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Zusammenfassung 

Der Glucocorticoid-Rezeptor (GR), der zu den Steroidhormon-Rezeptoren zählt, reguliert 

physiologische Prozesse durch Aktivierung und Repression spezifischer Zielgene. Der ligan-

dengebundene Rezeptor aktiviert die Genexpression, indem er als Dimer an spezifische 

DNA-Sequenzen (glucocorticoid response element, GRE) bindet. Der GR reprimiert seine 

Zielgene entweder durch Bindung an negative GREs (nGREs, Cis-Repression) oder durch 

DNA-unabhängige Bindung an andere Transkriptionsfaktoren wie AP-1 oder NF-κB (Trans-

Repression). Glucocorticoide sind sehr effektive Medikamente für die Behandlung entzündli-

cher Erkrankungen. Langzeittherapie mit Glucocorticoiden ist jedoch problematisch wegen 

der auftretenden Nebenwirkungen. Bisher ging man davon aus, dass die anti-

inflammatorischen Wirkungen der Glucocorticoide weitgehend über den Mechanismus der 

Trans-Repression reguliert werden, wohingegen die Nebenwirkungen vor allem durch DNA-

bindungsabhängige Aktivierung (GRE) und Repression (nGRE) von Zielgenen vermittelt 

werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA-bindungsabhängige Cis-Repression untersucht. 

Dabei wurden sowohl neue nGRE-Bindungselemente identifiziert, als auch bereits bekannte 

Elemente hinsichtlich der involvierten Kofaktoren näher charakterisiert.  

Es wurde mit Hilfe des ABCD-Bindungstests die Affinität des GR zum DNA-Element in Ab-

hängigkeit vom Ligandenbindungsstatus (Agonist, Antagonist, ohne Ligand) des Rezeptors 

untersucht. Der Rezeptor bindet das Konsensus-DNA-Element in vitro weitgehend unabhän-

gig von dem eingesetzten Liganden. Der ABCD-Bindungstest wurde außerdem eingesetzt, 

um GR-Kofaktoren mittels Western Blot und Massenspektrometrie zu identifizieren. Der Ko-

repressor N-CoR (nuclear receptor corepressor) bindet den GR-DNA-Komplex in vitro in Ab-

hängigkeit vom Ligandenbindungsstatus. Massenspektrometrisch konnten mit dieser Metho-

de Proteine wie Hsp90, Hsp70 und ß-Tubulin identifiziert werden. Diese Proteine stehen im 

Kontext mit GR im Nukleus, jedoch konnten mit der eingesetzten Methode keine der (in we-

sentlich geringerer Konzentration vorhandenen) ‚klassischen’ Koaktivatoren oder Korepres-

soren ermittelt werden. 

Die Konsensussequenz von nGREs weist erhebliche Unterschiede zu der klassischen GRE-

Sequenz auf. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass der GR zu nGREs eine deutlich niedri-

gere Bindungsaffinität hat als zu GREs. Derzeit geht man davon aus, dass die DNA die Kon-

formation des Rezeptors durch allosterische Effekte moduliert. Mit Hilfe des partiellen Pro-

teaseverdaus ein Hinweis dafür erbracht werden, dass der Glucocorticoid-Rezeptor auf ei-

nem positive GRE in einer anderen Konformation vorliegt als auf einem negativen GRE, was 

in einem unterschiedlichen Bandenmuster resultiert. 
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Die mRNA-Expressionsanalyse (Affimetrix) von T-Zellen aus GRwt- bzw. GRdim/dim-Mäusen 

ergab eine bisher unerwartete Rolle der DNA-abhängigen GR-Genregulation in der inflam-

matorischen Immunantwort (G. Schütz und P. Krammer, DKFZ). In der vorliegenden Arbeit 

wurden die Gene FasLigand (CD95L) und SOCS-3 bezüglich vorhandener nGREs sowohl in 

silico als auch in vitro analysiert. Die GR-vermittelte Repression des FasL spielt bei dem ak-

tivierungs-induzierten Zelltod (AICD) eine Rolle. SOCS-3 blockiert die Wirkung von Zytokinen 

durch Inhibierung des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges und ist in die Regulation der 

HPA-(hypothalamic-pituitary-adrenal) Achse eingebunden. Um die Hinweise der mRNA-

Expressionsanalyse zu bestätigen, wurden Luciferase-Reportergentests mit FasL- bzw. 

SOCS-3-Promotorkonstrukten bei Kotransfektion von GRwt  oder GRdim durchgeführt. Durch 

Einfügen einer Punktmutation (A458T) in der DNA-Bindungsdomäne (GRdim) verliert der GR 

seine Fähigkeit zur Dimerisierung und damit seine Fähigkeit zur DNA-Bindung (Heck et al. 

1994; Reichardt et al., 1998). Der Mechanismus der Trans-Repression wird von dieser Muta-

tion nicht beeinflusst. Somit hat man die Möglichkeit zur Unterscheidung zwischen Cis- und 

Trans-Mechanismen. Im Vergleich mit bereits charakterisierten Promotoren konnte sowohl 

für FasL als auch für SOCS-3 der Mechanismus der Cis-Repression nachgewiesen werden. 

Negative GREs zeigen im Gegensatz zu positiven GREs keine gute Konservierung der DNA-

Sequenz. Um potenzielle nGREs in den neuen Zielgenen in silico zu charakterisieren, wurde 

durch Analyse bereits charakterisierter nGREs ein Suchmuster entwickelt. Dieses Suchmu-

ster ist aufgrund der schlechten Konservierung der nGREs sehr offen. Deshalb wurden die 

ermittelten DNA-Bereiche im ABCD-Bindungstest auf ihre Affinität zum GR überprüft. Mutati-

on der in vitro bestätigten GR-Bindungselemente führte zum Verlust der GR-

Bindungsaffinität. Für den FasL-Promotor konnten drei potenzielle GR-Bindungselemente 

ermittelt werden. Zwei dieser Bindungsstellen binden den GR im Kontext der Zelle (Chroma-

tin-Immunpräzipitation, N. Novac, AG Heinzel). Für den SOCS-3-Promotor wurden zwei GR-

Bindungsstellen charakterisiert. Die weitere Charakterisierung dieser potenziellen nGREs 

erfolgt in Kürze. 

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Ermittlung neuer negativer Bindungselemente 

des GR ein Hinweis dafür erbracht werden, dass nGREs auch im Kontext der Immunsup-

pression eine Rolle spielen und dass der Korepressor N-CoR möglicherweise bei der Cis-

Repression von Bedeutung ist. 
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Abkürzungsverzeichnis 

5-HT1A  Serotonin 

aa Aminosäuren  

ABCD Avidin Biotin Complex DNA 

ABCDE  Avidin Biotin Complex DNA Elution 

AF Aktivierungsfunktion 

AFP α-Fetoprotein 

amp Ampicillin 

AP-1 Aktivator Protein 1 

APS Ammoniumperoxodisulfid 

AR Androgen-Rezeptor 

bp Basenpaare 

BSA ‚bovine serum albumine’ 

cDNA ‘complementary’ DNA 

cGRE  ‘composite’ GRE, Komposit-GRE 

CREB ‘cAMP response element’ Bindungsfaktor 

CRF, CRH Corticotropin -freisetzendes Hormon 

DBD DNA-Bindungsdomäne 

Dex  Dexamethason 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DTT Dithiothreiol 

E.coli Escherichia coli 

ECL ‘enhanced chemiluminescence’ 

EDTA  Ethylendiamintetraacetat 

ER Estrogenrezeptor 

EtBr Ethidiumbromid 

EtOH Ethanol 

g Gravität, Gramm 

HAT Histonacetyltransferase 

HDAC Histondeacetylase 

GC Glucocorticoid 

GFP Grünes fluoreszierendes Protein 

GR Glucocorticoidrezeptor 

GRE Glucocorticoidrezeptor ‘response element’ 

HAT Histonacetyltransferase 

HDAC Histondeacetylase 

HRE Hormon ‘response element’ 

HRP Meerrettichperoxidase 

IL Interleukin 

IP Immun-Präzipitation 
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kB Kilobasenpaare 

kDa Kilodalton 

LB Luria Broth 

LBD Ligandenbindungsdomäne 

MMTV ‘mouse mammary tumor virus’ 

MOPS Morpholinopropansulfonsäure 

MR Mineralocorticoid-Rezeptor 

N-CoR ‘nuclear receptor corepressor’ 

NETN NaCl, EDTA, Tris, NP-40 

NF-κB ‘nuclear factor-κB’ 

NLS Nukleäres Lokalisationssignal 

nGRE  negatives GRE 

NP-40 Nonidet P-40 

OC Osteocalcin 

Oct-1 ‘octamer binding transcription factor 1’ 

OD260 Optische Dichte bei 260 nm Wellenlänge 

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese 

PBS ‘phosphate buffered saline’ 

Pbx ‚pre-B-cell leukemia transcription factor 1’ 

PCR ‘polymerase chain reaction’ 

Pit-1 ‚pituitary specific transcription factor 1’ 

POMC Proopio-melanocortin 

PLF Proliferin 

PMA Phorbolmyristolacetat 

PPAR ‚peroxysome proliferator activated receptor’ 

PR Progesteron-Rezeptor 

RAR Retinsäurerezeptor 

RIP140 ‘receptor interacting protein 140’ 

RU486 Mifepriston 

RXR Retinoid X Rezeptor 

SDS Sodiumdodecylsulfat 

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelectrophorese 

SMRT ‚silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors' 

STAT ‘signal transduction-activated transcription factor’ 

TAT Tyrosin Aminotransferase 

TBE Tris Borat EDTA 

TE Tris-EDTA 

TEMED N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylendiamin 

TPA 12-O-Tetradecanoyl-13-Phorbolacetat 

TR Thyroidhormon-Rezeptor 

VDR Vitamin D-Rezeptor 
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Einleitung 1 

1. Einleitung 

1.1. Biologische Effekte des Glucocorticoid-Rezeptors 

Synthetische Glucocorticoide (GC) wie z.B. Prednisolon und Dexamethason (Abbildung 1) 

werden häufig zur Behandlung von Entzündungen und Autoimmunerkrankungen eingesetzt 

(Magiakou und Chrousos 2002). Endogene GCs (Cortisol beim Menschen, Corticosteron bei 

der Maus) werden aus dem Vorläufer Cholesterol gebildet und von der Nebennierenrinde in 

einem zirkadischen Rhythmus oder als Stressreaktion in die Blutzirkulation abgegeben. Die 

freigesetzten Glucocorticoide binden zum größten Teil (ca. 80%) an Proteine wie Albumin 

und Cortisol-bindendes Protein (CBG, Transkortin). 10% der GCs binden auch an die Ery-

throzytenmembran und 10 % liegen in freier und damit in biologisch aktiver Form vor.  

Dexamethason Cortisol

RU486 (Mifepriston)Prednisolon
 

Abbildung 1: Strukturformeln einiger Glucocorticoide  

Die Abbildung zeigt die Strukturformeln von Cortisol, den synthetischen Glucocorticoiden 
Dexamethason und Prednisolon, und dem GR-Antagonisten RU486 (Mifepriston). Pred-
nisolon und Dexamethason sind die am häuftigsten verwendeten synthetischen Cortisol-
Analoga in der GC-Therapie. Sie aktivieren im Gegensatz zu Cortisol nur den GR, nicht 
jedoch den Mineralocorticoid-Rezeptor (MR). Der GR-Antagonist RU486 ist ebenfalls ein 
Antagonist des Progesteron-Rezeptors (PR) und wird aufgrund dieser Eigenschaft auch 
als Abortivum eingesetzt.  

Die GC-Synthese in der Nebennierenrinde wird durch die Aktivität der HPA-Achse (hypotha-

lamic-pituitary-adrenal axis, Abbildung 2) kontrolliert. Die HPA-Achse ist ein organübergrei-

fendes homöostatisches System, das die Gluconeogenese, angeborene und adaptive Im-
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munität und Entzündungsreaktionen kontrolliert. Sie stellt eine fein regulierte Verbindung 

zwischen dem neuroendokrinen System und dem Immunsystem dar, sowohl im Bezug auf 

Stress als auch im Hinblick auf zirkadische Regulation (Webster et al. 2002). Sie ist die wich-

tigste hormonelle Regulationsmöglichkeit, mit der das zentrale Nervensystem (ZNS) auf das 

Immunsystem Einfluss nimmt. Der paraventrikuläre Nukleus (PVN) im Hypothalamus steht 

unter Kontrolle des Hippocampus und der Amygdala und reagiert auf Stresseinflüsse, indem 

er Corticotropin-freisetzendes Hormon (corticotropin releasing hormone, CRH) und Vaso-

pressin in die Adenohypophyse ausschüttet. Diese Hirnanhangdrüse reagiert auf die beiden 

Neuropeptide mit der Synthese und Ausschüttung von Adrenocortikotropin (ACTH). Mit dem 

Blutstrom erreicht ACTH die Zona fasciculata der Nebennierenrinde und stimuliert die Syn-

these und Ausschüttung von Glucocorticoiden. Dieses System steht über eine negative 

Rückkopplung im Gleichgewicht, wobei Glucocorticoide direkt die Synthese und Sekretion 

von ACTH in der Adenohypophyse und CRF im Hypothalamus inhibieren. 

 

Abbildung 2: Die HPA-Achse (Reichardt et al. 1998)  

Der paravetrikuläre Nukleus (PVN) im Hypothalamus synthetisiert und sekretiert Cortico-
tropin-freisetzendes Hormon (CRF, CRH), welches die Adenohypophyse veranlasst 
POMC zu synthetisieren das POMC-Genprodukt ACTH (Adenocorticotrophes Hormon) in 
den Blutstrom auszuschütten. Die Nebennierenrinde reagiert auf das ACTH indem sie 
Gluocorticoide in die Blutbahn ausschüttet. Die HPA-Achse unterliegt einer Rückkopp-
lung, indem die sekretierten Glucocorticoide die Synthese und Sekretierung von CRH 
und POMC reprimieren. 

Der Cortisol-Spiegel hat normalerweise ein Minimum um Mitternacht, und ein Maximum um 9 

Uhr morgens. Das wichtigste und wirksamste der Glucocorticoide ist neben geringen Men-

gen an Cortison (inaktive Form von Cortisol) und Corticosteron das Cortisol (Hydrocortison), 

welches auch mineralocorticoide Wirkung hat. Für die Inaktivierung von Cortisol zu Cortison 

ist das Enzym 11-ß-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (11ß-HSD) verantwortlich. Der Gehalt an 
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Steroidhormonen in der Nebennierenrinde ist gering, jedoch wird Cortisol beim Menschen 

täglich in einer Menge von 5-30 mg produziert, was zu einer Konzentration im Blut zwischen 

5 und 20 µg/100ml führt (Plasmakonzentration von 70-550 nM). Die Inaktivierung der Hor-

mone erfolgt im wesentlichen in der Leber, wobei Endprodukte, zusammen mit geringen 

Mengen an unverändertem Cortisol, mit dem Harn ausgeschieden werden.  

Die physiologische Wirkung der Glucocorticoide besteht vor allem in einer Stimulation der 

Gluconeogenese durch die Neusynthese verschiedener Enzyme des Aminosäure-

Stoffwechsels, sowie einer Hemmung der Glucose-Oxidation in den Zellen und einer damit 

verbundenen Erhöhung des Blutzucker-Spiegels. Da die zur Gluconeogenese verwendeten 

Aminosäuren einem verstärkten Proteinabbau in den peripheren Organen (Muskelgewebe, 

Knochenmatrix) zur Folge haben, kommt den Glucocorticoiden eine ausgesprochen katabole 

Wirkung zu. Glucocorticoide erlauben dem Organismus, auf Umweltveränderungen mit einer 

Anpassung ihrer Genexpression zu reagieren, um den aktuellen physiologischen Bedürftnis-

sen zu entsprechen. Physischer (Infektionen, Verletzungen) oder emotionaler Stress (z.B. 

Anblick des Feindes) führt zu einer schnellen Aktivierung der HPA-Achse, was in einer Aus-

schüttung von Glucocorticoiden resultiert, welche dann das Immun-, Nerven- und endokrine 

System koordinieren. Somit sind Glucocorticoide an der Regulation der Energieversorgung 

des Körpers beteiligt, steuern Stoffwechselphasen und den Schlaf-Wachrhythmus, modulie-

ren Funktionen des zentralen Nervensystems, den Fettmetabolismus sowie die Stressbereit-

schaft. 

