, MR und PR aber nicht auf den GR (Metzger et al., 2003). Da
jedoch innerhalb der analysierten Zielgene des AR bereits eine gewisse Spezifitat der ZIPK
auftrat (TMPRSS2-Luc wurde nicht beeinflusst), kbénnte es sein, dass mit den PR- oder ER-
abhangigen Reportergenen gerade solche analysiert wurden, die nicht koaktiviert werden.
Hier sollten also weitere Zielgene untersucht werden, um zu klaren, ob die Selektivitat vom
TF oder vom Zielgen abhangt. Ausschlaggebend war jedoch die Ubertragbarkeit der Daten
der DIk auf das humane Ortholog und die Ausdehnung der Ergebnisse innerhalb der
Steroidhormonrezeptoren.

Der TF p53 wurde in die Analysen miteinbezogen, da bereits ein Effekt der ZIPK-
Interaktionspartner AATF und Blos2 auf die p53-abhangige Transkription des Mdm2-
Promotors nachgewiesen werden konnte (Felten, Diplomarbeit 2006; Felten et al., 2007).
AuBerdem wurde am p21-Reportergenkonstrukt ein aktivierender Effekt der ZIPK auf die
Ansatze ohne Hormonstimulation und ohne den AR als Aktivator beobachtet. Der vom AR

unabhéngige Effekt der ZIPK kann auf einer Aktivierung des p21-Promotors durch



Diskussion 102

endogenes p53 beruhen. Dieser weist heben dem Response-Element fir den AR auch
Bindestellen fir p53 auf, so dass ein koaktivierender Effekt der ZIPK auf die p53-abhéngige
Transkription messbar wird. Mittels des p53-responsiven Mdm2-Promotors konnte eine
Koaktivatorfunktion der ZIPK auf die p53-abhangige Transkription bestétigt werden. Der
direkte Vergleich der ZIPK-Orthologen ergab eine annahernd gleiche Steigerung der p53-
abhangigen Transkription, abhangig von der Kinaseaktivitat.

Das p21-Gen ist in Bezug zur koaktivierenden Aktivitat der ZIPK besonders interessant.
Neben p53 und dem AR wird es auch durch STAT3 reguliert (Tang et al., 2009; Hawthorne
et al.,, 2009; Barré et al., 2003). STAT3 wird wiederum durch die ZIPK phosphoryliert und
dadurch in seiner Aktivitat reguliert (Sato et al., 2005). Zusatzlich kann auch das p21-Protein
von der ZIPK phosphoryliert werden, was in dessen Stabilisierung resultiert (Burch et al.,
2004).

Es ist zu erwarten, dass die ZIPK an weiteren Transkriptionsprozessen beteiligt ist. So stellt
unter anderem die Interaktion der ZIPK mit den SRCs eine Verbindung zu weiteren TF her,
da diese neben den Steroidhormonrezeptoren auch eine koaktivierende Wirkung auf STATS,
E2F1, Ets und NF-kB ausiiben (Arimura et al., 2004; Louie et al., 2004; Goel et al., 2004;
Werbajh et al., 2000).

5.2 Kooperation von ZIPK mit AATF, Par-4 und TSG101 in der AR-
abhangigen Transkription

Die murinen Orthologen AATF und Par-4 sind als Interaktionspartner der DIk beschrieben,
aufRerdem interagieren Par-4 und TSG101 mit AATF (Page et al., 1999b; Guo und Xie, 2004;
Burgdorf et al., 2004). Fir alle vier Proteine war eine koaktivierende Funktion in der AR-
abhangigen Reportergenexpression nachgewiesen (Leister et al., 2008 und 2003; Gao et al,
2006; Burgdorf et al., 2004), dabei konnte bei Koexpression von DIk und AATF, sowie von
AATF und TSG101 eine funktionelle Kooperation beobachtet werden. Der koaktivierende
Einfluss und die beschriebenen funktionellen Kooperationen konnten in dieser Arbeit fur die

humanen Orthologen bestétigt werden.

Kooperation von ZIPK, AATF und Par-4

Da AATF als Gegenspieler bei der durch Par-4 und DIk vermittelten Apoptose auftritt (Page
et al., 1999b), sollte ein moglicher Antagonismus zwischen dem pro-apoptotischen Protein
Par-4 und dem anti-apoptotischen AATF untersucht werden. Die Koexpression von AATF
und Par-4 resultierte jedoch in einer mehr als additiven Steigerung der AR-abh&ngigen
Transkription. Interessanterweise fuihrte die Koexpression von ZIPK und Par-4 dagegen zu

einer verminderten Transkription, die zwischen den Werten der Einzelaktivitaten lag.
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In der Literatur finden sich fir Par-4 neben seiner koaktivierenden Wirkung auf die AR-
abhangige Transkription des c-FLIP-Promotors und damit eines anti-apoptotischen Gens
auch eine koaktivierende Wirkung auf den MMTV-Promotor und PSA-Enhancer (Gao et al.,
2006). Guo und Xie (2004) spekulieren, dass das pro-apoptotisches Potential von Par-4
durch seine Interaktion mit AATF reguliert werden kann. Interessanterweise zeigt auch AATF
selbst einen Antagonismus zwischen anti- und pro-apoptotischen Transkriptionsprozessen.
AATF unterlauft bei DNA-Schéaden einen Wechsel vom wachstumsfordernden, die E2F-
abhangige Transkription aktivierenden Faktor in einen Zellzyklusinhibitor, dadurch dass es
an die Promotoren von p53 und p21 rekrutiert wird (Bruno et al., 2002 und 2006). Die
Hyperphosphorylierung von AATF moduliert dabei unter anderem die Interaktion mit der NF-
KB Untereinheit p65 und damit die Bindung an den p53-Promotor. Hier ware es interessant
zu untersuchen, ob die Interaktion von AATF und Par-4 unter apoptotischen Bedingungen
durch Phosphorylierung von AATF oder Par-4 moduliert wird. Denkbar ware, dass AATF
eine funktionelle Einheit mit Par-4 darstellt und Par-4 je nach physiologischen Bedingungen
entweder an anti-apoptotische, wachstumsférdernde Zielgene z.B. des AR oder von E2F
(was noch zu untersuchen ware) und erst nach Apoptoseauslésung an pro-apoptotische
Gene rekrutiert wird. Inwieweit die ZIPK, mdglicherweise Uber eine Phosphorylierung von
Par-4 an Threonin 155 (Boosen, Dissertation 2007; Boosen et al., 2009), dessen Interaktion

mit AATF oder anderen TF moduliert bliebe zu untersuchen.

Kooperation von ZIPK, AATF, TSG101

Die fur die Interaktion des AR mit AATF und TSG101 postulierte Modellvorstellung sieht eine
Funktion der inaktiven Ubiquitin-Konjugase TSG101 in der Stabilisierung des monoubi-
quitinierten, vermutlich aktiven Zustands des AR vor (Burgdorf et al., 2004). Aufgrund der
parallel vorliegenden funktionellen Interaktion von AATF und ZIPK stellte sich die Frage, ob
es eine Beziehung zwischen ZIPK und TSG101 gibt. Dazu wurde zun&chst eine mogliche
Interaktion und Phosphorylierung von TSG101 durch die ZIPK untersucht, beides mit
negativem Ergebnis (Felten, unveréffentlicht). In Reportergenstudien flhrte die Koexpression
von TSG101 mit der ZIPK zu einem Wert, der etwas unter der Summe der Einzelaktivitdten
lag. Uberraschenderweise bewirkte die Koexpression von TSG101 mit der kinaseinaktiven
ZIPK dagegen eine deutliche Steigerung der AR-abhangigen Transkription. Vorstellbar ware,
dass die ZIPK die Interaktion von TSG101 mit AATF in vivo durch Phosphorylierung
moduliert und dadurch ein Abdissoziieren von TSG101 bewirkt, welches wiederum zur Poly-
ubiquitinierung des Rezeptors fihren wirde. Dies wirde zu einem standigen Auf- und Abbau
des Transkriptionsinitiationskomplexes fuhren und damit das System in einem dynamischen
Zustand halten. Demgegentber kdnnte die kinaseinaktive ZIPK den Komplex aus AATF und
TSG101 und damit den schiutzenden Effekt von TSG101 auf die aktive Form des Rezeptors
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vorubergehend stabilisieren, was zumindest im Reportergensystem in einer starkeren Trans-
aktivierung der AR-abhangigen Transkription resultiert. Da nachfolgende Versuche fir die
Reportergenkonstrukte eine dynamische Assoziation des AR andeuteten, wird die Funktion
der ZIPK wahrscheinlich von der endogenen ZIPK oder einer anderen Kinase kompensiert.
Dies wirde auch erklaren, weshalb die kinaseinaktive ZIPK keinen (reprimierenden) Effekt

auf die Transkription aufweist.