Bei Patienten mit einer Nebenniereninsuffizienz werden Glucocorticoide als Ersatz für die 

fehlenden endogenen GCs eingesetzt. Die Hauptanwendung von GCs ergibt sich jedoch aus 

ihrer antiinflammatorischen Wirkung. Im Gegensatz zu synthetischen Steroiden hat das en-

dogene GC (Hydrocortison, Cortisol beim Menschen) eine weitaus geringere Aktivität und 

aktiviert neben GR auch den Mineralocorticoid-Rezeptor (MR) (de Kloet 2003). Synthetische 

Steroide können zwischen der Aktivierung von GR und MR unterscheiden. Sie unterdrücken 

die Reifung, die Differenzierung und die Proliferation von Immunzellen in allen Bereichen der 

Immunität (Franchimont et al. 2003). Daher werden Glucocorticoide zur Therapie eine Viel-

zahl entzündlicher Krankheitsbilder eingesetzt, wie z.B. Erkrankungen des Hormonhaushalts, 

der Haut, der Niere, des Gastrointestinaltraktes, der Atemwege, des Nervensystems, der 

Augen, des Blutes und bei Autoimmunerkrankungen. Außerdem können Glucocorticoide 

verwendet werden, um die Abstoßung von Organtransplantaten zu verhindern (Magiakou 

und Chrousos 2002). Prednisolon und Dexamethason sind die am häufigsten verwendeten 

synthetischen Analoga von Cortisol (Abbildung 1). Dexamethason enthält ein zusätzliches 

Fluoratom, welches die Wirksamkeit des Medikaments erhöht, indem die Affinität zu GR er-

höht und zudem der Abbau der Substanz verlangsamt wird. Der pharmakologische Effekt 

von Corticosteroiden beruht auf Stimulation des GR durch supraphysiologische Konzentra-
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tionen des Liganden. Glucocorticoide werden auch in Kombination mit Chemotherapie ein-

gesetzt, z.B. bei Leukämien und Lymphomen (Magiakou und Chrousos 2002). Des Weiteren 

stimulieren GCs die Lungenreifung des ungeborenen Fötus bei zu erwartender Frühgeburt 

(Magiakou und Chrousos 2002). 

Der therapeutische Einsatz von Glucocorticoiden ist durch das Spektrum von Nebenwirkun-

gen, welche in erster Linie langfristig bei täglicher Gabe auftreten, limitiert (Schäcke et al. 

2002a). Dazu gehören Fettsucht (das typische Mondgesicht), Osteoporose der Rippen und 

Wirbelkörper, Hemmung des Längenwachstums bei Kindern, Erhöhung des intraokulären 

Drucks, Hyperglykämie und Myopathie (Magiakou und Chrousos 2002; Schäcke et al. 

2002a). 

1.2. Nukleäre Hormon-Rezeptoren 

1.2.1. Allgemeines 

Die Familie der Nukleären Hormon-Rezeptoren umfasst eine große Gruppe von Transkripti-

onsfaktoren, die in Entwicklung und Homöostase eine wichtige Rolle spielen. Aufgrund ihrer 

Eigenschaft, auch kondensierte Chromatinabschnitte binden zu können, sind die nukeären 

Rezeptoren wichtige Initiatoren der Gentranskription. Im Gegensatz zu anderen Transkripti-

onsfaktoren kann die Aktivität von Nukleären Rezeptoren durch die Bindung ihrer entspre-

chenden Liganden, die aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften die Zellmembranen sehr 

leicht passieren können, moduliert werden.  

 

Abbildung 3: Struktur von Steroidhormonen im Vergleich (Lewin 2000) 

Steroidhormone werden (mit Ausnahme von Retinsäure und den Thyroidhormonen) aus 
dem gemeinsamen Vorläufer Cholesterol synthetisiert. Als lipophile Substanzen sind sie 
dazu in der Lage, die Zellmembranen durch Diffusion zu passieren und im Zytoplasma 
bzw. im Zellkern ihren entsprechenden Steroid-Rezeptor zu binden. 
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Die Genregulation durch Hormon-Bindungselemente (HRE) ist in der Familie der Nukleären 

Rezeptoren weit verbreitet. Die Elemente befinden sich meist in der 5’-flankierenden Region 

ihrer Zielgene, entweder sehr dicht beim Kern-Promotor oder in sogenannten Enhancer-

Bereichen einige Kilobasenpaare stromaufwärts der Transkriptionsinitiationstelle. Alle HREs 

bestehen aus zwei hexameren Motiven, die durch ein bis fünf Basenpaare voneinander ge-

trennt sind. Sie können palindromisch, als invertierte Palindrome oder als sogenannte ‚Direct 

Repeats’ (DR) strukturiert sein (Aranda und Pascual 2001). Die Steroidrezeptoren Glucocor-

ticoid-Rezeptor (GR), Mineralocorticoid-Rezeptor (MR), Androgen-Rezeptor (AR) und Proge-

steron-Rezeptor (PR) binden ihre entsprechenden Bindungselemente bevorzugt als Homo-

dimere. Die Bindungselemente haben die Konsensus-Sequenz 5’-GGTACAnnnTGTTCT-3’ 

bzw. kommen dieser strukturell sehr nahe (Beato et al. 1989). Die Rezeptoren positionieren 

sich auf palindromischen DNA-Elementen ‘Kopf an Kopf’ als Homodimere. Die Aminosäuren 

der D-Schleife und der Ligandenbindungsdomäne sind hierfür von Wichtigkeit. Nicht-Steroid-

Rezeptoren der Klasse II wie TR (Thyroidhormon-Rezeptor), RAR (Retinsäure-Rezeptor), 

PPAR (‚Peroxisome Proliferator-Activated Receptor’) und VDR (Vitamin D-Rezeptor) haben 

ihre höchste Bindungsaffinität für die DR-Elemente, die einen asymmetrischen Aufbau ha-

ben, und deren hexamere Motive durch eine unterschiedliche Anzahl von Basenpaaren von-

einander getrennt sein können (Mangelsdorf et al. 1995). Rezeptoren dieser Klasse bilden 

bevorzugt Heterodimere mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) aus. Der Abstand zwischen 

den beiden Hexameren bestimmt hierbei die Rezeptorspeziftät. 

Homodimere Monomere

Heterodimere

 

Abbildung 4: Struktur verschiedener DNA-Bindungselemente (Aranda und Pascual 2001) 

Nukleäre Rezeptoren können als Monomere, als Homodimere oder auch als Heterodime-
re an ihre jeweiligen DNA -Bindungselemente (response elements, RE) binden. Dabei 
binden sie DNA -Sequenzen, die als palindromische Elemente (Pal), invertierte palindro-
mische Elemente (IP) oder sogenannte ‚Direct Repeats’ (DR) vorliegen. 
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Die Familie der Nukleären Hormon-Rezeptoren kann auch nach den DNA-

Bindungseigenschaften und den Dimerisierungspräferenzen in vier Unterfamilien unterteilt 

werden. Die erste Subfamilie besteht aus Rezeptoren, die mit dem Rexinoid-Rezeptor RXR 

heterodimerisieren. Die Mitglieder dieser Familie können alle an DR-Elemente binden. Der 

TRα-Rezeptor bilde insoweit eine Ausnahme, als das er ebenfalls symmetrische Bindungs-

elemente erkennt. Die zweite Unterfamilie beinhaltet die Steroidhormon-Rezeptoren, welche 

in erster Linie als Liganden-induzierte Homodimere agieren. Zur dritten Gruppe gehören Re-

zeptoren, die DR-Bindungselemente als Homodimere binden. Die Rezeptoren der vierten 

Gruppe binden erweiterte ‚core sites’ als Monomere. Diese Klassifizierung ist sehr grob und 

bezieht die evolutionären Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den einzelnen Mitgliedern 

der Familie nicht mit ein. Einige der in den letzten Jahren identifizierten Nukleären Hormon-

Rezeptoren, die sogenannten ‚Orphan’-Rezeptoren, haben keine uns bekannte Liganden 

(Cell 1999). 

Die Mitglieder der Familie der Nukleären Hormon-Rezeptoren besitzen eine konservierte 

Domänenstruktur (Abbildung 5, nächste Seite). Die DNA-Bindungsdomäne (DBD) ist die am 

höchsten konservierte Domäne. Sie ist spezifisch für das jeweilige Bindungselement des 

Promotors. Die DBD enthält zwei hochkonservierte, Cystein-reiche Zinkfinger-Motive 

(Freedman et al. 1988). Durch die Komplexierung von 4 Cysteinresten durch das Zink-Ion 

ergibt sich die Tertiärstruktur des Zinkfingers. Die Analyse der Kristallstruktur verschiedener 

DBDs hat ergeben, dass die Zinkfinger durch ihre Interaktion mit der großen Furche der DNA 

für die sequenzspezifische Interaktion der Nukleären Rezeptoren verantwortlich sind (Luisi et 

al. 1991). Durch intensive Analyse und Mutation der an den Zinkfingern beteiligten Amino-

säuren konnte gezeigt werden, dass die im ersten Zinkfinger enthaltenen Motive (P-Box und 

DR-Box) für die Sequenz-spezifische Interaktion mit der DNA von großer Bedeutung sind.  

Die P-Box bildet zwischen den beiden letzten Cysteinen des ersten Zinkfingers eine Schleife. 

Sie bestimmt die Spezifität der für verschiedene Untergruppen charakteristischen Bindungs-

elemente. Beispielsweise erlaubt die charakteristische P-Box der Nukleären Rezeptoren GR, 

MR, AR und PR den Rezeptoren, ihr Bindungselement AGAACA zu erkennen. Diese Rezep-

toren werden daher oft als der GR-P-Box-Gruppe zugehörig bezeichnet (Umesono und 

Evans 1989; Hsieh et al. 1995). Eine zweite Gruppe Nukleärer Rezeptoren, welche RAR, 

RXR, VDR, TR und ER umfasst, wird als der ER-P-Box zugehörig bezeichnet. Die Amino-

säuresequenz der P-Box dieser Gruppe unterscheidet sich deutlich von der GR-P-Box-

Gruppe und erkennt spezifisch die DNA-Sequenz AGGTCA (Zilliacus et al. 1994). Einige 

Mitglieder aus der E-Box-Gruppe (RAR, TR und VDR) binden als Heterodimer mit RXR an 

die sogenannten asymmetrischen Bindungselemente ‚direct repeats’ (DRs). Der Abstand 

(spacing) zwischen den beiden Elementteilen ist für die verschiedenen Dimer-Kombinationen 

spezifisch und vermittelt somit die Rezeptorspezifität dieser Bindungselemente (Forman und 
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Samuels 1990; Umesono et al. 1991). Vergleiche der DBDs der Rezeptoren TR, RAR und 

VDR führten zur Entdeckung der DR-Box, welche zwischen dem 2. und dem 3. Cystein des 

ersten Zinkfingers lokalisiert ist. Dieses kurze Motiv bildet ein asymmetrisches Dimerisie-

rungs-Interface, dessen Aminosäuresequenz von großer Wichtigkeit für die Unterscheidung 

zwischen den verschiedenen DR-Bindungselementen ist (Perlmann et al. 1993). Die D-

Schleife oder auch D-Box ist eine weiter wichtige Aminosäuresequenz, welche für die Dime-

risierung der Steroid-Rezeptoren von Bedeutung ist. Sie besteht aus einer kurzen Peptidse-

quenz zwischen dem ersten und dem zweiten Cystein des zweiten Zinkfingers. Durch Ermitt-

lung der Kristallstruktur und durch Mutationsanalysen wurde herausgefunden, dass zwei 

geladene Aminosäuren in der D-Schleife intermolekulare Salzbrücken ausbilden (Luisi et al. 

1991). Mutation einer Aminosäure in die entgegengesetzte Ladung führt zu einer Zerstörung 

des Interfaces und damit zum Verlust der Aktivierung auf dem DNA-Bindungselement. 

Interessanterweise kommt es bei multiplen Elementen zu einer erhöhten Aktivität (Kaspar et 

al. 1993).  

Transkriptionelle
Aktivierungs-
funktion(AF-1)

Koregulator-
rekrutierung

DNA-Bindung 

Dimerisierung

Flexibilität 

Nukleäres
Lokalisations-
signal (NLS) 

Ligandenbindung

Dimerisierung

Transkriptionelle
Aktivierngsfunktion AF-2

Koregulatorrekrutierung
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C C
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Zn
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P-Box D-Box

 

Abbildung 5: Struktur der Nukleären Rezeptoren (Novac und Heinzel 2004) 

Die Domänenstruktur der Nukleären Rezeptoren besteht aus der N-terminalen Aktivi e-
rungsfunktion, der DNA-Bindungsdomäne, der Hinge-Region, der C-terminalen Liganden-
Bindungsdomäne, welche die Aktivierungsfunktion 2 enthält, und der C-terminalen Do-
mäne. Die charakteristischen Funktionen der einzelnen Domänen sind in der Abbildung 
aufgelistet. Die DNA-Bindungsdomäne ist mit den beiden Zinkfingern ausführlicher dar-
gestellt. Die Position der DR-Box, der P-Box und der D-Box sind innerhalb der entspre-
chenden Peptidschleifen angegeben. 

Die Region zwischen DBD und LBD wurde lange Zeit für ein flexibles Scharnier gehalten 

(‚hinge’). Nähere Analysen zeigten jedoch, dass diese Region in vielen Nukleären Rezepto-

ren ein Nukleäres Lokalisationssignal (NLS) enthält und dass Teile dieser Region hochkon-
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serviert sind und noch zur DBD bzw. LBD gehören. Mutationen in diesen Regionen, die im 

Zusammenhang mit der Tumorentstehung stehen zeigen, dass diese Region von größerer 

Bedeutung zu sein scheint, als bisher angenommen wurde (Novac und Heinzel 2004). 

Der C-Terminus der Nukleären Rezeptoren enthält die Liganden-Bindungsdomäne, welche 

eine deulich geringere Konservierung aufweist als die DBD. 1995 konnten erstmals die LBDs 

von apo-RXRα und den liganden-gebundenen (holo) Rezeptoren RAR? und TR mittels 

Röntgenstrukturanalyse aufgeklärt werden (Bourguet et al. 1995a; Renaud et al. 1995; Wa-

gner et al. 1995). Der Vergleich der Rezeptoren zeigte, dass die LBDs strukturell gleich auf-

gebaut sind. Die LBD bildet eine definierte globuläre Struktur mit 11 bis 12 α-Helices, welche 

in einer antiparallelen dreilagigen Sandwich-Struktur aufgebaut sind. Neben den α-Helices 

enthält die LBD auch 2-4 ß-Faltblätter (Wurtz et al. 1996). Die LBD des Glucocorticoid-

Rezeptors besteht aus 12 Helices und einem ß-Faltblatt (Bledsoe et al. 2002). Diese Rah-

menstruktur und die Struktur und Lage aller nicht an der Ligandenbindung beteiligten Helices 

ist bei den meisten Nukleären Rezeptoren identisch. Der Ligand bindet in einer hydrophoben 

Tasche, die sich im Zentrum der LBD befindet. Die holo-Struktur des Rezeptors ist deutlich 

kompakter als die apo-Struktur vor der Ligandenbindung (Bourguet et al. 2000). Der Ligand 

wird durch seine Bindung zu einem integrierten Bestandteil der hydrophoben Tasche und 

stabilisiert die dreidimensionale Struktur des holo-Rezeptors (Borngraeber et al. 2003). Im C-

terminalen Bereich der LBD befindet sich ein stark konservierter Bereich der eine ampiphati-

sche Helix ausbildet. Dieser Bereich ist für die liganden-abhängige Aktivierung der Transkrip-

tion wichtig und wird deshalb AF-2 (activation function 2) genannt (Danielian et al. 1992; Ba-

rettino et al. 1994; Durand et al. 1994). Für die Helix 12 wurde im Rahmen der Röntgenstruk-

turanalysen in vielen verschiedenen Positionen ermittelt (Renaud und Moras 2000; Kallen et 

al. 2002; Shiau et al. 2002; Downes et al. 2003; Watkins et al. 2003). Daraus hat man ge-

schlossen, dass dieser C-terminalste Bereich der LBD als eine Art molekularer Schalter 

wirkt, dessen Position in Abhängigkeit von der Ligandenbindung verändert wird (Bourguet et 

al. 1995b; Nolte et al. 1998). Die Position der Helix 12 unterscheidet auch zwischen der Bin-

dung eines Agonisten oder eines Antagonisten. Die meisten Agonisten passen in die Ligan-

denbindungstasche und induzieren eine aktivierend wirkende Konformationsänderung der 

LBD. Antagonisten hingegen zerstören entweder die Struktur der LBD, oder ändern die Posi-

tion von Helix 12, so dass keine Koregulatoren und Chromatin-modifizierenden Faktoren 

mehr binden können. Man geht davon aus, dass die Aktivierung der AF-2 auf einem dynami-

schen Gleichgewicht verschiedener Konformationen der Helix 12 beruht und dass eine Än-

derung des Gleichgewichts in Richtung aktiverer Helix 12-Konformationen zu der Kofaktorre-

krutierung und damit zur Genaktivierung führt (Shiau et al. 2002). Wenn ein Agonist gebun-

den hat, plaziert sich Helix 12 neben Helix 3 und Helix 11 und bildet so einen Teil der hydro-

phoben Koaktivator-Bindungsstelle, die dann einen Koaktivator mit einem LXXLL-Motiv re-



Einleitung 9 

krutieren kann. Das Leucin-reiche LXXLL-Motiv ist in einer oder mehreren Kopien in vielen 

transkiptionellen Kofaktoren vorhanden. In den Koaktivatoren der Nukleären Rezeptoren 

(NcoAs) sind drei dieser LXXLL-Motive enthalten. Man geht davon aus, dass diese eine Ver-

bindung zu dem Dimer des Nukleären Rezeptors überbrücken (Westin et al. 1998). In Analo-

gie zu den bereits kristallisierten apo-Rezeptoren geht man davon aus, dass sich auch bei 

dem GR nach der Ligandenbindung die Konformation der LBD bei den Helices 10, 11 und 12 

ändert und so dafür sorgt, dass der Ligand Zugang findet. Durch die Interaktion zwischen 

den Helices 3 und 12 bildet sich dann eine neue Proteinoberfläche, welche die Interaktion 

mit Kofaktoren ermöglicht. 

Unter den bekannten natürlichen Liganden der Nukleären Rezeptoren befinden sich eine 

Vielzahl chemisch unterschiedlicher Substanzen wie Steroide, Thyroide, Retinsäuren, Eico-

sanoide und Fettsäuren. Cholesterol ist die Ausgangssubstanz zur Synthese von Steroid-

hormonen, und Retinsäuren werden aus ß-Carotin hergestellt. Eicosanoide sind Produkte 

des Fettsäure-Metabolismus und das Thyroidhormon Tri-iodothyroin wird aus iodierten Tyro-

sinen gebildet. Trotz ihrer chemischen Unterschiede passen all diese Liganden in die hydro-

phobe Bindungstasche der Ligandenbindungsdomäne ihres jeweiligen Nukleären Rezeptors. 

Strukturanalysen der LBDs verschiedener Nukleärer Rezeptoren ergaben, dass der Ligand 

vollständig vom Protein umhüllt wird und eine wichtige Rolle bei der Bildung der aktiven Kon-

formation des Rezeptors spielt (Renaud et al. 1995; Wagner et al. 1995; Brzozowski et al. 

1997).  

1.2.2. Transkriptionelle Repression 

Die Korepressoren SMRT und N-CoR besitzen mehrere konservierte Repressionsdomänen, 

die für die Interaktion mit Histondeacetylasen (HDAC) oder HDAC-enthaltenden Komplexen 

wie Sin3A verantwortlich sind (Heinzel et al. 1997; Nagy et al. 1997). In den letzten Jahren 

wurden einige weitere Korepressorkomplexe sowohl mit als auch ohne HDAC-Aktivität be-

schrieben. Komplexe mit HDAC-Aktivität enthalten Sin3, NuRD oder CoREST. Man geht 

davon aus, dass die Wahl des Komplexes vom jeweiligen Promotor oder auch vom Zelltyp 

abhängt. Einige weitere Korepressoren wie Alien, L-CoR, Ikaros oder RIP140 reagieren auf 

HDAC-Inhibitoren entweder nur teilweise oder gar nicht (Dressel et al. 1999; Fernandes et al. 

2003; Teyssier et al. 2003). Der Mechanismus der von HDAC-Aktivität unabhängigen Kom-

plexe wurde noch nicht aufgeklärt, könnte aber das C-terminale Bindungsprotein (CtBP) in-

volvieren. CtBP interagiert mit Polycomb-Genkomplexen (PcG), welche in die stabile Re-

pression der Genexpression involviert sind (Dahiya et al. 2001). 

Die Korepressoren N-CoR und SMRT enthalten je zwei Domänen für die Interaktion mit Nu-

kleären Rezeptoren (‚nuclear receptor interaction domains’). Diese Domänen beinhalten das 

charakteristische Motiv LXXXIXXX(I/L), das auch als CoRNR-Box bezeichnet wird. Die Nu-



Einleitung 10 

kleären Rezeptoren haben unterschiedliche Präferenzen bezüglich der CoRNR-Boxen 1 und 

2 (Hu und Lazar 1999; Hu et al. 2001). Die LXXXIXXX(I/L)-Sequenz bildet wie die LXXLL-

Erkennungssequenz der Koaktivatoren eine α-Helix aus, welche jedoch um eine Helixwin-

dung verlängert ist. Genau dieser verlängerte Abschnitt verhindert die Bindung an den Nu-

kleären Rezeptor in Agonisten-Konformation, denn Helix 12 blockiert durch ihre Position an 

genau dieser Stelle die Bindung des Korepressors. Da die beiden Korepressoren N-CoR und 

SMRT neben den Nukleären Rezeptoren auch Transkriptionsfaktoren wie Mad, Pit-1 und 

CBF-1 binden können, geht man davon aus, dass es auch noch weitere Bindungsmecha-

nismen geben muss (Heinzel et al. 1997; Kao et al. 2000). Durch biochemische Aufreinigung 

konnte gezeigt werden, dass sowohl SMRT als auch N-CoR in großen Proteinkomplexen 

von ca. 1,5 -2 MDa vorliegen können (Li et al. 2000; Zhang et al. 2002; Yoon et al. 2003). 

Die Histondeacetylase 3 (HDAC3) ist in diesen Komplexen besonders stark assoziert. Jeder 

dieser Komplexe besteht aus etwa 10-12 Proteinen, von denen einige wie TBL1/TBLR1 an 

Chromatin binden und damit HDAC3 in die unmittelbare Nähe seines Substrats bringen. 

Ein weiterer gut charakterisierter Proteinkomplex, der in die Repression durch Nukleäre Re-

zeptoren involviert ist, ist der ATP-abhängige Komplex NuRD (‚nucleosome remodelling and 

deacetylase’). Die Chromodomäne des NuRD-Proteins bindet spezifisch an ein methyliertes 

Lysin des N-terminalen Histonschwanzes von Histon H3 (Zegerman et al. 2002). Der NuRD-

Komplex enhält mindestens zwei Histondeacetylasen und interagiert mit dem ER über die 

Komplex-Komponente MTA1 (Mazumdar et al. 2001).  

Einige Nicht-Steroid-Rezeptoren reprimieren die Transkription in Abwesenheit ihres Ligan-

den. Der Thyroidhormon-Rezeptor bindet sein entsprechendes Bindungselement auch in 

Abwesenheit seines Liganden und reprimiert dadurch seine Zielgene. Bindung des Hormons 

hebt diesen Effekt wieder auf und induziert den Promotor über die Basalaktivität hinaus (Re-

views: Saatcioglu et al. 1994; Yen 2001).  

1.2.3. Post-translatorische Modifikationen 

Signaltransduktionswege übermitteln extrazelluläre Signale über Membranrezeptoren und 

Proteinkinase-Kaskaden an nukleäre Transkriptionsfaktoren, welche dann ihre entsprechen-

den Zielgene aktivieren. Nukleäre Hormon-Rezeptoren können somit auch auf Informationen 

von Signaltransduktionswegen reagieren (cross-talk). Alle Komponenten der transkiptionel-

len Regulation durch Nukleäre Hormon-Rezeptoren werden selbst auch wieder in ihrer Ex-

pression reguliert oder sind Ziel post-translationaler Modifikationen. Beispielsweise führt die 

Phosphorylierung von TR1ß oder ERα zu einer Potenzierung der transkriptionellen Aktivität. 

Bei TR1ß führt diese Modifikation zur Dissoziation des Korepressors SMRT und bei ERα zu 

einer höheren Bindungsaffinität zu dem Koaktivator SRA (Davis et al. 2000; Deblois und Gi-

guere 2003). Die Acetylierung des Androgen-Rezeptors führt zu einer verbesserten Bindung 
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des Koaktivators p300 und damit zu erhöhter Transaktivierung (Fu et al. 2003). Die 

Phosphorylierung der Korepressoren N-CoR und SMRT führt dazu, dass sich die Rezepto-

ren zumindest zeitweise im Zytoplasma befinden (Hong und Privalsky 2000; Hermanson et 

al. 2002). 

1.2.4. Regulation der Transkription durch Chromatin-Modifikationen 

Man unterscheidet zwei Gruppen chromatin-assoziierter Proteine, die hochkonservierten 

globulären Histone und die Nicht-Histon-Proteine. Das Nukleosom, die Struktureinheit des 

Chromatins, besteht aus 146 Basenpaaren DNA, die um ein Histonoktamer gewunden sind. 

Ein Histonoktamer besteht aus jeweils zwei Molekülen der Core-Histone H2A, H2B, H3 und 

H4 (Arents et al. 1991; Luger et al. 1997). Die hydrophilen N-terminalen Bereiche der Core-

Histone (Abbildung 6) sind aufgrund ihrer flexiblen Struktur für chromatinmodifizierende En-

zyme leicht zugänglich und werden daher auch als Histonschwänze bezeichnet (Luger und 

Richmond 1998). Jedes Nukleosomen ist durch die sogenannte Linker-DNA, an die wieder-

um ein Histon H1 und HMG Proteine binden, von dem nächsten Nukleosom separiert (Hill 

2001). Die DNA wird durch das Core-Histonoktamer und das Linker-Histon H1 zwischen den 

Nukleosomen verpackt und bildet Chromatinketten, welche ihrerseits in eine höhere Chroma-

tinstruktur verpackt werden (Horn und Peterson 2002).  

Die äußerst dynamische Chromatinstruktur ist besonders an den exponierten Seitenketten 

der Histon-N-Termini das Ziel vieler posttranslationaler Modifikationen (Abbildung 6). Zu die-

sen kovalenten Modifikationen zählen die Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, 

Ubiquitinierung und ADP-Ribosylierung (Cheung et al. 2000; Strahl und Allis 2000). Durch 

Acetylierung der Lysinreste der Histonschwänze kommt es zu einer veränderten ionischen 

Ladung des Histon N-Terminus und damit zu einer Lockerung der Chromatinstruktur 

(Jenuwein und Allis 2001). Das Lysin ist Ziel unterschiedlicher posttranslationaler Modifika-

tionen. Diese sind entweder reversibel (Acetylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung) 

oder besitzen einen permanenten Status (Methylierung). Ein einzelnes Lysin kann lediglich 

durch eine Modifikation verändert werden, jedoch können in einem Protein verschiedene 

Lysine unterschiedliche Gruppen tragen (Jenuwein und Allis 2001).  



Einleitung 12 

 

Abbildung 6: Posttranslationale Modifikationen an Histon-N-Termini 

Dargestellt ist die DNA (dunkelblau), die um ein Histonoktamer gewunden ist. Die Histone 
sind in verschiedenen Farben dargestellt (die α-Helices als Säulen), die Histonschwänze 
ragen in der Abbildung aus der DNA -Schleife hinaus. Die Arginin- und Lysinreste der Hi-
stonschwänze sind in rot dargestellt. Histonmethylierung (M) kann sowohl an einem Argi-
nin als auch an einem Lysin erfolgen, Acetylierung (*) und Ubiquitinierung (U) erfolgen 
ausschließlich an Lysin, ADP-Ribosylierung und Phosphorylierung (P) an Serinen der Hi-
ston-N-termini. Die Lysine der Histone H3 und H4 sind ein häufiges Ziel posttranslationa-
ler Modifikation,  besonders von Acetylierung und Methylierung. Diese Modifikationen tre-
ten auch an Histon H2A und H2B auf (Wolffe und Hayes 1999). 

Die kondensierte Chromatinstruktur der eukaryontischen DNA (Abbildung 7) erschwert den 

Zugang vieler Transkriptionsfaktoren zu ihren Bindungselementen (Orphanides und Rein-

berg 2000). Nukleäre Rezeptoren können im Unterschied zu anderen Transkriptionsfaktoren 

auch an kondensiertes Chromatin binden und nehmen so eine Schlüsselrolle bei der Initiie-

rung der Genaktivierung ein, da sie die Chromatinstruktur lockern und somit die Bindungs-

stellen anderer Transkriptionsfaktoren freilegen (Collingwood et al. 1999; Deroo und Archer 

2001; Hsiao et al. 2002; Hebbar und Archer 2003).  

Die Enzyme zur Veränderung der Chromatinarchitektur werden zwei verschiedenen Gruppen 

zugeordnet, den ATP-abhängigen chromatinmodifizierenden Komplexen (CRCs) und den 

Histon-modifizierenden Proteinen. Erstere benötigen ATP zur Veränderung der Chromatin-

struktur (Becker und Hörz 2002). Die CRCs sind Multiproteinkomplexe, die aufgrund der je-

weiligen vorhandenen ATPase in die drei Familien Swi/Snf, ISWI und Mi-2/NURD zusam-

mengefaßt werden (Becker und Hörz 2002). Der Mi-2/NURD Komplex besitzt zusätzlich Hi-
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stondeacetylaseaktivität und verbindet daher die beiden Strategien ‚ATP-abhängige Chroma-

tinmodifizierung’ und ‚Histonmodifikation’ (Guschin et al. 2000). Histone unterliegen einer 

Vielzahl posttranslationaler Modifikationen.  

Acetylierte, ungeladene Lysinreste
(keine Bindung benachbarter Nukleosomen)

Positiv geladene Lysinreste
(binden benachbarte Nukleosomen)

Repressives
Chromatin

Repressives
Chromatin Nukleosom

DNA

Aktives
Chromatin

Aktives
Chromatin

 

Abbildung 7: Veränderung der Chromatinstruktur durch Histonmodifikation  

Acetylierung und Deacetylierung von Histonen führen zu einer lokalen Veränderung der 
Chromatinstruktur. Der Verlust der Acetylgruppen an Lysin-Aminosäuren im Histon be-
dingt eine kompaktere Chromatinstruktur, die es benachbarten Nukleosomen erlaubt, 
elektrostatische Wechselwirkungen einzugehen.  

Die Acetylierung und Deacetylierung von Core-Histonen ist ein wichtiger und intensiv studier-

ter Mechanismus der Histonmodifizierung. Während aktives Chromatin hyperacetylierte Hi-

stone enthält, korreliert die Deacetylierung mit inaktiven Chromatin (Grunstein 1990; Turner 

1993; Kuo et al. 2000; Deckert und Struhl 2001; Khochbin et al. 2001). Der Grad der Histon-

acetylierung in der Promotorregion wird durch die Rekrutierung von Koregulatorkomplexen 

und von den jeweils assoziierten enzymatischen Aktivitäten der Histonacetyl-Transferasen 

(HATs) oder Histondeacetylasen (HDACs) reguliert (Struhl 1998).  

Drei HAT Familien wurden identifiziert: Die GNAT (SAGA/PCAF/Gcn5), die MYST 

(NuA4/TIP60), und die p300/CBP Familie (Brown et al. 2000; Narlikar et al. 2002). Die ver-

schiedenen HATs sind in unterschiedlichen Komplexen enthalten und acetylieren neben den 

Core-Histonen auch Nicht-Histon-Proteine.  