5.3 Signifikanz der endogenen Koaktivatoren fur die AR-abhangige
Transkription

Um die Beteiligung der endogenen Koaktivatorproteine an der AR-abhangigen Transkription
zu untersuchen und ihre Relevanz zu ermitteln, wurden die Koaktivatoren mittels siRNA
herunterreguliert. Der Effekt der Depletion auf die AR-abhangige Transkription wurde
zunachst anhand von Reportergenkonstrukten und anschlieend an endogenen Zielgenen
des AR analysiert.

Die Reduktion der ZIPK verminderte die Reportergenexpression auf 49 % und lag damit im
Bereich der verdffentlichten Daten (Leister et al., 2008). Ebenso fihrte die Herunter-
regulation von AATF und TSG101 zu einer Reduktion der Transkription auf 60 bzw. 40 %.
Die Restaktivitat beruht zum einen darauf, dass keine 100 % Reduktion der Proteine mittels
SiRNA erzielt werden kann und zum anderen auf der Tatsache, dass ein Koaktivator die
Transkription verstarkt, diese aber nicht nur von ihm abhangt, so dass sich auch bei Fehlen
eines Faktors ein funktioneller Transkriptionsinitiationskomplex ausbilden kann. Das
Assembly des Komplexes und seine Effizienz bzgl. der Initiationsraten werden dabei durch
die fehlende Funktion von ZIPK, AATF bzw. TSG101 herabgesetzt.

Aufgrund des Nachweises, dass endogene Proteine einen signifikanten Beitrag an der
Transkription von Reportergenen leisten, missen die bei ektopischer Expression eines
bestimmten Faktors ermittelten Werte immer im Kontext des zellular vorhandenen
Kofaktorbestandes betrachtet werden und sollten daher in verschiedenen Zelllinien
reproduziert werden.

Um die Relevanz von ZIPK, AATF, TSG101 und Par-4 als Koaktivatoren des AR zu erharten,
erfolgte der Nachweis der Beteiligung an der Transkription endogener Zielgene des AR
durch Quantifizierung der transkribierten PSA-, KLK2- und TMPRSS2-mRNA nach
Herunterregulation der einzelnen Faktoren. Eine Beteiligung von AATF, TSG101 und Par-4
an der AR-abhangigen Transkription konnte fir alle drei Gene bestéatigt werden. Die
Reduktion der ZIPK fiihrte zu einer verminderten Expression der PSA- und KLK2-mRNA, das
TMPRSS2-Gen blieb dagegen unbeeinflusst. Damit korrelieren die Daten der mRNA-

Expressionsanalysen mit den Ergebnissen der Reportergenstudien. Da es sich bei PSA
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(auch KLK3) und KLK2 um Gene einer Familie handelt, die in annahernd gleichem Ausmali
von allen Faktoren beeinflusst wurden, deutet sich an, dass Gene einer Familie von gleichen
Faktoren reguliert werden.

Fur das TMPRSS2-Gen stellte sich die Frage, weshalb es nicht durch die ZIPK koaktiviert
wird. Im Gegensatz zu den kanonischen ARE (AGAACANnNnnTGTTCT, palindromisch mit
einem 3 nt umfassenden ,Spacer”) des PSA-Gens (Cleutjens et al., 1996 und 1997) weist
der Enhancer des TMPRSS2-Gens ein ,untypisches” nicht kanonisches ARE
(AGGACANNNNNNNNTGTTGT) mit einem 8 nt ,Spacer* auf (Wang et al., 2007; Denayer et
al., 2010). Dies konnte dazu fiuihren, dass der AR nicht mehr als Homodimer, sondern als
Heterodimer mit einem anderen TF an das ARE bindet und dadurch durch ein anderes
Kofaktorrepertoire in seiner Aktivitdt moduliert wird. Ein Beispiel fur einen Zielgen-
spezifischen Koaktivator des AR ist die E3-Ligase RNF6. Sie wird an die ARE der AR-
Zielgene RLN1, BMF und PSA (ARE Ill), aber nicht von TMPRSS2 oder PSA (ARE I/1l)
rekrutiert. Durch die von ihr durchgefuhrte Ubiquitinierung des AR reguliert sie die
Rekrutierung weiterer Koaktivatoren in den Transkriptionsinitiationskomplex (Xu et al., 2009).
Dies konnte bedeuten, dass mdoglicherweise das Substrat Uber das die ZIPK ihren
koaktivierenden Effekt ausibt nicht im Transkriptionsinitiationskomplex am TMPRSS2-Gen
vorhanden ist. Inwieweit dies durch das ,untypische* ARE oder aber das Fehlen weiterer cis-

Elemente moduliert wird bleibt offen.

5.4 Dynamik der Assoziation des AR und der Koaktivatoren ZIPK,
AATF und TSG101 mit regulatorischen Bereichen von AR-
Zielgenen

Die bereits beschriebene Assoziation von AATF und ZIPK mit Enhancer- und Promotor-
bereichen des PSA-Gens nach einem Induktionszeitraum von 45 und 90 min (Leister et al.,
2008) wurde in dieser Arbeit in ihrer zeitlichen Abfolge genauer analysiert und auf
regulatorische Bereiche des KLK2-Promotors und TMPRSS2-Enhancers ausgedehnt.
AulRerdem konnte die fur den PSA-Enhancer beobachtete Assoziation von Par-4 (Gao et al.,
2006) auf den PSA-Promotor erweitert werden. Fir die AR-Koaktivatoren TSG101 und
Blos2, welche urspriinglich als Interaktionspartner von AATF identifiziert wurden (Burgdorf et
al., 2004), konnte erstmals eine Rekrutierung an regulatorische Bereiche AR-abhangiger
Zielgene nachgewiesen werden. Aufgrund der in unserer Arbeitsgruppe gefundenen
Zusammenhange zwischen ZIPK und AATF, sowie AATF und TSG101 wurde der Fokus auf
das Rekrutierungsverhalten dieser Koaktivatoren gelegt.

In der Literatur werden zur Assoziation des AR an die ARE seiner Zielgene unterschiedliche

Befunde beschrieben. In einer Studie wurde gezeigt, dass der AR Uber einen Zeitraum von
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16 h an den Response-Elementen akkumuliert bevor er dann unter anhaltendem Hormon-
stimulus langsam wieder abgebaut wird (Wang et al., 2005). Im Gegensatz dazu konnte in
mehreren Studien ein dynamischeres Anlagerungsverhalten beobachtet werden, bei dem
sich der AR, &hnlich wie es fiir den ER beschrieben ist, in Zyklen anlagert und wieder
abdissoziiert (Kang et al., 2002; Welsbie et al., 2009; Shang et al., 2000).

In ersten ChIP-Analysen mit nur grobem Zeitraster fielen immer wieder ,Schwankungen® in
der Assoziation des AR und der Koaktivatoren an die Response-Elemente auf. Eingehende
Analysen mit 15 min Induktionsintervallen Uber die ersten drei Stunden zeigten sowohl fir
den AR als auch ZIPK, AATF und TSG101 ein zyklisches Rekrutierungsverhalten an allen
untersuchten regulatorischen Bereichen. Fur den PSA-Enhancer konnte der erste Zyklus des
AR auf die ersten 90 min und fir den PSA-Promotor ein erster Zyklus innerhalb der ersten
30 min und ein zweiter auf die Zeit zwischen 60 und 150 min nach Androgenstimulation
eingegrenzt werden. Der zweite Zyklus des AR fiel an Enhancer und Promotor jeweils durch
eine deutlich starkere Assoziation des Rezeptors auf. Damit korreliert die gefundene
dynamische Assoziation mit Daten aus der Literatur: Fur den AR wurde eine Zykluslange von
80 bis 90 min beschrieben (Kang et al., 2002; Welsbie et al., 2009). Demgegentiber liegt die
Assoziationskinetik des ER bei 40 bis 60 min (Shang et al., 2000; Reid et al., 2003).

Der am PSA-Promotor beobachtete erste verkirzte Zyklus des AR stimmt mit dem fir den
ER beschriebenen ersten verkirzten Zyklus in den ersten 30 min nach Hormonstimulation
am pS2-Promotor Uberein (Métivier et al., 2003). Es wird angenommen, dass der verkirzte
Zyklus der Rekrutierung von Chromatinremodelling-Komplexen und damit der Vorbereitung
des Promotors fur die Transkription dient (Reid et al., 2003). Die initiale Auflockerung der
Chromatinstruktur wahrend des ersten Zyklus fuhrt dazu, dass im nachfolgenden
Anlagerungszyklus ein optimaler Zugang zu den ARE und damit ein stérkerer Besatz
erfolgen kann. Dieser wird durch die ebenfalls zyklisch erfolgenden Histonmodifikationen
(Shang et al., 2000; Kang et al., 2002) aufrechterhalten.

Da neben dem AR bereits fir den ER, Thyroidhormonrezeptor (TR) und Vitamin-D-Rezeptor
(VDR) ein zyklisches Rekrutierungsverhalten beschrieben ist (Kang et al., 2002; Shang et al.,
2000; Sharma und Fondell, 2002; Vaisanen et al., 2005), scheint dies zumindest unter den
Liganden-gesteuerten Nuklearrezeptoren ein generelles Phédnomen darzustellen. Es wird
davon ausgegangen, dass die Zelle schnell auf Verdnderungen des Hormonstatus reagieren
kann, indem sie die Transkription nach einem Transkriptionszyklus weiterhin aktivieren oder
aber reprimieren kann.

Die Rekrutierung der Koaktivatoren AATF, ZIPK und TSG101 an PSA-Enhancer und
Promotor erfolgte nach 15 min zunachst abhangig vom AR, zeigte dann aber ein vom AR-
Zyklus abweichendes Verhalten. Im Gegensatz zum AR wiesen die Koaktivatoren ein

dynamischeres Assoziations- und Dissoziationsverhalten auf, welches fir die einzelnen
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Koaktivatoren unterschiedlich ausfiel. Aufféllig in der Assoziationsdynamik von AATF und
TSG101 war ihre Abwesenheit nach 90 min Hormonstimulation am PSA-Enhancer, die mit
dem Ende des ersten Anlagerungszyklus des AR korreliert. Generell spricht die
Assoziationsdynamik der Koaktivatoren dafiir, dass sie u.a. durch Ausbildung von
Bindestellen, Rezeptor-, Koaktivator- oder Chromatinmodifikationen die Vorraussetzungen
fur das zyklische Verhalten des AR schaffen. Wahrscheinlich werden sie in einer definierten
Reihenfolge fir die im Verlaufe eines Transkriptionszyklus auftretenden posttranslationalen
Modifikationen des AR rekrutiert, die ihn vom transkriptionsaktiven Zustand in einen
inkompetenten zum Abbau markierten Zustand tberfihren und werden selbst auch durch
Modifikationen zum Abdissoziieren oder Abbau markiert. In der Literatur finden sich Studien,
die besagen, dass selbst kiirzere Induktionszeitraume von 10 min nicht ausreichend sind, um
die tatsachliche Dynamik des Assemblys und Disassemblys von Kofaktoren aufzulésen. So
waren fir den ER 5 min Intervalle notwendig, um die zyklische Rekrutierung aussagekraftig
zu belegen (Reid et al., 2003).

Die Assoziation von AR und Koaktivatoren an den KLK2-Promotor und TMPRSS2-Enhancer
wies Unterschiede zum PSA-Gen auf. Beim KLK2-Promotor erfolgte die Assoziation des AR
und der Koaktivatoren nach Androgenstimulation nach dem gleichen Muster aber deutlich
schwécher, beim TMPRSS2-Enhancer zeigten sich Abweichungen in der Rekrutierung der
Koaktivatoren. Die schwachere Assoziation an den KLK2-Promotor beruht mdglicherweise
auf Unterschieden in der Affinitat des AR zu dem jeweiligen ARE und verursacht dadurch
eine schwéachere Aktivierung. Daneben koénnen zusatzliche Bindestellen fir weitere
spezifische TF oder Abweichungen zum kanonischen ARE, wie es beim TMPRSS2-
Enhancer der Fall ist, zu Unterschieden im Proteinbesatz und damit in der Regulation des

sich aufbauenden Transkriptionskomplexes fuhren.

5.5 Das zyklische Verhalten des AR beruht auf dessen Abbau nach
einem Transkriptionszyklus

Um zu analysieren wie das zyklische Anlagerungsverhalten des AR zustande kommt,
wurden ChlIP-Analysen nach Vorbehandlung mit Proteasomen- oder Transkriptionsinhibitor
durchgefuhrt. Durch Inhibition des Proteasoms und damit des proteasomalen Abbaus sollte
geklart werden, ob das zyklische Verhalten des AR auf Dissoziation oder Abbau beruht. Die
Inhibition der Phosphorylierung der C-terminalen Doméane der RNA-Pol Il, die in einer Trans-
kriptionsinhibition resultiert, sollte zeigen inwieweit das zyklische Verhalten von erfolgreicher
Transkription abhangt.

Die Inhibition des proteasomalen Abbaus durch MG132 fihrte in Reportergenversuchen zu

einer vollstdndigen Inhibition der AR-abh&ngigen Transkription und in ChIP-Analysen zu
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einer deutlichen Akkumulation des AR sowohl am Enhancer als auch Promotor des PSA-
Gens. Der akkumulierte AR wirkte also nicht zusatzlich aktivitdtssteigernd, im Gegenteil er
wirkte sogar reprimierend auf die Transkription. Daraus lasst sich schlie3en, dass der an den
ARE gebundene AR nur ein bis wenige Transkriptionsrunden einleiten kann und er danach
inaktiv ist und abgebaut werden muss, um neue Transkriptionsinitiationen zuzulassen. Da
MG132 den Abbau, aber nicht die Rekrutierung des Rezeptors inhibiert (Kang et al., 2002),
erfolgt die weitere Akkumulation des AR vermutlich solange, bis alle Response-Elemente
besetzt sind. Dies wirde erklaren, warum nach 120 min Androgenstimulation eine weitere
Zunahme an assoziiertem AR detektiert wurde. Andererseits fiel auf, dass die Koaktivatoren
deutlich schwéacher rekrutiert wurden. Kang et al. (2002) erklaren dies damit, dass MG132
die Verbindungen zwischen dem Holo-AR und dem RNA-Pol IlI-Transkriptionskomplex
unterbricht, was die zyklische und geordnete Anlagerung der Koaktivatoren beeintrachtigt.
Vorstellbar ist auRerdem, dass posttranslationale Modifikationen, die den AR zum Abbau
markieren, Bindestellen von Koaktivatoren so verandern, dass diese nicht mehr an den AR
binden kénnen und damit kein neuer Transkriptionskomplex mehr aufgebaut werden kann.
Moglicherweise muss aber auch aufgrund der zeitlich versetzten transienten Rekrutierung
der Koaktivatoren erst der Abbau von Kofaktor ,eins" erfolgen, damit Kofaktor ,zwei“ binden
kann, was wiederum durch MG132 verhindert wirde.

Die effiziente Transkription beruht also auf dem zyklischen Verhalten des AR und dieses
hangt von dessen Abbau ab. Dementsprechend konnte eine Rekrutierung der 19S-
Untereinheit des Proteasoms an den PSA-Promotor (Kang et al., 2002) und von diversen E3-
Ligasen wie z.B. Mdm2 und RNF6 (Lin et al., 2002; Gaughan et al., 2005; Xu et al., 2009) an
regulatorische Bereiche des PSA-Gens beobachtet werden. Dies deutet daraufhin, dass der
Rezeptor bereits am Response-Element zum Abbau markiert wird und auch bereits in situ
abgebaut werden kdnnte.

In den durchgefuihrten Versuchen mit dem Transkriptionsinhibitor DRB konnte eine voll-
standige Inhibition der Reportergenexpression, sowie eine Akkumulation sowohl von AR als
auch RNA-Pol Il am PSA-Promotor festgestellt werden. Die ausbleibende Phosphorylierung
der C-terminalen Domane (CTD) der RNA-Pol Il verhindert den Ubergang in die Elongation
und damit auch den Abbau des Transkriptionsinitiationskomplexes. Dies bedeutet, dass der
Abbau des AR von erfolgter Transkription und damit von einem Ereignis abhéngt, das mit
dem Transkriptionsstart zusammenhé&ngt.

Fur die ER-vermittelte Transkription konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass die
Inhibierung der Phosphorylierung der CTD der RNA-Polll das zyklische Verhalten
unterbricht (Shang et al., 2000). Kang et al. (2002) spekulieren, dass die Inhibition von CDK7
durch DRB (Yankulov et al., 1995) auch Auswirkungen auf den Abbau des ER hat, da CDK7
neben der CTD auch direkt den ER phosphorylieren kann (Chen et al.,, 2000), was
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moglicherweise eine Markierung fir die Ubiquitinierung und den Abbau des ER darstellt.
Reid et al. (2003) konnten zeigen, dass die Inhibition der Transkription durch a-Amanitin zu
einer Inhibition der Ubiquitinierung des ER fihrte und dadurch dessen Abbau verhindert
wurde (Reidt et al., 2003). Somit ist die erfolgende Transkription eine Vorraussetzung fur
nachfolgende Abbauprozesse und diese sind wiederum Vorraussetzung fir eine erneute
effiziente Transkriptionsinitiation. Anhand der ermittelten Daten lasst sich dieses Modell auf

die zyklische Rekrutierung des AR Ubertragen.