HDACs können aufgrund ihrer Homologie zu den korrespondierenden Proteinen der Hefe in 

drei Klassen eingeteilt werden. Klasse I HDACs (HDAC1, 2, 3, und 8) sind dem Hefe RPD3-

Protein homolog. Sie sind konstitutiv im Nukleus lokalisiert. Die HDACs der Klasse II 

(HDAC4, 5, 6, 7, 9, und 10) zeigen Homologie mit dem Hefeprotein HDA1 und können so-
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wohl im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert sein. Die dritte Klasse HDACs umfasst 

eine strukturell andere Klasse von NAD-abhängigen Enzymen, die Ähnlichkeit mit dem SIR2-

(silent information regulator 2) Protein der Hefe aufweisen (Vidal und Gaber 1991; Rundlett 

et al. 1996; Gottschling 2000; Imai et al. 2000; Landry et al. 2000; Smith et al. 2000; Gray 

und Ekstrom 2001; Thiagalingam et al. 2003). 

Je nachdem, welche posttranslationalen Modifikationen der Core-Histone an welchen Ami-

nosäuren vorliegen, ergibt sich ein bestimmter Histonkode, der von spezifischen Proteinen 

erkannt wird. Strahl und Allis entwickelten diese Hypothese des Histonkodes (Strahl und Allis 

2000). Die Methylierung der Histonschwänze ist eine sehr stabile Modifikation, welche die 

Bindung von Proteinen mit einer Chromodomäne ermöglicht. Für das Protein HP1 (heteroch-

romatin protein I) konnte beispielsweise gezeigt werden, dass es spezifisch und selektiv das 

methylierte Lysin 9 des Histons H3 bindet (Bannister et al. 2001). Die Assoziation des HP1-

Proteins mit Histonen des Heterochromatin führt zu einer stärker kondensierten Chromatin-

struktur und damit zu stark reprimierten Genbereichen. Mittlerweile geht man davon aus, 

dass auch die Phosphorylierung eines Serins oder Threonins eine Möglichkeit der dynami-

schen Beeinflussung der Methylierung, und damit der Transkription darstellt.  

1.3. Molekulare Effekte des Glucocorticoid-Rezeptors 

1.3.1. Allgemeines 

Glucocorticoide können wegen ihrer lipophilen Eigenschaften aus dem Blut direkt durch die 

Zellmembranen im Körper diffundieren. In der Zelle binden sie an den Glucocorticoid-

Rezeptor. Der GR liegt in der Abwesenheit seines Liganden in einem zytoplasmatischen 

Multiproteinkomplex vor. Dieser Komplex besteht unter anderem aus einem Dimer des Hit-

zeschock-Proteins Hsp90, je einem Molekül Hsp70 und p23, und aus Immunophilen der 

FK506-bindenden Familie (DeFranco 2002).  

Nach der Bindung eines entsprechenden Liganden dissoziiert GR von den Proteinen des 

Hitzeschock-Komplexes (Abbildung 8). Der aktivierte Rezeptor interagiert mit dem Importin-

system und translokiert in den Zellkern durch die nukleären Poren. Im Zellkern aktiviert oder 

reprimiert der GR seine Zielgene entweder durch direkte DNA-Bindung an spezifische Er-

kennungssequenzen (Cis-Aktivierung/-Repression) oder durch Bindung an andere Transkrip-

tionsfaktoren wie NFκ-B, AP-1, NF-AT or STAT5 und Modulation ihrer Aktivität (Trans-

Aktivierung/-Repression) (Pfahl 1994; Stöcklin et al. 1996; Stöcklin et al. 1997; Newton 2000; 

Almawi und Melemedjian 2002; Franchimont et al. 2003).  
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Abbildung 8: Aktivierung des Glucocorticoid-Rezeptors (Dostert und Heinzel 2002) 

GR aktiviert oder reprimiert seine Zielgene entweder durch direkte DNA-Bindung an spe-
zifische Erkennungssequenzen (Cis-Aktivierung/-Repression), oder durch Bindung an 
andere Transkriptionsfaktoren wie NFκ-B, AP-1, NF-AT or STAT5 und Modulation von 
deren Aktivität (Zielgen C). Bei der DNA-abhängigen Modulation unterscheidet man die 
Cis-Aktivierung durch positive GR-Bindungselemente (GREs, Zielgen A), und die Cis-
Repression durch negative GR-Bindungselemente (nGREs, Zielgen B). Bisher geht man 
davon aus, dass die Nebenwirkungen der Glucocorticoid-Therapie (endokrine und meta-
bolische Effekte) über die DNA-bindungsabhängigen Mechansimen vermittelt werden, 
während die anti-inflammatorischen Effekte über den Mechanismus der Transrepression 
von AP-1 und NF-κB vermittelt werden. 

Obwohl der GR bevorzugt Homodimere bildet, konnten auch Heterodimere mit anderen Re-

zeptoren aus der Klasse der Steroidhormonrezeptoren nachgewiesen werden. Die Bildung 

dieser Heterodimere hängt von dem Ligandenbindungsstatus und von der Gewebe-

spezifischen Expression der entsprechenden Rezeptoren ab. Heterodimere mit GR konnten 

für den Androgen- (Chen et al. 1997) und für den Mineralocorticoid-Rezeptor (Funder 1993), 

(Trapp und Holsboer 1996; Calle et al. 2003) nachgewiesen werden. 

Der humane Glucocorticoid-Rezeptor besteht aus drei Hauptdomänen (Abbildung 9): Die N-

terminale Domäne (Aminosäuren 1 bis 420) enthält die Aktivierungsdomäne AF-1 (activation 

funcion 1 oder auch τ1). Aminosäuren 421 bis 486 umfassen die DNA-Bindungsdomäne 

(DBD), die zwei Zinkfinger-Motive enthält. Die Anordnung der Aminosäuren im sogenannten 

D-loop des Zinkfingers ermöglichen die Dimerisierung des Rezeptors auf der DNA. Die Ami-

nosäuresequenz der DBD ist für die spezifische DNA-Sequenzerkennung des Rezeptors 

verantwortlich. Die C-terminale Domäne des Glucocorticoid-Rezeptors enthält die 

Ligandenbindungs-Domäne (LBD). Sie umfasst die Aminosäuren 528 bis 777 (Picard und 

Yamamoto 1987; Müller und Renkawitz 1991). Die Region zwischen der DBD und LBD 
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1987; Müller und Renkawitz 1991). Die Region zwischen der DBD und LBD (Aminosäuren 

487-527) wird ‚hinge’ (Scharnier)-Region genannt.  

NH2- -COOH

DBD Ligandenbindungs-
domäne

AF 1 AF 2

421-4861

777

528 759420

Modulierende Domäne

Scharnier
(hinge)

1 Zn2+ Zn2+

 

Abbildung 9: Domänenstruktur des Glucocorticoid-Rezeptors 

Die Ligandenbindungs-Domäne ist neben der GC-Bindung auch an der Rezeptor-
Dimerisierung, der transkriptionellen Regulation, und (wegen eines Nukleären Lokalisati-
onssignals, NLS) am Kerntransport des GR beteiligt. Ein weiteres NLS liegt direkt neben 
der DNA-Bindungs-Domäne. Die DB D vermittelt die spezifische Interaktion mit den DNA-
Bindungselementen; die Aktivierungsfunktionen AF-1 und AF-2 sind für die Regulation 
der Transkription verantwortlich. Die N-terminale Domäne ist an der Unterscheidung zwi-
schen verschiedenen Zielgenen durch Protein-Protein-Interaktionen mit spezifischen 
Transkriptionsfaktoren beteiligt (Greenstein et al. 2002). 

Es gibt zwei alternative Splicingformen des GR, GRα and GRβ. Die ersten 727 Aminosäuren 

sind für beide Rezeptoren identisch, der C-Terminus hingegen besteht aus 50 (GRα) bzw. 15 

(GRβ) Aminosäuren. GRβ ist konstitutiv im Nukleus lokalisiert und nicht in der Lage, GCs zu 

binden. Obwohl der Rezeptor damit transkriptionell inaktiv ist, wird angenommen, dass GRβ 

auf positiven GREs als dominant-negativer Inhibitor wirkt, indem er als Heterodimer mit GRα 

an positive GREs bindet und somit die Genaktivierung verhindert. (Schaaf und Cidlowski 

2002; Leung und Bloom 2003). Es gibt keine Hinweise dafür, dass GRβ die Aktivität von 

Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF-κB verändert (Schaaf und Cidlowski 2002). Vermut-

lich steht die erhöhte Expression von GRβ mit dem Phänomen der Steroidresistenz im Zu-

sammenhang, welche manchmal bei langfristiger GC-Therapie auftritt (Bamberger et al. 

1995; Leung und Bloom 2003). 

1.3.2. Mausmodelle zur Analyse des GR-Mechanismus 

Bei der Erforschung der Wirkungsweise von Glucocorticoiden haben sich Mausmodelle als 

sehr hilfreich erwiesen. Diese werden im Folgenden kurz vorgestellt. 

Endogene Glucocorticoide spielen eine wichtige Rolle bei der Hemmung von Entzündungen 

im Körper: Transgene GR-Knockin-Mäuse, die durch ein integriertes ‚yeast artificial chromo-

some’ (YAC) mehr Glucocorticoid-Rezeptor exprimieren, sind gegen einen Lipopolysaccharid 

(LPS)-induzierten septischen Schock deutlich resistenter als die entspechenden Wildtyp-

Mäuse. Des Weiteren weisen die Thymozyten eine deutlich erhöhte Sensitivität gegenüber 
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Steroiden auf (Reichardt et al. 2000). Diese Ergebnisse deuten auf die Rolle der GCs bei der 

Hemmung von Entzündungsreaktionen hin.  

GR-Knockout-Mäuse (GR-/-) sterben innerhalb weniger Stunden nach der Geburt an Atem-

wegsversagen. Diese Beobachtung zeigt deutlich, dass der GR zum Überleben essenziell ist 

(Cole et al. 1995). Die Mäuse zeigen einige weitere schwere Störungen wie z.B. Atelektase 

der Lunge, veränderte Expression von Enzymen der Gluconeogenese, De-Repression der 

HPA-Achse, Hyperplasie der Nebennierenrinde und Verlust der Glucocorticoid-abhängigen 

Thymozyten-Apoptose und gestörte Proliferation der Vorläuferzellen der erythroiden Linie.  

GR mit einer Punktmutation in der D-Schleife der DNA-Bindungsdomäne (A458T, GRdim, 

Abbildung 10) kann nicht mehr dimerisieren und deshalb auch nicht mehr als Homodimer an 

DNA binden (Cis-Repression) (Heck et al. 1994). Da die Mechanismen der Trans-

Repression und Trans-Aktivierung keine DNA-Bindung benötigen, kann diese Mutante somit 

zwischen DNA-bindungsabhängigen und -unabhängigen Mechanismen unterscheiden 

(Abbildung 11). GR dim/dim-Mäuse enthalten diese Punktmutation. Im Gegensatz zu GR-/--

Mäusen sind sie lebensfähig, fruchtbar und zeigen keinerlei Anzeichen für eine gestörte 

Lungenreifung (Reichardt et al. 1998). 

Zn2+-Ion

C
D

D

A B

 

Abbildung 10: Die verschiedenen Aminosäure-Mutationen in der D-Schleife der DBD 

Die D-Schleife der DNA-Bindungsdomäne des GR ist für die Dimerisierung von großer 
Wichtigkeit. Abbildung A zeigt die Aminosäuresequenz des Zinkfingers und die eingeführ-
ten Punktmutationen in der D-Schleife (N = Asparagin, A = Alanin, R = Arginin, D = 
Aspartat, T = Threonin, C = Cystein). Die rot markierte Mutation ist die A458T-Mutation 
der GRdim/dim-Mäuse, die schwarz markierten Mutationen zeigen die drei zusätzlichen 
Punktmutationen der GRdim4-Mäuse. Abbildung B zeigt zwei DNA-Bindungsdomänen des 
GR (dunkel- und hellblau), welche an die DNA binden und über ihre beiden ersten Zink-
finger (rot eingekreist) dimerisieren. In der LBD befindet sich eine zweite Dimerisierungs-
funktion, welche jedoch alleine für die Dimerisierung des GR nicht ausreicht.  
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Abbildung 11: Die HPA-Achse (Reichardt et al. 1998)  

Die vergleichende Analyse von GRwt- und GRdim/dim -Mäusen gibt Aufschluss über die 
zugrunde liegenden Mechanismen der Repression der HPA-Achse. Während die CRF-
Synthese und die Freisetzung von ACTH über einen Monomer-Mechanismus (Trans-
Repression, grün markiert) reguliert werden, sind die Synthese von POMC und PRL in 
GRdim/dim -Mäusen stark verändert. Dies lässt den Rückschluss zu, dass es sich um Cis-
Repression (rot markiert) handeln muss.  

In vitro-Daten haben gezeigt, dass drei zusätzliche Punktmutationen (N454D, R460D und 

D462C, Abbildung 10) in der Dimerisierungs-Domäne des GR die DNA-Bindung effektiv ver-

hindern, und dass die Trans-Repression nicht verhindert wird. Die entsprechenden GRdim4-

Knockin-Mäuse sind erstaunlicherweise nicht lebensfähig und sterben vor ihrer Geburt. Die 

aus diesen Mäusen etablierten embyonalen Fibroblasen (MEFs) wurden mit verschiedenen 

Luciferase-Konstrukten analysiert und es konnte festgestellt werden, dass die Trans-

Repression in dieser Maus wider Erwarten nicht mehr funktioniert. Interessanterweise kann 

der GR in diesen Zellen nicht nachgewiesen werden. Man geht derzeit davon aus, dass das 

GR dim4-Protein schneller abgebaut wird als der Wildtyp-GR und dass die GRdim4-Mäuse aus 

diesem Grund den gleichen Phänotyp wie die GR-/--Mäuse aufweisen. (Rogers et al. 2004) 

1.4. Transrepression 

Wie bereits erwähnt wurde, kann der Glucocorticoid-Rezeptor die Transkription als Monomer 

durch Protein-Protein-Interaktionen modulieren. In Interaktionen mit Spi-1 (Gauthier et al. 

1993), AP-1 (s. unten) NF-κB (s. unten) Oct-1 (Kutoh et al. 1992), CREB (Imai et al. 1993), 

und Gata-1 (Chang et al. 1993) wirkt der GR als Repressor. Dabei verhindert GR entweder 
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die DNA-Bindung anderer Transkriptionsfaktoren (Newton et al. 1998; Ray und Prefontaine 

1994), oder reprimiert deren Aktivität ohne Beeinträchtigung ihrer DNA-Bindung (De Boss-

cher et al. 1997; Nissen und Yamamoto 2000). Durch Interaktion mit STAT5 kann der GR 

zudem als positiver Transkriptionsfaktor wirken (Trans-Aktivierung, Stöcklin et al. 1996). Des 

Weiteren wird die Kompetition mit Koaktivator-Proteinen als Mechanismus der GR-

vermittelten Trans-Repression diskutiert (Kamei et al. 1996; Sheppard et al. 1998). Somit 

besitzt GR neben seiner Rolle als Liganden-abhängiger Transkriptionsfaktor eine zweite 

Funktion als negativer Regulator anderer Transkriptionsfaktoren. Letztere Funktion ist unab-

hängig von der DNA-Bindung des GR, und die Zink-Finger-Domäne ist hierfür nicht essenzi-

ell (Herrlich 2001). 

AP-1 (Aktivator Protein 1) besteht aus einer Familie miteinander dimerisierender Transkripti-

onsfaktoren, die durch TPA (12-O-Tetradecanoyl-13-Phorbolacetat) induzierbar sind. AP-1 

spielt eine zentrale Rolle im Zellwachstum, in der Differenzierung, in der Tumorigenese und 

in der Entwicklung (Angel und Karin 1991). Die Zusammensetzung der AP-1-Dimere ist sehr 

heterogen. Der Komplex kann sich aus Mitgliedern der Jun- (c-Jun, JunB und JunD), Fos- 

(C-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) und CREB/ATF-Familie zusammensetzen. 

Der Crosstalk zwischen dem Glucocorticoid-Rezeptor und AP-1 wurde vor etwas mehr als 10 

Jahren entdeckt. Man geht davon aus, dass dieser Mechanismus neben der Transrepression 

von NF-κB für viele Effekte der GCs auf das Immunsystem verantwortlich ist (Herrlich 2001). 