5.6 Gegenseitige Abhangigkeiten im Assembly zwischen ZIPK,
AATF, TSG101 und dem AR

Eine funktionelle Kooperation in der AR-abhéngigen Transkription setzt eine Assoziation von
AATF, ZIPK und TSG101 im selben Transkriptionskomplex voraus. Mittels sequentieller
ChiP-Analysen konnte der Nachweis erbracht werden, dass der AR zusammen mit AATF,
ZIPK und TSG101 in einem gemeinsamen Transkriptionskomplex gebunden vorliegt. Bei
den sequentiellen ChlP-Analysen gegen den AR wurden die Fixierungszeiten so gewahlt,
dass sie das zyklische Verhalten des AR abbilden. Interessanterweise konnten bei 45 min
Induktion alle Proteine im Komplex detektiert werden, dagegen zeigte sich am Ende des AR-
Zyklus bei 90 min ein deutlicher Rickgang der Bindung von AATF und vor allem von
TSG101. Dies passt zur Modellvorstellung, dass TSG101 den AR in einem aktiven Zustand
stabilisiert und dadurch vor dem proteasomalen Abbau schitzt: die Dissoziation von TSG101
wirde den Rezeptor zum Abbau freigeben. Demgegeniiber war die ZIPK starker mit dem AR
assoziiert. Dies korreliert mit der in weiteren Versuchen gefundenen Beteiligung der ZIPK an
der Polyubiquitinierung und damit dem Abbau des Rezeptors (siehe 5.8). Entsprechend liel3
sich in der sequentiellen ChiP mit der ersten IP gegen AATF, kurz vor dem stattfindenden
Abbau des AR, uber AATF deutlich mehr ZIPK als TSG101 prazipitieren.

Mittels siRNA-basiertem Knockdown von AATF oder ZIPK sollte eine mogliche Abhéngigkeit
der Koaktivatoren im Assembly und ein Einfluss auf die Anlagerung oder den Abbau des AR
an regulatorischen Genbereichen untersucht werden.

Die Herunterregulation von AATF filhrte zu einer leicht verminderten Assoziation von AR und
ZIPK am Enhancer und Promotor des PSA-Gens. TSG101 wurde am Enhancer nicht mehr
und am Promotor nur noch schwach rekrutiert. Dies bestétigt zum einen die fur AATF
postulierte Targetingfunktion fir TSG101 (Burgdorf et al., 2004), zum anderen lassen sich
die reduzierten AR-Level durch fehlendes TSG101 erklaren. Da der monoubiquitinierte AR
nicht mehr durch TSG101 stabilisiert wird, erfolgt ein schnellerer ,Turnover“. Denkbar bleibt
auf3erdem aufgrund der fur AATF beschriebenen Interaktion mit der RNA-Pol II (Fanciulli et

al., 2000) eine Funktion als Mediatorkomponente, wodurch AATF stabilisierend auf den AR-
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Transkriptionskomplex wirken kénnte. Der geringe Effekte auf die Rekrutierung der ZIPK
beruht darauf, dass die Interaktion zwischen ZIPK und AR zwar durch ektopisches AATF
verstarkt wird, aber auch nach Herunterregulation von AATF in abgeschwachter Form erfolgt
(Leister et al., 2008). Die Kartierung der Interaktionsdoméane ergab, dass die ZIPK Uber die
AS 275-333 direkt mit dem AR interagiert und tber ihren Leucin-Zipper mdglicherweise eine
indirekte Interaktion Uber AATF mit dem AR eingeht (Leister et al., 2008). Die Annahme einer
direkten und einer indirekten Interaktion der ZIPK mit dem AR wird durch die Ergebnisse der
ChIP gestitzt, da die ZIPK auch nach Herunterregulation von AATF in den AR-
Transkriptionsinitiationskomplex rekrutiert wurde.

Die Herunterregulation der ZIPK fuhrte zum einen zur Aufhebung des zyklischen Verhaltens
des AR und zum anderen zu einer Akkumulation des AR an seinen Response-Elementen
sowohl an Enhancer als auch Promotor des PSA-Gens. Die Assoziation von AATF blieb
dagegen unbeeinflusst, wohingegen TSG101 bei 90 min entgegen seiner Uublichen
Dissoziation stark gebunden vorlag. Letzteres spricht dafiir, dass die ZIPK am Disassembly
des AR und von TSG101 beteiligt ist. Aufgrund dieser Daten lag es nahe eine Beteiligung
der ZIPK am Abbau des AR zu vermuten. Da in mehreren Studien eine Phosphorylierungs-
abhangige Ubiquitinierung des AR nachgewiesen werden konnte, die zum proteasomalen
Abbau fuhrte (Lin et al., 2002), ist moglicherweise die ausbleibende Phosphorylierung des
AR, oder eines anderen an der Ubiquitinierung des AR beteiligten Proteins, durch die ZIPK
fur die Akkumulation des AR verantwortlich. Entsprechend konnte in nachfolgenden
Versuchen eine Beteiligung der ZIPK an der Regulation der Ubiquitinierung des AR, in

Abhéngigkeit von ihrer Kinaseaktivitat, beobachtet werden.

5.7 Was ist das Substrat durch welches die ZIPK koaktivierend
wirkt?

Aus den Reportergenstudien war bekannt, dass das Koaktivatorpotential der ZIPK von ihrer
Kinaseaktivitdt abhéngt. Die Identifikation des Substrats, welches im Zuge der AR-
abhangigen Transkriptionsinitiation durch die ZIPK phosphoryliert wird, sollte einen Einblick
in den Mechanismus der Koaktivierung liefern.

Als mogliche Substrate kamen der AR selbst sowie Koaktivator- oder Chromatinproteine in
Betracht. Der AR ist ein Phosphoprotein, dessen Aktivitat durch eine Vielzahl an Kinasen
moduliert wird (Wang et al., 1999; Gioeli et al., 2002). Ebenso werden viele der bekannten
AR-Koaktivatoren wie z. B. SRC1 und SRC3 an unterschiedlichen Stellen phosphoryliert und
kébnnen abhangig von den durchgefiihrten Phosphorylierungen weitere spezifische
Koaktivatoren rekrutieren oder werden in ihrer Aktivitdt moduliert (Feng et al., 2006). Weder
der AR noch die untersuchten Koaktivatoren AATF (Page et al., 1999b), TSG101, SRC1,
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SRC3 oder Blos2 wurden in vitro durch die ZIPK phosphoryliert. Eine in vivo mdglicherweise
nur im Kontext des aktivierten Transkriptionsinitiationskomplexes stattfindende Phosphory-
lierung lasst sich jedoch nicht ausschlie3en.

Maoglicherweise ist mit Par-4 das Substrat der ZIPK aber auch schon identifiziert. Par-4 wird
durch die ZIPK phosphoryliert und weist eine koaktivierende Wirkung auf die AR-abhéngige
Transkription auf (Page et al., 1999a; Gao et al., 2006). Da jedoch die Koexpression von
Par-4 und ZIPK zu einer Repression der aktivierenden Wirkung von Par-4 auf die AR-
abhangige Reportergenexpression fuhrte, spricht dies dagegen.

Allerdings lagen mit den in vitro durch die ZIPK phosphorylierten Histonen H2A, H3 und H4
potentielle Kandidaten vor (Kogel et al., 1998). Die in vitro gefundene Phosphorylierung von
H4 an T81 wirde in vivo eine interessante, neuartige Modifikation darstellen. Da H4T81
bereits im basischen Bereich des globularen Histonkerns liegt, konnte die Phosphorylierung
die Interaktion des Histons mit der DNA beeintréachtigen und dadurch aktivierend auf
Transkriptionsprozesse wirken. Diese Modifikation konnte allerdings bisher in vivo durch WB-
Analysen nicht bestéatigt werden (Volker Weinl, Diplomarbeit 2003). Bei H2A konnte die
Phosphorylierungsstelle noch nicht identifiziert werden, weshalb dieses nicht weiter
untersucht wurde. Die Phosphorylierung von H3T11 lie sich Mitose-spezifisch an der
Centromerregion in Kolokalisation mit der DIk nachweisen (Preuss et al., 2003b), so dass sie

als mogliches Substrat in der AR-abhangigen Transkriptionsaktivierung untersucht wurde.

5.7.1 Phosphoryliert die ZIPK Histon H3 an Threonin 11 wé&hrend der

Transkriptionsinitiation?

Da die Phosphorylierung von H3 an T11 als Mitose-spezifisch beschrieben war (Preuss et
al., 2003b) wurde zunachst untersucht, ob die Modifikation auch in Interphase-Zellen auftritt
und damit als mdgliches Substrat der ZIPK im Zuge der Transkriptionsinitiation an Androgen-
abhangigen Promotoren in Frage kommt. Mittels WB-Analysen liel3 sich die H3T11-
Phosphorylierung in Interphase-Zellen detektieren und in ChlP-Analysen konnte sie an den
regulatorischen Regionen des PSA-, KLK2- und TMPRSS2-Gens nach Androgenstimulation
nachgewiesen werden. Sie folgte wie der AR und die Koaktivatoren einem zyklischen Muster
und konnte auch nach 24 h Induktion noch detektiert werden (Felten, unveroffentlicht).