Die therapeutisch wichtigste Funktion der Glucocorticoide ist ihre anti-inflammatorische und 

ihre immunsuppressive Wirkung, die durch Inhibierung der Synthese von Zytokinen und 

Chemokinen, und durch die Repression von Genen verschiedener Oberflächenrezeptoren 

und Adhäsionsmoleküle (die für die Rekrutierung und Migration der Lymphozyten wichtig 

sind) zustande kommt. Das Aufheben der Wirkung des Transkriptionsfaktors NF-κB durch 

den aktivierten Glucocorticoid-Rezeptor führt zur Herunterregulierung von Adhäsionsmolekü-

len wie dem interzellulären Adhäsionsmolekül I, dem vaskulären Zelladhäsionsmolekül I und 

E-Selektin (Barnes und Karin 1997). Für den Crosstalk spielen die klassischen Korepresso-

ren (wie SMRT oder N-CoR) keine Rolle, da NF-κB und AP-1 erst nach dem Aufbau des 

Prä-Initiationskomplexes inhibiert werden (Nissen und Yamamoto 2000).  

Eine regulative Wirkung von GCs auf die mRNA-Stabilität wurde z.B. für Interleukin 8 (IL-8) 

und die Cyclooxygenase 2 (Cox-2) gezeigt (Chang et al. 2001; Lasa et al. 2001) Der genaue 

Mechanismus der Regulation der mRNA-Stabilität durch Glucocorticoide ist nicht vollständig 

geklärt. Beschrieben wurde eine mögliche Rolle des sogenannten Destabilisierungsmotivs 

AUUUA im 3’ UTR (3’ untranslated region, Region zwischen dem Stop-Codon der Translati-

on und dem Start des Poly-A-Schwanzes der mRNA) der Transkripte. Jedoch kann dieser 

Effekt auch indirekt vermittelt werden. So können Glucocorticoide z.B. direkt die Proteinkina-
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se p38 inhibieren, was zu einer Destabilisierung der IL-8-mRNA führt (Lasa et al. 2001). 

1.5. Positive Glucocorticoid-Rezeptor Bindungselements (GREs) 

Positive GREs bestehen aus zwei palindromischen 6-Basenpaar-Halbseiten, welche durch  

3 Basenpaare voneinander getrennt sind. Die GRE-Konsensussequenz ist 5’-

GGTACAnnnTGTTCT-3’ (Beato et al. 1989). Einige Basen sind strikt konserviert, andere 

können mutiert werden, ohne dass die Genaktivierung verloren geht (Nordeen et al. 1990). 

Jede Halbseite’ des GRE bindet ein GR-Molekül. Die beiden Proteine dimerisieren dann mit 

Hilfe von Aminosäuren der D-Schleife und der Ligandenbindungsdomäne. Die Bildung eines 

GR-Homodimers ist nur bei DNA-Kontakt des Rezeptors möglich (Drouin et al. 1992). Unter 

den durch GREs positiv regulierten Genen, befinden sich einige Schlüsselenzyme der Glu-

coneogenese, die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK), die Tyrosin-Aminotrans-

ferase (TAT), die Aspartat-Aminotransferase (AAT) und die Glucose-6-Phosphatase 

(G6Pase) (Schäcke et al. 2002a). Diese Enzyme aktivieren die Gluconeogenese bei Stress 

und sind für die Induktion von Diabetes Mellitus bei längerer GC-Therapie verantwortlich, da 

Glucocorticoide als Nebenwirkung zu Kohlenhydrat-Intoleranz führen können.  

Der MMTV-Promoter (mouse mammary tumor virus) hat sich als Modellsystem für die Erfor-

schung der GREs und der Bedeutung der Chromatinstruktur für die Transkription entwickelt. 

Bereits 1975 wurde dieses Modell erstmals eingesetzt (Ringold et al. 1975). Brustkrebs-

Zelllinien der Maus sind mit dem mouse mammary tumor-Virus infiziert. Die Behandlung sol-

cher Zelllinien mit einem synthetischen Glucoroticoid führt zu einer schnellen Akkumulation 

der Virus-spezifischen RNA. Der Promotor dieses Virus wurde sehr detailliert analysiert 

(Beato 1996). Mit Hilfe eines sogenannten ‚Tandem-Array’ von mehreren MMTV-

Reporterelementen kann man den GFP (green fluorescent protein)-markierten GR auf dem 

Bindungselement sichtbar machten (Abbildung 12). In FRAP-Experimenten (fluorescence 

recovery after photobleaching) konnte gezeigt werden, dass der Liganden-gebundene GR 

sehr schnell seine Position im Zellkern wechselt (McNally et al. 2000). Basierend auf diesen 

Experimenten wurde der sogenannter ‚hit-and-run’-Mechanismus postuliert. Dabei bindet der 

Liganden-aktivierte GR an die relativ geschlossene DNA-Chromatin-Struktur, rekrutiert Nu-

kleosomen-Remodeling-Aktivität und löst sich dann sofort wieder von seinem DNA-Element. 

Es konnte gezeigt werden, dass der GR in Gegenwart von Hitzeschockproteinen eine erhöh-

te Mobilität aufweist (Nagaich et al. 2004a; Nagaich et al. 2004b). 

In Gegenwart von antagonistischen Liganden wie RU486 reprimieren Steroid-Rezeptoren die 

Transkription auch dann, wenn sie an positive HREs gebunden sind. Der Glucocorticoid-

Rezeptor reprimiert die Transkription in Gegenwart seines Antagonisten RU486, indem er 

den Korepressor N-CoR rekrutiert (Song et al. 2001; Schulz et al. 2002).  
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Abbildung 12: MMTV-Tandem Arrays (McNally et al. 2000) 

Die Zelllinie 3134 enthält im Chromosom 4 einen Tandem Array des MMTV/Harvey viral 
ras (MMTV/v-Ha-ras)-Report ers. Die wiederholte Struktur entstand durch die spontane 
chromosomale Integration eines 9-kb BPV (bovine papilloma virus) Multikopie-Episoms. 
GR wird in dieser Zelllinie als GFP-Fusionsprotein unter der Kontrolle eines durch Tetra-
cyclin reprimierbaren Promotors exprimiert. Der Tandem Array besteht aus 200 Kopien 
des MMTV-LTR-ras BPV- Reportergens in einer perfekten ‚head -to-tail’- Ausrichtung von 
1,8 x 106bp. Die Struktur enthält insgesamt 800 bis 1200 Bindungsstellen für den Gluco-
corticoid-Rezeptor und ist groß genug, um in der Lichtmikroskopie sichtbar zu sein. 

1.6. Negative Glucocorticoid-Rezeptor Bindungselemente (nGREs) 

Die Transkription wird reprimiert, wenn ein Transkriptionsfaktor an der Interaktion mit dem 

Transkriptionsinitiationskomplex gehindert wird. Repression umfasst Mechanismen wie z.B. 

die Kompetition um ein gemeinsames Bindungselement oder um einen gemeinsamen Kofak-

tor, die Bildung inaktiver Komplexe, oder Modulation der Chromatinstruktur durch die Rekru-

tierung von Korepressoren und Histondeacetylasen (HDAC). (Saatcioglu et al. 1994; Strahl 

und Allis 2000). 

Die Genregulation durch negative Bindungselemente wurde neben GR auch für den Thy-

roidhormon-Rezeptor (TR) und den Retinsäure-Rezeptor (RAR) gezeigt. Hierzu gibt es je-

doch nur sehr wenige Studien: Der Oxytocin-Promotor der Ratte wird durch ein negatives 

RAR-Bindungselement reguliert (Lipkin et al. 1992). Das Gen des humanen Matrix Gla Pro-

teins (MGP) wird ebenfalls von einem nHRE der Rezeptoren RAR und RXR reprimiert (Kirfel 

et al. 1997). Dieses nHRE enthält eine CCAAT-Box und wird sowohl vom RAR/RXR-

Heterodimer als auch von CCAAT-bindenden Proteinen gebunden (Kirfel et al. 1997). Nega-

tive Bindungselemente für den Thyroidhormon-Rezeptor (nTREs) wurden in den Genen von 

Thyrotropin (TSH) und Thyrotropin-freisetzendem Hormon (TRH) charakterisiert (Yen 2001). 

Für den Glucocorticoid-Rezeptor wurden einige negative Bindungselemente beschrieben. 

Die zugehörigen Gene werden in Tabelle 1 kurz vorgestellt und im folgenden Abschnitt detal-

liert beschrieben. Negative GREs spielen unter anderem in der neuronalen und hormonellen 

Regulation eine wichtige Rolle (Kapitel 1.7).  
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Tabelle 1: Übersicht nGREs (Dostert und Heinzel 2004) 

Gen Position des   
nGRE 

Möglicher Mechanismus Biologische Funktion Literatur 

Alpha-Fetoprotein 
(AFP) 

Zwischen -180 
bis +1  für alle 
analysierten 
Säugerspezies  

GRE-artige Struktur, Spe-
zies-spezifische Regulati-
on, das Element enthält 
bei Nagern ein DR1-Motif  

Hauptkomponente des 
fetalen Serums bei 
Säugetieren, außerdem 
Tumormarker 

(Nakabayashi et al. 
2001) 

Corticotropin re-
leasing hormone 
(CRH, CRF) 

-278 bis -249 nGRE zusätzlich zu 
Transrepression 

GCs hemmen die HPA-
Achse durch Repressi-
on von CRH 

(Malkoski et al. 
1997; Malkoski und 
Dorin 1999) 

Glycoprotein  
Hormon α-
Untereinheit 

-122 bis -93 
(zentrale ge-
schützte Regi-
on) 

Transkriptionelle Interfe-
renz mit dem cAMP-
responsive-enhancer 

Gemeinsame Unterein-
heit von LH, FSH, CG 
and TSH 

(Akerblom  et al. 
1988) 

 

Interleukin-1ß   
(IL-1ß) -570 bis -552 Das nGRE enthält eine 

Bingungsstelle für AP-2  
Entzündungsmediator 

 
(Zhang et al. 1997) 

Keratine 

K5, K6, K14, K16, 
K17 

in der Region 
von -142 bis -
49 für alle 
Keratine  

Ungewöhliches Multimer-
Element, GR bindet als 
vier Monomere 

Wichtiger Hautbestand-
teil (GCs führen zu 
Atrophie der Haut) 

(Radoja et al. 2000) 

Neuronaler Sero-
tonin (5-HT1A ) 
Rezeptor  

-1169 bis -
1148 

GR/MR-Heterodimer, zwei 
“halfsites” getrennt von 6 
Basenpaaren 

Schlüsselfunktion im 
serotoninergen System  

(Ou et al. 2001), 
(Meijer et al. 1997) 

Osteocalcin (OC) -32 bis -17  
Sterische Hinderung, das 
nGRE überlappt mit der 
TATA box 

Nach Kollagen das 
wichtigste Protein in der 
Knochenm atrix, trägt 
zur Osteoporose bei 

(Stromstedt et al. 
1991),(Meyer et al. 
1997b) 

Prolactin (Prl) -247 bis -214 
Überlappende Bindungs-
stellen für Pit-1, Oct-1 und 
GR 

Laktation 
(Sakai et al. 1988), 
(Somasekhar und 
Gorski 1988) 

Proliferin (PLF) -254 bis -230 cGRE; Interferenz          
mit AP-1 

Angiogenese, speziell in 
der Plazenta 

(Diamond et al. 
1990) 

Proopiomelano-
cortin (POMC) -77 bis -51 

Trimer, sterische Hinde-
rung, nGRE überlappt mit 
einem Nur77-RE 

GCs hemmen die HPA-
Achse durch Repressi-
on von POMC 

(Drouin et al. 1993) 

Vasoactives inte-
stinales Poypeptid 
(VIP) Typ I Rezep-
tor 

-36 bis -21 typisches nGRE Bronchodilatation, Va-
sodilatation (Pei 1996)  

 

Ziel dieser Arbeit ist es, auch die Bedeutung der nGREs (neben der Transrepression) für die 

Immunmodulation (Kapitel 1.8) zu untermauern. Sequenzvergleich der nGREs zeigte, dass 

diese Elemente im Gegensatz zu den positiven GREs nur eine mässig stark konservierte 

Halfsite enthalten (Abbildung 13, Dostert und Heinzel 2002). Darauf wird im Folgenden (Er-

gebnisse und Diskussion) näher eingegangen. 



Einleitung 23 

POMC C T G C C A G G A A G G T C A C G T C C A A G G C T C A 

Prolactin C T C A A A C T A G T C T C C A G A T C T C A C C A T C 

α-Fetoprotein C C C C A A A G A G C T C T G T G T C C T T G A A C A T 

CRH  A A A A A T T T T T G T C A A T G G A C A A G T C A T A 

Osteocalcin C C A G A G G G T A T A A A C A G T G C T G G A G G C T 

Interleukin 1β T G C C C C A G C C A A G A A A G G T C A A T T T T C T 

Proliferin (plfG) T G G C T A C T C A C A G T A T G A T T T G T T T T A G 

  

Abbildung 13: Sequenzvergleich verschiedener negativer GR-Bindungselemente  

Negative GREs enthalten im Gegensatz positiven GREs nur eine konservierte Halbseite 
(grau markiert), die 5’-Halbseite ist praktisch nicht konserviert (gestrichelt eingerahmt). 
Abbildung modifiziert nach (Dostert und Heinzel 2002). 

 

1.7. Negative GREs in der neuronalen und hormonellen Regulation 

1.7.1. Der POMC-Promoter 

POMC (Pro-opiomelanocortin) spielt in der Regulation der HPA-Achse eine wichtige Rolle 

(Abbildung 11, Seite 18). Der POMC-Promoter wird von CRH (Corticotropin-freisetzendes 

Hormon) und von Glucocorticoiden reprimiert (Aguilera et al. 1983; Suda et al. 1988). ACTH 

ist das wichtigste POMC-Genprodukt in kortikotrophen Zellen (Chretien und Seidah 1981; 

Khoo und Grossman 2003). Der POMC-Promotor enthält gängige Regulationselemente wie 

eine TATA-Box, eine CCAAT-Box und eine AP-1-Bindungsstelle (Drouin et al. 1985; Therrien 

und Drouin 1991). Bei -171 bis -160 bp befindet sich ein CRH-responsives Element (Jin et al. 

1994). CRH stimuliert neben der Transkription von c-fos, FosB und JunB auch die Bindung 

an das AP-1-Element im POMC-Promotor (Autelitano und Cohen 1996). Das nGRE befindet 

sich an Position -77 bis -51. Man geht davon aus, dass GR dieses Element möglicherweise 

als Trimer bindet, welches durch Bindung eines Homodimers und anschließende Bindung 

eines Monomers auf der gegenüberliegenden Seite der DNA-Helix gebildet wird (Drouin et 

al. 1993).  

Die Region zwischen -480 und -320 ist ebenfalls essenziell für die Repression des POMC-

Promotors durch GCs. Möglicherweise entsteht eine hohe basale Transkription durch Inter-

aktion von Faktoren die sowohl diese Region als auch den Bereich des nGREs binden. Die 

Aktivierung des GR könnte diese Interaktion zerstören und damit zur Repression des POMC 

Promotors führen (Riegel et al. 1991). Da überlappend zum nGRE zusätzlich ein Bindungs-

element für den Orphan-Transkriptionsfaktor Nur77 vorhanden ist, wird diese Region für eine 

hohe Basalexpression des Promotors benötigt (Riegel et al. 1991; Philips et al. 1997a; Phi-
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lips et al. 1997b). GCs induzieren die DNA-Binding des GR und neutralisieren so die 

Transkriptionsaktivierung durch Kompetition um die beiden überlappenden Bindungselemen-

te (Philips et al. 1997b). 

In GRdim/dim-Mäusen konnte eine erhöhte Expression der POMC-mRNA nachgewiesen wer-

den. Dies lässt darauf schließen, dass die GC-vermittelte Repression des POMC-Promotors 

die DNA-Bindung des GR benötigt (Cis-Repression). Wie durch die erhöhte Menge von 

POMC-mRNA zu erwarten war, stiegen die ACTH-Level im Hypophysenvorderlappen an. 

Trotzdem blieb der ACTH-Spiegel im Blutserum unverändert. Daher geht man davon aus, 

dass die Sekretion von ACTH durch zusätzliche Mechanismen, die nicht von der GR-DNA-

Bindung abhängig sind, reguliert wird (Reichardt et al. 1998).  

1.7.2. Der Prolactin- Promotor  

Prolaktin ist ein Peptidhormon welches die Milchproduktion reguliert, Zellproliferation auslöst 

und zusammen mit verschiedenen Zytokinen eine wichtige Rolle in der Immunantwort spielt 

(Subramaniam et al. 1998). Es wird in erster Linie in den lactotrophen Zellen des Hypophy-

senvorderlappens gebildet. Prolaktin bindet an die extrazelluläre Domäne des Prolaktin-

Rezeptors, induziert dessen Dimerisierung und aktiviert seine Zielgene über den JAK/STAT-

Signaltransduktionsweg (Groner und Shemanko 2002). Der Prolaktin-Promotor des Rindes 

wird durch ein nGRE zwischen -247 und -214 reprimiert (Sakai et al. 1988). 

In Reportergentests konnte gezeigt werden, dass Dexamethason alle die Promotorkonstruk-

te reprimiert, die mindestens 310 bp 5’-flankierende Sequenz enthalten. Durch Einfügen ei-

nes positiven GREs in der Nähe des Transkriptionsstarts konnte der Promotor aktiviert wer-

den, dh. Die GRE oder nGRE DNA-Sequenz bestimmt, ob die Bindung des GR an das jewei-

lige Element zu einer positiven oder negativen Regulation des Promotors führt. 

Zusätzlich zum GR binden Pit-1 (pituitary-specific transcription factor 1) und Oct-1 (octamer-

binding transcription factor 1) das nGRE-Bindungselement (gezeigt in GH3 Hypophysenzel-

len der Ratte) (Subramaniam et al. 1997). In GH3-Zellen kann das hPRL-Gen nur in der Ge-

genwart von Pit-1 und GR reprimiert werden. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass GR 

und Pit-1 in vitro co-präzipitieren (Subramaniam et al. 1998). In GRdim/dim-Mäusen konnte eine 

erhöhte Expression der Prolaktin-mRNA beobachtet werden. Dieses Ergebnis bestätigt einen 

DNA-bindungsabhängigen Mechanismus des GR (Reichardt et al. 1998). In Zellen, die nicht 

aus der Hypophyse stammen, werden die Transkriptionsfaktoren Oct-1 und Pbx (pre-B-cell 

leukemia transcription factor-1) sowohl für die volle transkiptionale Aktivivtät, als auch für die 

Repression durch Glucocorticoide benötigt (Nalda et al. 1997). 
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1.7.3. Der Proliferin-Promotor 

Proliferin (PLF) ist ein Peptidhormon der Angiogenese, welches von der Plazenta produziert 

wird und sich sowohl in der mütterlichen, als auch in der fötalen Blutzirkulation verteilt (Toft 

et al. 2001 und enthaltene Referenzen). Des Weiteren wird Proliferin in der Haut exprimiert. 

Proliferin ist mit dem bereits vorgestellten Peptidhormon Prolaktin verwandt. Einige immorta-

lisierte Zelllinien produzieren ebenfalls Proliferin. Deshalb nimmt man an, dass die PLF-

Expression zum Tumorwachstum und zur Metastasierung beiträgt, da beide Prozesse von 

der Angiogenese abhängig sind (Toft et al. 2001) . Phorbolester wie TPA (12-O-Tetrade-

canoyl-13-Phorbolacetat) induzieren die Proliferin-Expression über die Transkriptionsfakto-

ren c-jun oder c-fos (Mordacq und Linzer 1989; Diamond et al. 1990). Der Glucocorticoid-

Rezeptor moduliert die Promotoraktivität, indem er an ein ein Komposit-Element (cGRE) bin-

det. Dieses cGRE enthält eine AP-1-Bindungsstelle, welche mit einem GR-Bindungselement 

überlappt (Mordacq und Linzer 1989; Diamond et al. 1990). Ob der Promotor über dieses 

cGRE reprimiert oder aktiviert wird, hängt von der Zusammensetzung des AP-1 Komplexes 

ab. Während der GR die Aktivität des Promotors in Anwesenheit eines c-Jun-Homodimers 

potenziert, wird der Promotor bei einem c-Jun/c-Fos-Heterodimer reprimiert (Abbildung 59, 

Seite 100). Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass diese Ergebnisse mit großen Men-

gen an rekombinanten Proteinen ermittelt wurden (Diamond et al. 1990). Variation der DNA-

Sequenz ergab, dass Kombinationen eines GREs und eines AP-1-Elementes sich dann wie 

ein cGRE verhalten, wenn dazwischen 14 bis 18 Basenpaare liegen. Bei mehr als 25 Ba-

senpaaren aktiviert der GR den Promotor synergistisch mit AP-1 (Pearce et al. 1998). 

1.7.4. Der CRH-Promotor 

Die CRH (corticotropin releasing hormone)-produzierenden Neuronen des Hypothalamus 

integrieren unterschiedliche Signale wie den zirkadischen Rhythmus und die Stressreaktion 

(u.a. durch das negative Feedback der im Blut zirkulierenden Glucocorticoide). CRH ist ein 

Peptid von 41 Aminosäuren welches bei Stress eine wichtige Rolle spielt, da es die ACTH-

Produktion des Hypophysenvorderlappens reguliert (King et al. 2002 und enthaltene Refe-

renzen). In anderen Teilen des Gehirns wirkt CRH auch als Neurotransmitter (King et al. 

2002). Der Promotor des CRH-Gens enthält ein cAMP-responsives Element (CRE) bei -224 

bp und wird durch GCs negativ reguliert. Der humane CRH Promotor enthält ein nGRE in der 

Region von -278 bis -249 (Malkoski et al. 1997).  Dieses nGRE enthält neben einer Bin-

dungsstelle für GR eine weitere für den Transkriptionsfaktor AP-1. DNA-Mutationen, welche 

die Bindung von GR und AP-1 verhindern, führen zu einem Verlust der GC-abhängigen Re-

pression (Malkoski und Dorin 1999). Im Gegensatz zu POMC ist der CRH-Spiegel in 

GRdim/dim-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp unverändert (Reichardt et al. 1998). Obwohl ge-

zeigt werden konnte, dass GR direkt an die DNA des CRH-Promotors bindet, scheint der 
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Mechanismus der Repression in diesem Fall wegen der AP-1-Bindungsstelle unabhängig 

von der Dimerisierungsfunktion des Glucocorticoid-Rezeptors zu sein. Dieses negative Ele-

ment wird als  Komposit-Element klassifiziert (cGRE).  

Obwohl der CRH-Promotor kein positives GRE enthält, haben Glucocorticoide ausserhalb 

des Hypophysenvorderlappens entweder keinen oder einen positiven Effekt auf die CRH-

Produktion. Die gewebespezifische Repression des CRH-Promotors wurde bisher noch nicht 

ausreichend untersucht. Die Aktivierung des CRH-Gens könnte durch indirekte Effekte zu-

stande kommen, wobei Glucocorticoide möglicherweise die Expression eines positiv wirken-

den Faktors induzieren (King et al. 2002). 

1.7.5. Der Promotor des neuronalen Serotonin-Rezeptors 

Der neuronale Serotonin (5-HT1A)-Rezeptor nimmt im Hippocampus eine Schlüsselrolle ein. 

Während der Knockout des entsprechenden Gens führt zu erhöhter Ängstlichkeit.  Eine 

Adrenalektomie erhöht die mRNA-Level des 5-HT1A-Rezeptors, da der Rezeptor im Hippo-

campus gewebespezifisch durch GCs reprimiert wird (Meijer et al. 2000). Das strukturell von 

den anderen Elementen abweichende nGRE befindet sich an Position -1169 bis -1148. Es 

besteht aus zwei Konsensus-Halbseiten, welche durch einen Abstand von 6 bp getrennt 

sind. Sowohl GR als auch der Mineralocorticoid-Rezeptor (MR) werden für die Regulation 

dieses Genes benötigt (Ou et al. 2001 und enthaltene Referenzen). Die Repression ist dann 

am stärksten, wenn sowohl MR als auch GR gleichzeitig aktiviert werden. Der MR kann je-

doch auch alleine zu einer Repression des 5-HT1A-Rezeptor-Spiegels führen. Dieses Ele-

ment ist bisher das einzige nGRE, das ein MR/GR-Heterodimer bindet (Ou et al. 2001).  

1.7.6. Der Promotor des VIP Typ I Rezeptors 

Das Vasoaktive Intestinale Polypeptid (VIP) ist ein in weiten Bereichen exprimiertes Peptid-

hormon, welches in der Lunge als Muskelrelaxanz wirkt und Bronchodilatation und Vasodila-

tation induziert. Durch Inhibition von T-Lymphozyten und alveolaren Makrophagen wirkt VIP 

auch anti-inflammatorisch. Das Peptid übermittelt seine Wirkungen über zwei verschiedene 

Typen von Rezeptoren, VIP I und VIP II. Die beiden Rezeptoren zeigen ein abweichendes 

Expressionsmuster: Der Typ I Rezeptor wird vor allem in der Lunge, im Dünndarm, im Thy-

mus, im cerebralen Kortex, im Hippokampus und in Brustkrebszelllinien exprimiert. GR sup-

primiert den Typ I VIP Rezeptor in Lungenzellen. Es konnte ein nGRE an Position -21 bis -36 

im Promotor des Rezeptors charakterisiert werden (Pei 1996 und enthaltene Referenzen). 

1.7.7. Der Gonadotropin-Promotor 

Glucocorticoide reprimieren die Gonadotropin-Hormone und beeinträchtigen damit die Fort-

pflanzungsfähigkeit. Gonadotropine sind Glycoprotein-Hormone, welche aus einer gemein-
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samen α-Untereinheit und verschiedenen β-Untereinheiten gebildet werden. Die α-

Untereinheit findet sich im embryonalen Gonadotropin, im luteinisierenden Hormon (LH), im 

Follikel-stimulierenden Hormon (FSH) und im Thyroid-stimulierenden Hormon (Akerblom et 

al. 1988). Die humane α-Untereinheit wird in Plazenta, Hypophysenvorderlappen und in vie-

len Tumoren exprimiert (Arbiser et al. 1994). Die Repression durch Glucocorticoide ist gewe-

bespezifisch (Akerblom et al. 1988):  

In Reportergentests konnte gezeigt werden, dass GR den Gonadotropin-Promotor in Fibro-

blasten aktiviert, und in JEG-3-Karzinomzellen reprimiert (Chatterjee et al. 1991). GR bindet 

eine Region von 52 Nukleotiden, welche ein cAMP-responsives Element (CRE) enthält. In 

DNase Footprints waren drei geschützte Stellen sichtbar (Akerblom et al. 1988). Ein Fusi-

onsprotein aus GR und β-Galactosidase, die den C-Terminus des GR ersetzte, bewirkte die 

Repression des endogenen GR (Oro et al. 1988). Dieses Ergebnis deutet auf einen gewebe-

spezifischen Mechanismus hin, der möglicherweise sterische Hinderung beinhaltet. 

1.7.8. Der GnRH Promotor 

Das zentrale Steuerungshormon GnRH (gonadotropin releasing hormone) wird im Hypotha-

lamus gebildet und regt die Bildung von Follikel-stimulierendem Hormon (FH) und luteinisie-

rendem Hormon (LH) an. Für den GnRH-Promoter konnte mittels EMSA (electromobility shift 

assay) gezeigt werden, dass das GR-Bindungselement sowohl GR als auch Oct-1 (octamer-

binding transcription factor 1) binden kann (Chandran et al. 1996; Chandran et al. 1999). Des 

Weiteren konnte gezeigt werden, dass GR an das Oct-1 Protein gebunden ist (Chandran et 

al. 1999). Dieser Mechanismus muss von der Definition her der Trans-Repression zugerech-

net werden. Obwohl es sich hier also um kein nGRE handelt, wird doch die Ähnlichkeit zum 

Mechanismus der Repression des Prolaktin-Promotors deutlich: Hier binden Pit-1 (pituitary-

specific transcription factor 1) und Oct-1 die nGRE-Sequenz zusätzlich zum Glucocorticoid-

Rezeptor (Subramaniam et al. 1997). Möglicherweise werden die beiden Promotoren Prolak-

tin und GnRH nach einem ähnlichen Mechanismus reguliert. Es ist eine interessante Frage-

stellung, ob die Repression außer dem Vorhandensein der beiden Transkriptionsfaktoren GR 

und Oct-1 noch weitere Gemeinsamkeiten aufweist, die bisher noch nicht analysiert wurden. 

1.8. Negative GREs und Immunmodulation 

1.8.1. Apoptose 

Apoptose, auch Programmierter Zelltod genannt, läuft in einer geordneten Reihenfolge mor-

phologisch unterscheidbarer Phasen ab. Apoptose kann durch eine Vielzahl verschiedener 

Stimuli induziert werden, so z.B. durch UV- oder   -Bestrahlung, dem Entzug von Wachs-

tumsfaktoren, Chemotherapeutika, sowie durch die Stimulation sogenannter Todesrezepto-
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ren. Todesrezeptoren werden durch ihre natürlichen Liganden aktiviert. Mit einer Ausnahme 

sind alle Todesliganden Typ-II Transmembranproteine, von denen eine lösliche Form durch 

die Aktivität von Matrix-Metalloproteinasen generiert werden kann.  

Apoptose ist zur Aufrechterhaltung der Homöostase von Geweben notwendig. Alternde (se-

neszente) und beschädigte Zellen werden so eliminiert. Sie spielt außerdem eine wichtige 

Rolle in vielen physiologischen Prozessen, insbesondere während der Entwicklung und im 

Immunsystem (Krammer 1999; Vaux und Korsmeyer 1999). Autoreaktive Zellen müssen 

beseitigt werden, um Autoimmunität zu verhindern. Am Ende einer Immunantwort wird die 

Zahl der aktivierten Lymphozyten reduziert, um die Immun-Homöostase zu erhalten 

(Baumann et al. 2002). Viele Krankheiten sind entweder mit erhöhter oder verminderter 

Apoptose assoziiert, so z.B. AIDS, Krebs und Autoimmunerkrankungen (Krammer 1999). Die 

wachsende Subfamilie der Todesrezeptoren gehört zu der TNF/NGF (tumor necrosis fa-

cotr/nerve growth factor)-Rezeptor-Superfamilie. Todesrezeptoren sind differenziell glykosy-

lierte Typ-I Transmembranproteine und zeichnen sich durch ihre intrazelluläre Todesdomäne 

(death domain, DD) aus, welche zur Transduktion des Todessignals notwendig ist. Beim 

Menschen sind sechs Mitglieder dieser Subfamilie bekannt, nämlich TNF-R1, CD95 

(APO/Fas), DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2 und DR6 (Schulze-Osthoff et al. 1998; Ashkenazi 

und Dixit 1999). CD95 (Fas) ist der bisher am besten untersuchte Rezeptor (Krammer 1999; 

Schmitz  et al. 2000). 

1.8.2. Der FasL (CD95L)-Promotor und der Aktivierungs-induzierte Zelltod 

Naive T-Lymphozyten werden durch die Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) aktiviert, 

was eine spezifische Immunantwort auslöst. Im Gegensatz dazu wird in zuvor aktivierten T-

Zellen auf dasselbe Signal Aktivierungs-induzierter Zelltod (activation induced cell death, 

AICD) ausgelöst (Klas et al. 1993; Radvanyi et al. 1993; Singer und Abbas 1994; Alderson et 

al. 1995; Brunner et al. 1995; Dhein et al. 1995; Ju et al. 1995; Nagata 1997). AICD ist ein 

wichtiger Mechanismus, um die Anzahl der reaktiven T-Zellen zu reduzieren und die Immun-

reaktion zu beenden (Freitas und Rocha 1999; Krammer 2000). Dies kann am Beispiel einer 

Infektion gezeigt werden: Wenn der Körper von der Infektion befreit ist, werden die während 

der Immunantwort generierten Effektorzellen überflüssig. Daher wird die große Mehrzahl der 

aktivierten T-Zellen am Ende der Immunreaktion durch AICD eliminiert. Dieser Prozeß kann 

auch als eine zweite Verteidigungslinie bei Autoimmunität wirken, indem durch ihn die auto-

reaktiven Zellen in der Peripherie zerstört werden. Die Sensitivität peripherer T-Zellen ge-

genüber AICD hängt von deren Aktivierungszustand ab. Die Entscheidung zwischen der pro-

liferativen und der suizidalen Antwort der Zellen ist streng reguliert und beruht auf der Not-

wendigkeit zum Auslösen einer Immunreaktion oder zur Reduktion der aktivierten T-Zellen, 

die ihre Aufgabe erfüllt haben. Nur wenige Zellen überleben den AICD und differenzieren zu 
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Gedächtniszellen (Sprent und Miller 1976). Frisch aktivierte T-Zellen sind gegenüber Indukti-

on von Apoptose über Stimulation des TCR resistent.  