Wahrend der Arbeiten zur H3T11-Phosphorylierung, wurden mit PRK1 und Chkl zwei
Kinasen beschrieben, die H3T11 wahrend der Interphase phosphorylieren (Metzger et al.,
2008; Shimada et al., 2008). Die Phosphorylierung von H3T11 durch Chk1 fuhrt dabei zur
Aktivierung der Cyclin B1 und CDK1-Expression und zwar durch Rekrutierung der Histon-
acetyltransferase GCN5, welche wiederum die Acetylierung von H3K9 und H3K14 bewirkt
(Shimada et al., 2008). Die Phosphorylierung von H3T11 durch die PRK1 erfolgt im Zuge der

AR-abhéngigen Genaktivierung und stellt eine Voraussetzung fur die Demethylierung von
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H3K9 und die anschlieRende Acetylierung von H3 an K9 und K14 dar (Metzger et al., 2008).
Dies stellte die Relevanz der ZIPK als Threoninll-Kinase in der AR-abhdngigen
Transkription in Frage.

ChIP-Analysen nach Herunterregulation von PRK1 und ZIPK bestatigten PRK1 als
verantwortliche H3T11-Kinase, da die Herunterregulation der PRK1 zur Reduktion der
H3T11-Phosphorylierung fuhrte, die Herunterregulation der ZIPK aber nicht. Allerdings ist
nicht auszuschlielBen, dass die verbliebene Restmenge ZIPK ausreichend fir die
Phosphorylierung ist. So mussten die Ansatze mit siRNA gegen PRK1 zusatzlich mit
spezifischem PRK1-Inhibitor behandelt werden, um eine vollsténdige Inhibition der Aktivitat
und dadurch bedingt eine signifikante Reduktion der H3T11-Phosphorylierung zu erzielen.
Denkbar blieb eine Funktion der ZIPK als untergeordnetes Substrat der PRK1, &hnlich der
Aktivierung der ZIPK durch ROCK1 bei der Regulation der Muskelkontraktilitét (Hagerty et
al., 2007). Dies wirde bedeuten, dass die Herunterregulation von PRK1 die Aktivierung der
ZIPK verhindert und damit zum Ausbleiben der H3T11-Phosphorylierung fuhrt, aber auch
dann sollte die Reduktion der ZIPK einen Effekt aufweisen. Eine gegenseitige
Phosphorylierung von ZIPK und PRK1 wurde mittels in-vitro-Kinaseassay untersucht, ergab
allerdings keine Enzym-Substrat-Beziehung zwischen den Kinasen. Eine Beteiligung der
ZIPK an der H3T11-Phosphorylierung im Zuge der AR-abhangigen Genaktivierung ist damit
nicht vollkommen ausgeschlossen, erscheint jedoch eher unwahrscheinlich.

Fur die ZIPK steht somit die Identifizierung des Substrates noch aus. Es deutet sich jedoch
an, dass dieses evtl. nicht im direkten Zusammenhang zur Transkriptionsinitiation, sondern

eher zur Ubiquitinierung und dem Abbau des AR stehen kdnnte (siehe 5.8).

5.7.2 Auspradgung und Bedeutung der H3T11-Phosphorylierung

Die wahrend der Genaktivierung stattfindenden posttranslationalen Histonmodifikationen wie
Methylierungen, Acetylierungen und Phosphorylierungen bilden Bindestellen fir die
Rekrutierung Chromatin-modifizierender und Transkriptions-regulierender Faktoren aus und
beeinflussen dadurch die Chromatinstruktur durch Verdichtung oder Auflockerung (Jenuwein
et al.,, 2001). Die Phosphorylierung von Histonen gilt dabei allgemein als Transkriptions-
aktivierende Modifikation. So wurde im Zuge der Aktivierung von NFkB-regulierten Genen
und der ,immediate early“-Gene c-fos und c-jun die H3S10-Phosphorylierung beschrieben
(Clayton et al.,, 2000). Fur die H3S10-Phosphorylierung wahrend der AR-abhdngigen
Transkription liegen kontroverse Daten vor. So konnte an den regulatorischen Bereichen des
PSA-Gens die H3S10-Phosphorylierung parallel mit der Acetylierung von H3K9 und H3K14
sowie der Rekrutierung der RNA-Pol Il bereits nach 30 min Androgenstimulation als
schwaches Signal, welches mit zunehmender Induktionsdauer anstieg, beobachtet werden

(Kang et al., 2004). Demgegeniber wurde von Metzger et al. (2008) nach 30 min Hormon-
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stimulation keine H3S10-Phosphorylierung detektiert. In dieser Arbeit und von Metzger et al.
(2008) konnte mit der Phosphorylierung von H3T11 eine fiir die AR-abhéngige Transkription
spezifische Modifikation nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung von H3T11 durch die
PRK1 ist dabei Voraussetzung fir die Demethylierung von H3K9 und die anschlieRende
Acetylierung von H3K9 und H3K14 (Metzger et al., 2008). Vor kurzem wurde die
Phosphorylierung von Histon H3T6 durch die PKCB1 (protein kinase C beta 1) beschrieben,
die die Demethylierung von H3K4 durch LSD1 (lysine-specific demethylase 1) wahrend der
AR-abhé&ngigen Genaktivierung zu verhindern scheint (Metzger et al., 2010).

Es stellte sich aufgrund der Daten zur H3S10-Phosphorylierung die Frage, ob die H3T11-
und H3S10-Phosphorylierungen parallel auftreten oder sich aufgrund der sterischen
Anordnung gegenseitig ausschlieRen. Die Modifikationen wurden mittels ChIP nach
Androgenstimulation beide gleichzeitig nachgewiesen. Auffallig war, dass die H3S10-
Phosphorylierung nach 45 min Androgenstimulation sehr schwach ausfiel, wohingegen die
H3T11-Phosphorylierung stark ausgepragt war. Nach 210 min Induktion war eine deutliche
Zunahme an S10 phosphoryliertem H3 zu verzeichnen, parallel mit einem starken H3T11-
Signal. Die Phosphorylierung von T11 erfolgte also friiher als die von S10. Hier stellte sich
die Frage, ob die gleichzeitige Phosphorylierung an T11 und S10 am gleichen H3-Molekiil
erfolgt oder separat an jeweils einem der H3-Dimere innerhalb des Nukleosoms oder sogar
separat an benachbarten Nukleosomen, da in den prazipitierten Chromatinfragmenten von
etwa 700 nt drei bis vier Nukleosomen enthalten sind. Die gleichzeitige Phosphorylierung
von H3S10 und T11 liel3 sich mit einem AK bestatigen, der spezifisch doppelphosphorylier-
tes H3S10/T11 erkennt. Dabei folgte das Signal der Doppelphosphorylierung dem Signal der
S10-Phosphorylierung.

Metzger et al. (2008) zeigen, dass die H3T11-Phosphorylierung Voraussetzung fir die
Demethylierung von H3K9 und die anschlie3ende Acetylierung von H3K9 und H3K14 ist.
Weiterhin gehen sie davon aus, dass die H3S10-Phosphorylierung die Demethylierung von
H3K9 blockiert und deshalb nicht erfolgt. Aufgrund der in dieser Arbeit ermittelten Daten lasst
sich spekulieren, dass nachdem die H3T11-Phosphorylierung die Demethylierung von H3K9
bewirkt und damit zur Genaktivierung gefuhrt hat, die H3S10-Phosphorylierung erfolgt, um
das Chromatin in einem aktiven Zustand zu fixieren. Solange bis durch Dephosphorylierung
von S10 eine Stilllegung durch Methylierung erfolgen kann. Dies wirde die im Vergleich zur
H3T11-Phosphorylierung verzogerte H3S10-Phosphorylierung erklaren.

Als weiterer Aspekt wurde die Ausdehnung der Modifikationen innerhalb und zwischen den
regulatorischen Bereichen des PSA-Gens untersucht. In ChlP-Analysen konnte die H3S10-
und H3T11-Phosphorylierung im Bereich zwischen PSA-Enhancer und Promotor nicht
nachgewiesen werden, so dass sie auf die regulatorischen Bereiche beschrankt bleiben.

Demgegentber konnte die reprimierende Dimethylierung von H3K9, die nach Hormon-
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stimulation an den regulatorischen Bereichen entfernt wurde, im Zwischenbereich detektiert
werden. Die aktiv transkribiertes Chromatin kennzeichnende H3K4-Dimethylierung wurde
bereits im uninduzierten Zustand detektiert. Nach Hormonstimulation wurde sie nochmals
deutlich verstarkt und konnte auch im Zwischenbereich nachgewiesen werden. Der Vergleich
von Enhancer- mit Promotorbereich zeigte zu den untersuchten Zeitpunkten keine
signifikanten Unterschiede in der Auspragung der Modifikationen. Dies korreliert mit Daten
aus der Literatur, die eine konstante Dimethylierung von Enhancer- und Promotorelementen
im Genom detektieren konnten (Heintzmann et al., 2007). Die Auspragung der Modifikatio-
nen deutet an, dass die aktivierenden H3S10- und H3T11-Phosphorylierungen, sowie die
H3K4-Dimethylierung um die Response-Elemente angereichert sind und der Zwischen-
bereich durch die transienten H3K9- und H3K4-Dimethylierungen in einem dynamischen
Zustand gehalten wird, der sowohl eine schnelle Stilllegung als auch Aktivierung des Gens
ermaoglicht.