AICD wird hauptsächlich über den Signalweg des CD95 (oder auch APO-1/Fas) genannten 

Rezeptorsystems ausgelöst. CD95L (CD95 Ligand, CD178) wird durch die Vernetzung des 

TCR mit CD3 induziert und aktiviert den CD95-Signalweg. Die Stimulation von CD95 führt 

zur Bildung des hochmolekularen Proteinkomplexes DISC (death-inducing signaling com-

plex), welcher wiederum die proteolytische Aktivierung der Procaspase 8 induziert 

(Abbildung 14). Die aktivierte Caspase 8 initiiert wiederum eine Reaktionskaskade, die 

schließlich über die Aktivierung anderer Caspasen zur Apoptose führt (Medema et al. 1997). 

Eine Fehlregulation der Expression von CD95L führt zu verschiedenen Erkrankungen wie 

Autoimmunität oder unkontrollierter Proliferation der Lymphozyten (Watanabe-Fukunaga et 

al. 1992; Takahashi et al. 1996). Der CD95L-Promotor ist komplex und umfaßt Bindungsstel-

len für eine Reihe von Transkriptionsfaktoren. Es konnten beispielsweise Bindungsstellen für 

NF-AT (Latinis et al. 1997; Li-Weber et al. 1998; Norian et al. 1998), NF-κB (Li-Weber et al. 

2000) (Matsui et al. 1998; Kasibhatla et al. 1999), AP-1 (Matsui et al. 2000; Baumann et al. 

2003), Egr (early growth response protein) (Mittelstadt und Ashwell 1998; Mittelstadt und 

Ashwell 1999) und IRF-1 (IFN-regulatory factor 1) (Chow et al. 2000; Kirchhoff et al. 2002) 

charakterisiert werden. Es ist bereits seit 1995 bekannt, das Glucocorticoide und auch Retin-

säure AICD durch Repression von FasLigand verhindern können (Yang et al. 1995; Cui et al. 

1996). Während Dexamethason auf der einen Seite selbst Apoptose in T-Zellen induziert, 

verhindert es paradoxerweise den Aktivierungs-induzierten Zelltod AICD. Ob der Glucocorti-

coid-Rezeptor FasLigand über den Mechanismus der Cis - oder der Trans-repression regu-

liert, ist bisher noch nicht publiziert worden. 

Beim Vergleich unterschiedlich differenzierter Zellen und verschiedener Zelllinien wurden im 

Hinblick auf die Signalübertragung nach CD95-Stimulation zwei Zelltypen identifiziert, CD95-

Typ I und Typ II genannt (Scaffidi et al. 1998). Der Typ II-Signalweg ist von der apoptoti-

schen Aktivierung der Mitochondrien abhängig, einem Prozess, der bei vielen Apoptose-

Signalwegen wichtig ist (Kroemer 1997; Gross et al. 1999). In CD95-Typ I-Zellen ist die In-

duktion der Apoptose von der Aktivierung großer Mengen an Caspase-8 am DISC begleitet. 

Im Gegensatz dazu ist die DISC-Bildung in Typ II-Zellen trotz vergleichbarer CD95-

Expression auf der Zelloberfläche schwach.  
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Abbildung 14: Die Rolle des FasLiganden beim Aktivierungs-induzierten Zelltod  

Je nach Zelltyp und Auslöser kann die Apoptose auf verschiedenen Signalwegen einge-
leitet werden. Das Auslösen der Apoptose über die Aktivierung des Zellmembranrezep-
tors Fas (CD95) führt über den hochmolekularen Proteinkomplex DISC (death inducing 
sigaling complex) zur Aktivierung der Initiator-Caspasen-8 und -10 und damit zur Apopto-
se. (Abbildung von Sigma-Aldrich) 

CD95 wird in vielen Geweben konstitutiv exprimiert. Die Expression des CD95-Liganden ist 

jedoch auf wenige Zellen beschränkt, wie z.B. aktivierte T-Zellen, Makrophagen, Zellen so-

gennanter immunpriviligierter Gewebe und wird streng reguliert. Der CD95L ist für die au-

ßergewöhnliche Rolle der von der normalen Immunantwort ausgenommenen immunprivili-

gierten Gewebe wie Hirn, Ovar, Testis, Uterus während der Schwangerschaft, Plazenta und 

Auge verantwortlich (Barker und Billingham 1977). Da die Zellen dieser Gewebe CD95L ex-

primieren, werden in diese Bereiche einwandernde Immunzellen durch Apoptose beseitigt. 

CD95L-induzierte Apoptose spielt auch eine Rolle in einigen Autoimmunerkrankungen. Nor-

male Thyrozyten exprimieren konstitutiv funktionellen CD95L, aber normalerweise kein 

CD95. In Hashimoto-Thyroiditis-Patienten exprimieren die Thyrozyten CD95, was die Induk-

tion von Apoptose in diesen Zellen zur Folge hat (Giordano et al. 1997). Folglich führt bei 

Hashimoto-Thyroiditis die normalerweise schützende Funktion des CD95L bei Thyrozyten 

zur Zerstörung der Schilddrüse. 

1.8.3. Der SOCS-3-Promotor 

Proteine aus der Familie der SOCS-Proteine (‚suppressor of cytokine signaling’) können den 

JAK/STAT-Signaltransduktionsweg inhibieren. Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg wird 
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von vielen gp130-stimulierenden Zytokinen wie z.B. IL-6, IL-11, LIF (leukemia inhibitory fac-

tor) oder auch von Leptin oder Prolaktin benutzt. Die Bindung des jeweiligen Liganden an 

den Zytokin-Rezeptor auf der Zelloberfläche führt zur Autophosporylierung und damit zur 

Aktivierung derJanus-Kinasen (JAK’s). Anschließend wird die zytoplamatische Domäne der 

Kinasen phosphoryliert, was wiederum zur Phosphorylierung der an den JAKs assoziierten 

Proteine, der STATs (signal transducers and activators of transcription) führt. Die Phosphory-

lierung eines spezifischen Tyrosinrestes der STATs ermöglicht deren Homo- und Heterodi-

merisierung. Die dimerisierten STAT-Komplexe wandern in den Nukleus und aktivieren dort 

ihre Zielgene durch Bindung an spezifische Promotor-Bindungselemente (Imada und Leo-

nard 2000). Die Familie der SOCS-Proteine enthält die Proteine CIS (‚cytokine inducible SH2 

protein’) und SOCS-1 bis SOCS-7 (Auernhammer und Melmed 2001). Die Proteine SOCS-1 

bis SOCS-3 und CIS werden durch Zytokin-Stimulation über den JAK/STAT-Signaltrans-

duktionsweg induziert, und inhibieren sofort nach ihrer Induktion den JAK/STAT-Weg in ei-

nem klassischen negativen Rückkopplungsmechanismus (Kile und Alexander 2001; Larsen 

und Ropke 2002). In Immunopräzipitations-Experimenten konnte gezeigt werden, dass 

SOCS-1 und SOCS-3 mit JAKs nach Zytokin-Stimulation präzipitieren und damit deren Kina-

seaktivität hemmen (Larsen und Ropke 2002). Man geht davon aus, dass die SOCS-Box 

eine Schlüsselfunktion als Mediator der bei SOCS-Proteinen wichtigen proteasomalen De-

gradation hat (Kile und Alexander 2001).  

SOCS-3 gehört (zusammen mit SOCS-1) zu den am besten charakterisierten Proteinen die-

ser Familie. Obwohl die basalen Expressionslevel sehr niedrig bis nicht detektierbar sind, 

wird SOCS-3 neben LIF auch von anderen gp130-stimulierenden Zytokinen wie Interleukin-

6, Interleukin-11, Leptin, GH (growth hormone) und Prolaktin sehr schnell induziert (Marine 

et al. 1999; Auernhammer et al. 1999). Bei der Ratte konnte gezeigt werden, dass SOCS-3 

durch Glucocorticoide reprimiert wird (Tollet-Egnell et al. 1999; Paul et al. 2000; Madiehe et 

al. 2001). Zu andern Spezies sowie zum Mechanismus der Repression liegen bisher noch 

keine publizierten Daten vor.  

SOCS-3 ist in die Regulation der HPA-Achse (Auernhammer und Melmed 2001; Chesnoko-

va et al. 2002) und in die Regulation der T-Zell-Differenzierung involviert (Kubo et al. 2003; 

Seki et al. 2003). Es wird in den Thymozyten der Maus selektiv in TH2-Zellen exprimiert. TH2-

Zellen sind T-Helferzellen, welche im Gegensatz zu TH1-Zellen (aktivieren in erster Linie T-

Zellen und Makrophagen) hauptsächlich B-Zellen aktivieren. Von Seki et al. konnte gezeigt 

werden, dass die Expression von SOCS-3 in den peripheren T-Zellen von Patienten mit Typ 

TH2-Erkrankungen wie atopisches Asthma und Dermatitis eng mit der Schwere der Erkran-

kung korrelliert (Seki et al. 2003). Je schwerer der Krankheitsverlauf, desto höher war die 

Expression von SOCS-3 in den T-Zellen. Man vermutet, dass SOCS-3 asthmatische Erkran-

kungen durch Inhibierung der über IL-12 vermittelten T-Zell-Entwicklung auslöst. Hierzu sind 
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jedoch noch keine Daten publiziert worden. SOCS-3 reguliert die Entwicklung der T-Zellen 

vermutlich auch über weitere Mechanismen wie die Inhibierung des  

IL-2, TCR und CD28-Signaltransduktionswege (Kubo et al. 2003).  

 

Abbildung 15: Regulation von SOCS-3 und POMC (Auernhammer und Melmed 2001) 

SOCS-3 reguliert die POMC-Expression in corticotrophen Zellen. Sowohl SOCS-3 als 
auch POMC werden von CRH und LIF positiv reguliert. Das SOCS -3-Protein reprimiert 
den JAK/STAT-Signaltransduktionsweg und verhindert damit die LIF -induzierte Promo-
toraktivierung des SOCS-3- als auch des POMC-Promotors. Da SOCS -3 durch die ent-
haltene SOCS-Box relativ schnell vom Proteasom degradiert wird (t1/2 = 1,5 h), ist dieser 
Effekt nur von kurzer Dauer. 

SOCS-3 wirkt in korticotrophen Zellen ebenfalls als intrazellulärer Suppressor in der Zytokin-

Signaltransduktion (Abbildung 15). Es inhibiert die STAT-abhängige POMC-Genexpression 

durch die negative Beeinflussung der LIF-induzierten Aktivierung des JAK/STAT- Signal-

transduktionsweges. Im Gegensatz dazu wird die CRH-induzierte POMC-Genexpression 

durch SOCS-3 nicht beeinflusst. LIF (leukemia inhibitory factor) ist ein potenter neuro-

immunoendokriner Modulator. Die Stimulation korticotropher Zellen mit LIF führt zu einer 

schnellen Hochregulation von SOCS-3 über einen STAT-abhängigen Mechanismus. Da-

durch wird die LIF-induzierte Aktivierung des corticotrophen POMC-Gens limitiert, da die 

JAK/STAT-Aktivierung durch SOCS-3 gleich wieder blockiert wird. Auf der anderen Seite 

führt die damit ebenfalls reprimierte SOCS-3-Produktion und die schnelle proteosomale De-

gradation des SOCS-3-Proteins dazu, dass die Zelle ihren funktionellen Status schnell wie-

dererlangt. LIF und CRH induzieren den POMC-Promotor synergistisch. LIF aktiviert den 
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POMC -Promotor dabei nicht nur durch die STAT-Proteine, sondern auch indirekt durch die 

Induktion der STAT-abhängig exprimierten Transkiptionsfaktoren c-fos und JunB. CRH indu-

ziert auch den SOCS-3-Promotor durch Bindung von c-fos und JunB. Dadurch inhibiert CRH 

indirekt die LIF-induzierte Aktivierung des POMC-Promotors und reguliert den Crosstalk von 

CRH und LIF auf dem POMC-Promotor aktiv herunter. 

1.8.4. Der Interleukin-1β -Promotor 

Das Zytokin Interleukin-1β (Il-1β) wird von Makrophagen, T und B-Lymphozyten, Fibrobla-

sten, epidermalen Zellen und Endothelzellen als Reaktion auf andere Zytokine oder mikrobi-

elle Produkte wie LPS (Lipopolysaccharid) gebildet (Zhang et al. 1997) und enthaltene Refe-

renzen). Il-1β ist ein wichtiger Entzündungsmediator welcher die Aktivierug von Leukozyten, 

verbindenden Gewebezellen und Gefäß-Endothelzellen beeinflusst (Zhang et al. 1997). 

Zhang et al. haben im Il-1β Promotor ein nGRE an Position -570 bis -552 charakterisiert. 

Dieses 19bp-Element enthält eine Bindungsstelle für den Transkiptionsfaktor AP-2. GRdim/dim-

Mäuse weisen eine erhöhte Expression von Il-1 auf (Grose et al. 2002). Daraus kann man 

schliessen, dass es sich hier höchstwahrscheinlich um einen DNA-bindungsabhängingen 

Mechanismus handelt. 

1.9. Weitere negative GREs 

1.9.1. Der Osteocalcin-Promotor 

Glucocorticoid-induzierte Osteoporose (GIOP) ist eines der wichtigsten Probleme in der 

chronischen Therapie mit Glucocorticoiden. Auf der molekularen Ebene ist Osteoporose we-

gen ihrer Komplexität erst sehr unvollständig charakterisiert (Schäcke et al. 2002a; Väänä-

nen und Härkönen 2002; Petrone et al. 2003).  

Im Knochengewebe finden ständig Umbauprozesse statt, wobei die Osteoklasten den Kno-

chen abbauen, und die Osteoblasten für die Bildung von neuem Knochen zuständig sind. Die 

Knochen dienen als Kalziumreservoir im Körper. Glucocorticoide supprimieren die Prolifera-

tion der Osteoblasten und verhindern damit die Knochenneubildung (Schäcke et al. 2002a; 

Väänänen und Härkönen 2002). Zusätzlich verringern GCs die gastrointestinale Kalziumauf-

nahme und erhöhen die Kalziumausscheidung (Schäcke et al. 2002a). Des weiteren regulie-

ren Glucocorticoide die Transkription von einigen Matrixproteinen im Osteoblasten: Typ I 

Kollagen wird über Transrepression durch den GR reprimiert (Schäcke et al. 2002a; Väänä-

nen und Härkönen 2002).  

Osteocalcin (oder BGP, bone gla protein) ist nach den Kollagenen der Hauptproteinbestand-

teil der extrazellulären Knochenmatrix. Es wird von Vitamin D über ein VDRE (Vitamin D 
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Bindungselement) induziert und durch die Bindung des GR an ein nGRE, welches die TATA-

Box überlappt, reprimiert (Stromstedt et al. 1991). Es konnte gezeigt werden, dass TBP 

(TATA box binding protein) und GR um ihre Bindungsstelle konkurrieren (Meyer et al. 

1997b). Durch Mutation der nicht-kanonischen TATA-Box in eine Konsensus-TATA-Box mit 

stärkerer Bindungsaffinität gegenüber dem TBP-Protein konnte die GR-abhängige Repressi-

on reduziert werden (Meyer et al. 1997a). 

1.9.2. Die Keratin-Promotoren 

Keratine sind eine Familie von unterschiedlich exprimierten Proteinen der Epidermis. Die 

Expression der Keratine K5, K14, K6, K16 und K17 werden durch Glucocorticoide reprimiert. 

Radoja et al. haben in allen fünf Keratin-Promotoren nGREs identifiziert. Mittels DNase 

Footprint und Bandshift-Experimenten (EMSA) wurde gezeigt, dass GR diese Elemente un-

üblicherweise als vier Monomere bindet (Radoja et al. 2000). Obwohl diese nGREs zwischen 

den verschiedenen Keratinen konserviert sind, weichen sie in ihrer Struktur deutlich von an-

deren charakterisierten nGREs ab. 