In diesem Zusammenhang sollte der Zwischenbereich auch auf eine Assoziation der RNA-
Pol Il untersucht werden. Dies war von Interesse, da fur die Interaktion der RNA-Pol Il mit
Enhancer- und Promotorbereichen in der Literatur drei Modelle vertreten sind, die ,Looping“,
»rracking” oder eine Kombination aus beidem postulieren (Blackwood und Kadonaga, 1998;
Shang et al.,, 2002; Wang et al., 2005). Da keine Assoziation der RNA-Pol Il im Bereich
zwischen Enhancer und Promotor des PSA-Gens detektiert werden konnte, gelangt die
Polymerase durch die Schleifenbildung des Chromatins, die Enhancer und Promotor in
direkte raumliche Né&he bringt (,Looping“) und nicht durch Gleiten entlang des Chromatins

(»Tracking®) vom Enhancer zum Promotor.

5.8 Die ZIPK ist an der Regulation der Ubiquitinierung des AR
beteiligt

Da die Herunterregulation der ZIPK eine Akkumulation des AR an seinen Response-
Elementen bewirkt, die zu einer Repression der Transkription fihrt und sie zum Ende eines
Anlagerungszyklus des AR stark an diesen gebunden vorliegt, ware eine Beteiligung der
ZIPK am Abbau des AR vorstellbar. Auf3erdem konnte gezeigt werden, dass ihr Koaktivator-
potential von ihrer Kinaseaktivitat abh&ngt. Dies erscheint im Hinblick auf eine Beteiligung an
der Regulation des Abbaus des AR interessant, da fur viele TF und Koaktivatoren wie AR,
p53, und SRC3 gezeigt werden konnte, dass sie vor der Anheftung der Ubiquitinmolekile
durch eine Phosphorylierung zum Abbau markiert werden (Lin et al., 2002; Zhou et al., 2001,
Wu et al., 2007).

Unserer Modelvorstellung fir den AR besagt, dass TSG101 die monoubiquitinierte Form des
AR stabilisiert und ihn dadurch in einem aktiven Zustand halt (Burgdorf et al., 2004).
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Moglicherweise bewirkt die ZIPK durch Phosphorylierung die Ablésung von TSG101, oder
die Ausbildung einer Bindestelle fiir eine E3-Ligase. Sie konnte auch zur Phosphorylierung
des Rezeptors oder der Phosphorylierung und Aktivierung einer E3-Ligase beitragen. Als
Ubiquitin-Ligase kommt Mdm2 in Betracht, da sowohl AATF als auch TSG101 und der AR
mit Mdm2 interagieren (De Nicola et al., 2007; Li et al., 2001; Gaughan et al., 2005) und
Mdm2 als Substrat der ZIPK beschrieben ist (Burch et al., 2004). Daher wurde ein
funktioneller Zusammenhang zwischen ZIPK und Mdm2 untersucht.

In transienten Reportergenstudien konnte ein aktivierender Effekt der E3-Ligase Mdm2 auf
die AR-abhangige Transkription beobachtet werden. In Koexpression mit der ZIPK wurde
nochmals eine deutliche Steigerung erzielt, die eine funktionelle Kooperation beider Proteine
andeutet. Gleichzeitig wurde die Abhangigkeit von der Enzymaktivitdt durch den stark
reprimierenden Effekt der kinaseinaktiven ZIPK auf die Mdm2-vermittelte Koaktivierung
deutlich. Die Grunde fur die Diskrepanz zu der in der Literatur beschriebenen reprimierenden
Wirkung von Mdm2 auf die AR-abhangige Reportergenexpression sind unklar (Lin et al.,
2002; Gaughan et al., 2005). Allerdings konnte bereits ein aktivierender Effekt von Mdm2 auf
die ER-abhéngige Transkription nachgewiesen werden (Saji et al., 2001). Auch fur andere
E3-Ligasen wie z.B. E6-AP wurde in transienten Reportergenstudien ein aktivierender Effekt
auf die AR-, GR-, ER-, TR- und PR-vermittelte Transaktivierung beschrieben (Nawaz et al.,
1999; Khan et al., 2006). Eine Funktion im Abbau des Rezeptors und anderer TF deutete
sich durch die Rekrutierung von Mdm2 an AR-abhangige Promotoren an (Gaughan et al.,
2005). Da die Inhibition des Proteasoms auch in Reportergenstudien die AR-abhéngige
Transkription reprimiert, kdonnte Mdm2 moglicherweise durch Polyubiquitinierung des
inaktiven AR dessen Abbau beschleunigen und dadurch zu einer effizienteren Transkription
beitragen, dies anscheinend abhangig von der Kinaseaktivitat der ZIPK.

Die E3-Ligase-Aktivitat von Mdm2 wird unter anderem durch die Akt-Kinase reguliert. Diese
phosphoryliert Mdm2 an S166 und S186 was eine Voraussetzung fur die Ubiquitinierung und
den Abbau des AR sowie p53 durch Mdm2 darstellt (Lin et al., 2002; Zhou et al., 2001).
Burch et al. (2004) konnten S166 als Phosphorylierungsstelle der ZIPK identifizieren, wobei
Peptide deutlich effizienter als das Protein phosphoryliert wurden. Anhand von in-vitro-
Kinaseassays konnte eine, wenn auch extrem schwache, Phosphorylierung von Mdm2 durch
die ZIPK bestétigt werden, so dass die ZIPK in vivo moglicherweise durch Phosphorylierung
von Mdm2 den Abbau des AR einleiten kann.

Mittels NiNTA-Affinitditschromatographie von His-Ubiquitin-markiertem Rezeptor konnte eine
Beteiligung der ZIPK an der in vivo stattfindenden hormonabhéngigen Ubiquitinierung des
AR beobachtet werden. Ektopisch exprimierte ZIPK fuhrte zu einer Erhéhung an polyubiqui-
tiniertem AR. Demgegeniiber wurde nach Uberexpression der kinaseinaktiven ZIPK eine

deutlich verminderte Ubiquitinierung des AR detektiert. Moglicherweise wirkt die kinase-
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inaktive Mutante inhibierend auf die endogene ZIPK, die in vivo an der Ubiquitinierung
beteiligt ist. Ein dominant-negativer Effekt der kinaseinaktiven DIKK42A auf die Apoptose-
induktion ist bereits beschrieben (Kawai et al., 2003; Scheidtmann, unverdéffentlicht). Dass
der inhibierende Effekt deutlicher ausféllt als die Erhéhung bei ektopischer Expression des
Wildtyps, liegt moglicherweise an einer Sattigung des Systems, da die endogene ZIPK in
ausreichender Konzentration in der Zelle vorhanden ist. Mdglicherweise stellt ein Vermittler
zwischen ZIPK und dem AR oder das Substrat, welches von der ZIPK phosphoryliert wird,
den limitierenden Faktor dar. Interessanterweise verstarkte auch die Uberexpression von
AATF die Polyubiquitinierung des AR. Dies mdglicherweise aufgrund der Dbereits
beschriebenen Interaktion von AATF und Mdm2 (De Nicola et al., 2007). Die E3-Ligase
Mdm2 fiihrte erwartungsgemalf zur starksten Ubiquitinierung des AR.

Die Koexpression von Mdm2 und ZIPK fihrte zu keiner weiteren Erh6éhung der
Ubiquitinierung im Vergleich zu Mdm?2 alleine. Demgegentiber bewirkte die Koexpression der
kinaseinaktiven ZIPK mit Mdm2 eine auf das Niveau der uninduzierten Kontrolle reduzierte
Ubiquitinierung des AR. Die Kinaseaktivitat der ZIPK scheint somit essentiell fir die Mdm2-
vermittelte Ubiquitinierung des AR zu sein. Entsprechend fiihrte die Herunterregulation der
endogenen ZIPK zu einer deutlich verminderten Ubiquitinierung des AR.

Aufgrund der funktionellen Interaktionen von AATF mit ZIPK sowie AATF mit TSG101 und
der bereits beschriebenen Interaktionen von AATF und TSG101 mit Mdm2 (De Nicola et al.,
2007; Li et al., 2001) deutet sich ein Zusammenspiel aller Faktoren in der Regulation der
Ubiquitinierung des AR an. Anlehnend an das von Burgdorf et al. (2004) postulierte Modell
und der in dieser Arbeit ermittelten Daten, wird ein erweitertes Modell vorgeschlagen (siehe
Abb. 5.1): Nach Androgenstimulation werden unter anderem ZIPK und AATF Uber den AR in
den Transkriptionsinitiationskomplex rekrutiert. AATF wiederum rekrutiert TSG101, welches
den AR wahrend friiher Transkriptionsinitiationsprozesse durch die Stabilisierung der Mono-
ubiquitinierung in einem aktiven Zustand halt. Dazu bindet TSG101 Uber seine UEV-Doméne
das Ubiquitinmolekil und schirmt es so vor Polyubiquitinierung ab. Um den Rezeptor nach
einer (oder limitierenden) Transkriptionsinitiation zum Abbau zu markieren, kénnte die
Rekrutierung von Mdm2 tber AATF oder TSG101 erfolgen. TSG101 stellt zwar eine inaktive
E2-Konjugase dar, die Interaktion mit E3-Ligasen sollte dadurch aber nicht beeintrachtigt
sein. Mdm2 koénnte daraufhin durch die ZIPK phosphoryliert und dadurch aktiviert werden,
was die Bindung von Mdm2 an den AR und dadurch dessen Polyubiquitinierung und damit
Abbau ermdglichen wirde. Den Ausloser fur die Mdm2-Phosphorylierung durch ZIPK stellt
madglicherweise der Transkriptionsstart dar. Im Zuge der Phosphorylierung der CTD der
RNA-Pol Il erfolgen diverse Modifikationen, die den AR und die Koaktivatoren zum Abbau
markieren oder eine Dissoziation bewirken. Da die ZIPK eine CDK-Phosphorylierungsstelle

aufweist (Scheidtmann, unveréffentlicht), kdnnte sie durchaus von CDK7/8 (Untereinheit des
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TFIIH) phosphoryliert und aktiviert werden, was das Signal flr die Mdm2-Phosphorylierung
darstellen koénnte.

Da gezeigt wurde, dass Mdm2 auch am Abbau von AATF beteiligt ist (De Nicola et al., 2007)
kénnte Mdm2 Uber den Abbau von AATF zur Ablésung von TSG101 fithren. Dadurch wirde
die schitzende Wirkung von TSG101 aufgehoben und der Rezeptor kdnnte durch Mdm2
polyubiquitiniert werden. Dies wirde zum Abbau des AR-Transkriptionsinitiationskomplexes
und damit zum ,Promotorclearing® flihren, so dass bei weiterhin vorliegendem Stimulus ein

neuer Zyklus des AR stattfinden kdnnte.
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Abb. 5.1: Modell zur funktionellen Kooperation von ZIPK, AATF und TSG101 in der Regulation der AR-
Aktivitat.

Schritt 1: Die Aktivierung des AR durch DHT (siehe Einleitung Abb. 1.2) flhrt zur Dimerisierung und der
Translokation in den Zellkern. Dort bindet das AR-Dimer (im Schema zur Vereinfachung als Monomer dargestellt)
an die ARE in den Promotor- und Enhancerbereichen seiner Zielgene und rekrutiert eine Reihe von Koaktivatoren
(Schritt 2), wie z.B. AATF und die ZIPK. AATF rekrutiert wiederum TSG101, welches den monoubiquitinierten AR
bindet und dadurch dessen Polyubiquitinierung verhindert (Schritt 3). Es folgt die Initiation der Transkription.
Schritt 4: Der Transkriptionsstart fiihrt zu weiteren Modifikationen des AR und der Koaktivatoren. Diese fiihren
dazu, dass die ZIPK Mdm2 phosphoryliert, welches mdglicherweise Uber AATF oder TSG101 bereits in den
Komplex rekrutiert wurde. Schritt 5: Mdm2 bindet an den Komplex und flhrt zur Dissoziation/Abbau von AATF
und TSG101 (Schritt 6). Schritt 7: Die schiitzende Wirkung von TSG101 ist aufgehoben und Mdm2 kann den AR
polyubiquitinieren und damit zum Abbau markieren. Schritt 8: Es kommt zum ,Promotorclearing” durch Abbau des
AR im 26S-Proteasom. Dies ermdglicht eine erneute Anlagerung von aktiviertem AR.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur Kooperation von AATF, TSG101 und
ZIPK bei der Regulation der Ubiquitinierung des AR liefern eine mogliche Erklarung fiur die
Aufrechterhaltung der zyklischen Transkriptionsprozesse. Ob die ZIPK dabei Uber die direkte

Phosphorylierung von Mdm2 zum Abbau des Rezeptors beitragt, oder ob die Phosphory-
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lierung zur Ablésung von TSG101 fuhrt und den Rezeptor damit fur E3-Ligasen zuganglich
macht bleibt offen. Weitere Untersuchungen werden zeigen, inwieweit die durch ZIPK, AATF
und TSG101 vermittelte Aktivierung mit anschlielendem Abbau des AR dabei Zielgen-
spezifisch je nach Zellzyklusphase, Hormonstimulus oder konvergierendem Signalweg
reguliert werden kann. Die Ubertragbarkeit der funktionellen Kooperation der Koaktivatoren
auf andere TF wie p53, wirde einen generellen Mechanismus bei der Regulation von

Proliferation und Apoptose darstellen.

5.9 Ausblick

Die wichtigste Frage, die sich aus dieser Arbeit ergibt, gilt dem Mechanismus Uber den die
ZIPK an der Phosphorylierungs-abhdngigen Regulation des Ubiquitinierungszustandes des
AR und damit an dessen Abbau beteiligt ist. In weiterfihrenden Experimenten sollten daher
die Beteiligung und die Wechselwirkungen von ZIPK, AATF und TSG101 an der Regulation
der Ubiquitinierung des AR weiter untersucht werden. Dazu sollte zunachst die
Identifizierung des Substrates, welches im Zuge der Ubiquitinierung des AR durch die ZIPK
phosphoryliert wird, erfolgen. Ein moglicher Ansatz ist die Etablierung eines GST-Pulldown-
Assays, bei dem die ZIPK an eine Matrix gekoppelt und mit induziertem bzw. uninduziertem
Zellextrakt aus Prostatakarzinomzellen inkubiert wird. Nach Elution der Komplexe kdnnten
spezifisch aus dem induzierten Extrakt préazipitierte Proteinbanden mittels SDS-Page
identifiziert und nach Isolierung und Anreicherung durch massenspektrometrische Analysen
(MALDI-TOF) analysiert werden. In transienten Reportergenstudien koénnte der Einfluss
isolierter Interaktionspartner auf die AR-abhangige Transkription untersucht werden. Der
Nachweis, ob es sich bei einem Interaktionspartner mit koaktivierenden Eigenschaften um
das wahrend der Ubiquitinierung oder um ein anderes wahrend der Transkriptionsinitiation
phosphoryliertes Substrat der ZIPK handelt, kdnnten in vitro durch Kinase- und
Ubiquitinierungsassays erfolgen. Liel3e sich ein potentielles Substrat identifizieren, so wirde
sich dann die Identifizierung der Phosphorylierungsstellen anschliel3en. Danach wirden
Punktmutationen putativer Phosphorylierungsstellen erfolgen und die Mutanten koénnten in
Reportergenstudien auf ihr koaktivierendes Potential untersucht werden. Die Synthese von
phosphospezifischen Antikorpern wirde den Nachweis der Phosphorylierung durch die ZIPK
an Promotoren von Zielgenen des AR ermoglichen. In Kombination mit sSiRNA gegen die
ZIPK konnte die funktionelle Relevanz in vivo nachgewiesen werden.

AuRerdem sollte die Ubertragung, der fiir die Ubiquitinierung ermittelten Daten, auf andere
Zelllinien und den endogenen AR aus LNCaP-Zellen erfolgen. Um eine generelle Funktion
der ZIPK in Ubiquitinierungsprozessen nachzuweisen, sollte eine Beteiligung der ZIPK an

der Regulation der Ubiquitinierung von weiteren TF wie zum Beispiel p53 analysiert werden.
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Mittels sequentiellen ChIP-Analysen lasst sich Gberprifen, ob Mdm2 durch die Interaktion mit
AATF oder TSG101 (De Nicola et al., 2007; Li et al., 2001) an den PSA-Promotor (Gaughan
et al., 2005) rekrutiert wird und ob es in einem Komplex mit der ZIPK vorliegt.

Um einen genaueren Uberblick tiber die Zielgene des AR oder anderer TF zu erhalten, an
deren Regulation die ZIPK und die anderen Koaktivatoren beteiligt sind, kdnnten ChIP-on-
CHIP-Analysen nach unterschiedlichen Vorbehandlungen, wie siRNA gegen ZIPK, UV-
Bestrahlung zur Apoptoseinduktion oder unterschiedlichen Hormonen zur Aktivierung
verschiedener Steroidhormonrezeptoren, durchgefiihrt werden. Die in den ChlIP-Analysen
von den Koaktivatoren prazipitierten DNA-Bereiche wirden mittels ,Random“-Primern
amplifiziert und anschlieend mit einem DNA-Chip hybridisiert. Die Analyse, der nach den
unterschiedlichen Stimuli von den Koaktivatoren préazipitierten Genen, wirde Aufschluss
Uber deren Beteiligung an weiteren Sighalwegen und damit zu ihrer Funktion ermdglichen.
Die Verbindungen von AR und ZIPK, AATF sowie TSG101 zu p53 und p21 stellen einen
weiteren interessanten Ansatzpunkt flr nachfolgende Studien dar. Die ermittelten und in der
Literatur beschriebenen Daten legen dabei eine Funktion der Koaktivatoren in der AR-
abhangigen Regulation von p53 und p21 nahe, so dass eine Beteiligung an der Zellzyklus-
und Apoptoseregulation zu untersuchen ist. Die Promotorregionen des p53- und p21-Gens
konnten mittels ChIP auf eine Assoziation der Koaktivatoren und eine mogliche Abhangigkeit
in der Rekrutierung untersucht werden. Um einen Einblick in die Relevanz von ZIPK, AATF
und TSG101 fur die Regulation des Zellzyklus und der Androgen-abhangigen Proliferation
und damit letztendlich auch fir die Krebsentstehung zu erhalten, kdnnten induzierbare
shRNA-codierende Zelllinien erzeugt werden. Mit diesen liel3en sich einerseits Wachstums-
kurven und FACS-Analysen und andererseits nach Synchronisation der Zellen effiziente
ChliP-Analysen erstellen.

SRC1, SRC3 und Blos2 konnten als neue Interaktionspartner der ZIPK identifiziert werden.
Aufgrund ihrer koaktivierenden Wirkung auf die AR-abhangige Transkription sollte eine
eingehende Charakterisierung der Interaktionen erfolgen. Fir Blos2 konnte die Interaktions-
domane dazu bereits seitens der ZIPK auf den Leucin-Zipper eingegrenzt werden (Felten,
unveréffentlicht). Das gemeinsame Vorkommen der Proteine innerhalb eines Komplexes mit
dem AR an regulatorischen Bereichen von AR-Zielgenen konnte als Nachweis fir eine
funktionelle Interaktion dieser Proteine dienen.

Diese und weitere Experimente konnten dazu beitragen, die bisher gewonnenen
Erkenntnisse zur funktionellen Kooperation der Koaktivatoren in der AR-abhangigen

Transkription zu erweitern.
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6 Zusammenfassung

In unserer Arbeitsgruppe wurden mit der murinen ZIPK, dem Transkriptionsfaktor AATF und
dem Ubiquitin-Bindeprotein TSG101 neue Koaktivatoren der AR-abhéngigen Transkription
identifiziert, deren funktionelle Kooperation in dieser Arbeit untersucht wurde. Dabei lag der
Fokus auf der zeitlichen Abfolge und der gegenseitigen Abhangigkeit der Assemblierung des
AR und der Koaktivatoren im Transkriptionsinitiationskomplex, sowie dem Mechanismus
Uber den die ZIPK koaktivierend wirkt.

Transiente Reportergenstudien bestétigten zunachst die humanen Orthologen als
Koaktivatoren des AR. Die von der Kinaseaktivitdt abhédngende koaktivierende Wirkung der
ZIPK wurde fir Enhancer- und Promotorbereiche von Zielgenen des AR und unter den
Steroidhormonrezeptoren fur die GR-, aber nicht die ER- und PR-vermittelte Transkription
nachgewiesen. Auch die p53-abhangige Reportergenexpression wurde durch die ZIPK
koaktiviert. Die Herunterregulation von ZIPK, AATF und TSG101 resultierte in verminderten
MRNA-Leveln der endogenen AR-Zielgene PSA, KLK2 und TMPRSS2, was die endogenen
Proteine als echte AR-Koaktivatoren klassifizierte. Die ZIPK zeigte dabei eine gewisse
Zielgenspezifitat, da das TMPRSS2-Gen von Uberexpression und Reduktion der ZIPK
unbeeinflusst blieb.

Sequentielle Chromatin-Immunprazipitations- (ChlP)-Analysen bestétigten, dass ZIPK, AATF
und TSG101 in einem gemeinsamen Komplex mit dem AR an Enhancer- und Promotor-
bereichen von AR-Zielgenen gebunden vorliegen. ChIP-Analysen nach siRNA-vermitteltem
Knockdown von AATF zeigten, dass die Rekrutierung von TSG101 von AATF abhéangt. Die
Rekrutierung der ZIPK erfolgt dagegen direkt Gber den AR, wobei AATF stabilisierend wirkt.
Die Assemblierung des AR und der Koaktivatoren an regulatorische Bereiche des PSA-,
KLK2- und TMPRSS2-Gens erfolgte dynamisch in einer zyklischen Abfolge. Die Zyklusléange
des AR betrug ca. 90 min, mit einem verkurzten ersten Zyklus von 30 min am PSA-Promotor.
Die Koaktivatoren zeigten dabei ein deutlich dynamischeres Anlagerungs- und Dissoziations-
verhalten. Innerhalb des AR-Zyklus fand eine mehrfache Assoziation und Dissoziation mit
einem individuellen Rekrutierungsverhalten statt.

Die in vitro von der ZIPK durchgefiihrte Phosphorylierung von Histon H3 an T11, welche
ursprunglich als Mitose- und Centromerspezifisch beschrieben wurde (Preuss et al., 2003),
konnte an den regulatorischen Regionen des PSA-, KLK2- und TMPRSS2-Gens als neue
Histonmodifikation identifiziert, allerdings nicht der ZIPK zugeordnet werden. Die H3T11-
Phosphorylierung erfolgte im Zuge der Genaktivierung noch vor der H3S10-
Phosphorylierung und korrelierte mit der Demethylierung von H3K9.

Um die Ursache fiir die zyklische Assoziation/Dissoziation des AR und der Koaktivatoren zu
ermitteln wurden Proteasomen- oder Transkriptionsinhibitoren eingesetzt. Die Inhibition des

Proteasoms bewirkte einerseits ein Ausbleiben der zyklischen Assoziation/Dissoziation und
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damit eine deutliche Akkumulation des AR an Response-Elementen, andererseits fihrte sie
zur volistandigen Repression der AR-abhangigen Transkription von Reportergenen. Das
zyklische Verhalten des AR kann somit auf den Abbau des AR zuriickgefuhrt werden und ist
fur eine effiziente Transkription unerldsslich. Andererseits bewirkte die Inhibition der
Transkription ebenso eine Akkumulation des AR. Daraus lasst sich schlieRen, dass die
Initiation der Transkription eine Vorraussetzung fur den Abbau darstellt und der Abbau
wiederum die Vorraussetzung fur eine erneute Transkriptionsinitiation.

Interessanterweise fihrte die Herunterregulation der ZIPK ebenfalls zur Akkumulation des
AR und von TSG101. Dieses Ergebnis wies auf eine Beteiligung der ZIPK an der Regulation
des proteasomalen Abbaus des AR hin. Reportergenstudien zeigten einen funktionellen
Zusammenhang zwischen der E3-Ligase Mdm2 und der ZIPK. In-vivo-Ubiquitinierungs-
analysen nach Expression kinaseinaktiver ZIPK, sowie nach Herunterregulation endogener
ZIPK fuhrten zu einer verminderten Polyubiquitinierung des AR. Demgegentber konnte nach
ektopischer Expression der ZIPK eine Zunahme an polyubiquitiniertem AR detektiert werden.
Der Nachweis einer schwachen Phosphorylierung von Mdm2 durch die ZIPK deutet eine
Funktion der ZIPK in der Regulation der Mdm2-vermittelten Ubiquitinierung und damit dem
Abbau des AR an, der vermutlich die Ursache des zyklischen Verhaltens des AR ist.

Es lasst sich somit postulieren, dass das Zusammenspiel von AATF, TSG101 und ZIPK die
Aktivitat und den Abbau des AR reguliert. Nach Rekrutierung von ZIPK und AATF durch an
den Enhancer/Promotor-gebundenen AR, rekrutiert AATF wiederum TSG101. Dieses wirkt
koaktivierend, indem es die monoubiquitinierte, vermutlich aktive Form des AR stabilisiert.
Nach erfolgter Transkriptionsinitiation ist die ZIPK an der Regulation des Ubiquitinierungs-
zustandes des AR beteiligt, moglicherweise durch Aufhebung der Schutzwirkung von
TSG101 und Aktivierung von Mdm2 durch Phosphorylierung, welches daraufhin die
Polyubiquitinierung und damit den Abbau des AR einleitet. Dies bewirkt ein ,Promotor-
clearing“, welches dann die Bildung eines neuen Transkriptionsinitiationskomplexes

ermaoglicht.
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