1.9.3. Der α -Fetoprotein-Promotor 

α-Fetoprotein (AFP) ist bei Säugetieren die Hauptkomponente im fötalen Serum. Das sekre-

torische Polypeptid ist dem Serum-Albumin in Struktur und Funktion sehr ähnlich und wird in 

Dottersack und Leber synthetisiert. AFP hat eine hohe Affinität für mehrfach ungesättigte 

Fettsäuren, bindet Östrogene und liefert seine gebundenen Liganden an die verschiedenen 

Gewebe. Die AFP-Serumspiegel fallen direkt nach der Geburt drastisch ab. Eine Erhöhung 

der AFP-Level beim Erwachsenen wird bei primären Leberkarzinomen, Teratokarzinomen 

und Darmkrebs beobachtet. Daher ist AFP ein wichtiger Tumormarker in der klinischen Pra-

xis. 

Der AFP Promotor der Ratte enthält eine repressives Element bei -169 bp und eine Enhan-

cer-Region bei -2,5 kb, die beide durch Glucocorticoide reprimiert werden (Guertin et al. 

1988; Poliard et al. 1990). Das nGRE befindet sich 180 bp stromaufwärts der Transkriptions-

startstelle bei allen analysierten Säugetierspezies (Nakabayashi et al. 2001). Neben dem 

nGRE befindet sich eine funktionelle AP-1 Bindungsstelle (Zhang et al. 1991).  
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Abbildung 16: Strukturvergleich des humanen und murinen AFP-Promotors 

Der humane und murine AFP-Promotor enthalten beide ein nGRE (rot und blau markiert). 
Zusätzlich zu dem nGRE enthält der murine Promotor ein DR1-Bindungselement (grün 
markiert), dass für die beobachtete Spezies-spezifische Regulierung des Promotors ve r-
antwortlich gemacht wird. Der in Footprint-Experimenten vor der DNaseI geschützte Be-
reich wurde eingerahmt. Weitere Erklärungen siehe Text. Abbildung modifiziert nach 
(Nakabayashi et al. 2001). 

Während die 3’-Hexamere zwischen verschiedenen Säugetieren konserviert sind (wie bei 

anderen nGREs auch), zeigen die 5’-Hexamere Unterschiede, die vermutlich für die spezies-

spezifische Regulation der AFP-Expression verantwortlich sind (Abbildung 16): Das humane 

5’-Hexamer zeigt Ähnlichkeiten mit einem positiven GRE und wird positiv durch Glucocorti-

coide reguliert, und das Hexamer bei Nagern überlappt mit einem DR1-Bindungselement, an 

das Nukleäre Rezeptoren wie PPAR, RXR oder der Orphan-Rezeptor HNF-4 binden können 

(Nakabayashi et al. 2001). Für die Relevanz dieser Ergebnisse in vivo liegen leider noch 

keine Daten vor. 
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2. Aufgabenstellung 

Der Glucocorticoid-Rezeptor reprimiert seine Zielgene indem er entweder direkt an die DNA 

bindet (Cis-Mechanismus) oder durch DNA-unabhängige Bindung an positiv wirkende 

Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 und NF-κB (Trans-Mechanismus). Bisher ging man 

davon aus, dass die entzündungshemmenden Wirkungen der Glucocorticoide weitgehend 

über den Mechanismus der Trans-Repression reguliert werden, wohingegen die Nebenwir-

kungen vor allem durch DNA-abhängige Aktivierung und Repression (Cis-Aktivierung bzw. 

Cis-Repression) von Zielgenen vermittelt werden. Während die Cis-Aktivierung bereits 

umfangreich analysiert wurde, ist der Mechanismus der Cis-Repression nach wie vor unklar. 

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die DNA-bindungsabhängige Cis-Repression näher zu 

untersuchen und zu charakterisieren. Dabei ergeben sich zwei zentrale Fragestellungen: 

1) Wie wird die Cis-Repression mechanistisch reguliert? Sind Korepressoren involviert und 

wenn ja, welche?  

2) Gibt es zusätzlich zu den bereits charakterisierten nGRE-reprimierten Zielgenen weitere 

Zielgene für die Cis-Repression? Sind diese Gene möglicherweise in die Immunmodulation 

involviert? 

Zur Klärung der 1. Frage soll ein in vitro-Bindungstest (ABCD, ABCDE) eingesetzt werden, 

um zum einen die Bindungsaffinität des GR zur DNA in Abhängigkeit vom Ligandenbin-

dungsstatus des Rezeptors und der DNA-Sequenz zu untersuchen, und um zum anderen 

involvierte Kofaktoren mittels Western Blot und Massenspektrometrie zu identifizieren.  

Zur Beantwortung der 2. Frage sollen die Promotoren der Gene FasLigand und SOCS-3 auf 

potenzielle nGREs hin untersucht werden. Die Relevanz dieser Gene hat sich aus Untersu-

chungen von S. Baumann (FasLigand) und W. Schmid (SOCS-3) ergeben. Dazu wird der 

oben beschriebene in vitro-Bindungstest in Verbindung mit Luciferase-Reportergentests ein-

gesetzt. Die Verwendung verschiedener Mutanten des Glucocorticoid-Rezeptors soll Auf-

schlüsse hinsichtlich des Mechanismus der Repression dieser Zielgene durch Glucocorticoi-

de geben. 



Material und Methoden 37 

3. Material und Methoden 

3.1. Material 

3.1.1. Chemikalien 

Tabelle 2:Chemikalien und Bezugsquellen 

Chemikalie Firma 

Acrylamidlösung mit 0,8 % Bisacrylamid (37,5:1) Roth, Karlsruhe 

Agarose (Electrophoresis Grade) LifeTech., USA  

Albumin (Fraktion V) Roth, Karlsruhe 

Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt 

Ampicillin AppliChem, Darmstadt 

Antipain Sigma, Taufkirchen 

APS (Ammoniumperoxodisulfat) Sigma, Steinheim 

Aprotinin Sigma, Taufkirchen 

Benzamidin Sigma, Taufkirchen 

β-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen 

Borsäure Sigma, Taufkirchen 

Bradford-Reagenz BIO-RAD, München 

Bromphenolblau Fluka, Buchs (CH) 

DMEM (Dulbeccos minimal essential medium) Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

DMSO (Dimethyl Sulfoxid) Merck, Darmstadt 

DNA-Marker MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

DNA-Marker (smart ladder) Eurogentec, Köln 

DTT (Dithiothreitol) Sigma, Steinheim 

ECL-Lösung 1 + 2 AmershamPharmacia 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma, Taufkirchen 

Essigsäure (Eisessig) Roth, Karlsruhe 

Ethanol Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 

FCS (fetal calf serum) PAA Laboratories, Linz; 
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Formaldehyd  Roth, Karlsruhe 

FuGene Roche, Mannheim 

Glutamin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe; Bio Whitta-
ker Europe, Verviers (B) 

Glyzerin Roth, Karlsruhe 

Glyzin Roth, Karlsruhe 

Glutathion-Agarose Sigma, Steinheim 
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Heringssperma-DNA Sigma, Taufkirchen 

HCl Roth, Karlsruhe 

H2O Milli-Q gereinigt und autoklaviert 

IPTG (Isopropylthio-beta-D-galactoside) Roth, Karlsruhe 

Isopropanol Roth, Karlsruhe 

KCl (Kaliumchlorid) Roth, Karlsruhe 

Leupeptin  Sigma, Taufkirchen 

Methanol Roth, Karlsruhe 

[35SMethionin  (>1.000 Ci/mmol; 10 mCi/ml) Amersham Pharmacia Biotech 

MgCl2 (Magnesiumchlorid) Fluka, Buchs (CH) 

Milchpulver Ja, Köln 

NaCl (Natriumchlorid) Roth, Karlsruhe 

NaOH (Natronlauge) AppliChem, Darmstadt 

Nukleotide PeQlab, Erlangen; MBI Fermentas, St. 
Leon-Rot 

Polyacrylamid                                             (Lö-
sung aus 30% Acrylamid /1% Bisacrylamid) 

Roth, Karlsruhe 

PBS (phosphate buffered saline, tissue culture 
grade) 

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe; Bio Whitta-
ker Europe, Verviers (B) 

Penicillin/Streptomycin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe; Bio Whitta-
ker Europe, Verviers (B) 

Pfx Polymerase Invitrogen, Karlsruhe 

Phenol/Chloroform Roth, Karlsruhe 

Polyethylenimin (PEI) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Polyvinylidendifluorid-Membran (Immobilon 0,45 
µM) 

Millipore, Eschborn 

Ponceaurot Roth, Karlsruhe 

Primer ThermoHybAid, Ulm 

Protein A-Agarose und Protein G-Agarose  Amersham, Freiburg 

Protein-Marker NEB, Frankfurt am Main,             Bio-
Rad, München 

2-Propanol  Roth, Karlsruhe 

Protease-Inhibitor Mix (COMPLETE) Roche, Mannheim 

RPMI Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth, Karlsruhe 

Taq Polymerase Roche, Mannheim 

TEMED (N, N, N`, N`-Tetramethylethylendiamin) Roth, Karlsruhe 

Thiamin Sigma, Steinheim 

Tris Roth, Karlsruhe 

Triton-X 100 Fluka, Buchs (CH) 

Trypan-Blau Sigma, Taufkirchen 
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Trypsin  Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Trichostatin A (TSA) Sigma, Taufkirchen 

Tween 20  Roth, Karlsruhe; Sigma, Taufkirchen 

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-
Galactopyranosid) 

Sigma, Steinheim 

 

Enzyme und Puffer für die Molekularbiologie wurden von den Firmen New England Biolabs 

(Schwalbach) oder MBI bezogen. Weitere Grundchemikalien stammen von den Firmen Roth 

(Karlsruhe), Fluka (Neu-Ulm), Sigma (Deisenhofen) oder Serva (Heidelberg). Affinitätsmedi-

en wurden von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Sigma oder Invitrogen 

(NV Leek, Niederlande) bezogen. Plastikwaren und Filtersysteme für das Labor und die Zell-

kultur wurden von den Firmen Greiner (Frickenhausen), Schleicher & Schuell (Dassel), Bec-

ton Dickinson (Heidelberg) oder Nalgene (Rochester, NY, USA) geliefert. Zellkulturmedien, 

Glutamin, Trypsin/EDTA-Lösungen und Antibiotika für die Zellkultur wurden von Serva bezo-

gen, fötales Kälberserum von Biowhittaker (Verviers, Belgien). 

Falls nicht anders vermerkt, wurden gängige Methoden sowie die Rezepte für Puffer aus 

dem Buch „Short protocols in Molecular biology“ (Ausubel et. al., 1995) entnommen. Etwaige 

Modifikationen sind an entsprechender Stelle vermerkt. 

3.1.2. Lösungen und Puffer 

Tabelle 3: Lösungen und Puffer 

Ampicillin (Boehringer /Mannheim) 50 mg/ml in H2O, steril filtriert (0.2 µm), Auf-
bewahrung bei -20°C 

Annealing Puffer 
0,5 M NaCl 

0,2 M Tris pH 7,4 

Coomassie Entfärberlösung 
200 ml Methanol 

70 ml Eisessig in 1l H2O 

Coomassie Lösung 

(SDS-PAGE) 

0.08% Coomassie G250 

1.6% Phosphorsäure 

8% Ammoniumsulfat 

20 % Methanol 

EDTA 0.5 M pH 8.0 (pH: NaOH) 

Hepes pH 7,8-7,9 

 

Hepes 1M (Kaliumhydroxid) 

Steril filtrieren. 

Heringssperma 20 µg/µl 
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Immunpräzipitations-Waschpuffer 

10 mM Tris pH 8 

2 M NaCl 

1 mM EDTA 

10% Glycerol  

0.05% NP -40 (Detergenz) 

1mM DTT 

PIC (1:500) 

Isopropanol-0,06N-HCl (MTT) 0,06M HCl in Isopropanol 

LB agar  

(Difco/Detroit, USA) 

LB-Medium  

1% (w/v) Bacto-Agar 

LB-Medium (Luria Broth)  

(Difco/Detroit, USA) 

1% (w/v) Bactotrypton  

0.5% (w/v) Hefeextrakt 

172 mM NaCl 

pH 7.5  

NaOH (5N) 
200 g NaOH 

ad 1 l H2O/DEPC-H2O 

NETN-Puffer (Zell-Lysepuffer) 

10 mM Tris pH 8 

2 M NaCl 

1 mM EDTA 

10% Glycerol 

0.5% NP-40 (Detergenz) 

1mM DTT 

0.5mM PMSF 

1 Tablette/10ml Proteaseinhibitor-Tabletten 
(Roche, Mannheim) oder PIC (1:500) 

Oligo Annealing Puffer 
0,5 M NaCl 

0,2 M Tris pH 7,4 

PIC (Protease Inhibitor Cocktail) 

1 mg/ml Leupeptin 

2 mg/ml Antipain 

100 mg/ml Benzamidin 

10.000 units/ml Aprotinin 

PBS (phosphate buffered saline) 

6.5 mM Na2HPO4 

1.5 mM KH2PO4 

2.5 mM KCl 

140 mM NaCl 

pH 7.25 (eingestellt mit HCl) 
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Puffer H 50 bzw. 100 mM KCl 

20 mM Hepes pH 7,8-7,9  

50 bzw. 100 mM KCl  

20 %Glyzerin  

1 mM DTT  

0,1% NP40 

Sammelgelpuffer (SDS-PAGE) 1M Tris-HCl pH 6.8 

SDS-Lämmlipuffer (6 x) 

3.5 ml 1M Tris/HCl pH 6.8 

3 ml ß-Mercaptoethanol (14,3M) 

1 g SDS 

3 ml Glycerol 

200 µl 1 % (w/v) Bromophenolblau 

ad 10 ml H2O 

SDS-Laufpuffer (10 x) 

0.25 M Tris base (30,3g) 

2.5 M Glycin (187,7g) 

1% SDS (50ml 20% SDS) 

ad 1 l H2O 

SOC-Medium 

0,5% (w/v) Hefeextrakt 

2% (w/v)Trypton 

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgCl2 

20 mM MgSo4 

20 mM Glukose 

TAE (Tris-Acetat-Ethanol) (50 x) 

(Agarose Gelelektrophorese) 

242 g Tris-Base 

100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

57.1 ml HAc  

ad 1 l H2O 

TBE (Tris-Borat-EDTA) (10 x) 

(Agarose Gelelektrophorese) 

108 g Tris-base 

55 g Borsäure 

40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

ad 1 l H2O 

TE (Tris-EDTA) (10 x) 

100 mM Tris-HCl (pH 7.4, 7.5 oder 8) 

10 mM EDTA pH 8 

in steril filtriertem H2O (DNA)/ 

DEPC-H2O (RNA) 

Transferpuffer (1 x) 

(für Westernblot) 

200 ml 1xSDS -Laufpuffer 

200 ml Ethanol (ad 1l H2O) 
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Trenngelpuffer (SDS -PAGE) 1 M Tris-HCl pH 8.8 

Zellkulturmedium 

 

DMEM oder RPMI Medium 

10% FCS  

5% Glutamin 

1% Pen/Strep 

 

3.1.3. Plasmide 

3.1.3.1. Eukaryontische Expressionsplasmide 

Tabelle 4: Eukaryontische Expressionsplasmide 

Name Klonierungsvektor Klonierungsstelle Bezugsquelle 

hGR pcDNA3.1 /Hygro, 
Invitrogen 

Xba und BamHI Andy Cato, ITG Karlsruhe 

A458T (hGR) pcDNA3.1 /Hygro, 
Invitrogen 

Xba und BamHI Bernd Groner, GSH 

4DX (hGR) pcDNA3.1 /Hygro, 
Invitrogen 

Xba und BamHI Bernd Groner, GSH 

SRC-1 pCMX-SRC-1 k. A. Rosenfeld Labor, CA, USA 

 

3.1.3.2. Eukaryontische Reportergenplasmide 

Tabelle 5: Eukaryontische Reportergenplasmide 

Name Klonierungs-
vektor 

Klonierungsstelle Promotorbe-
reich 

Bezugsquelle 

MMTV pHH Luc, 
(Nordeen 1988) 

(Nordeen 1988) -326 bis +1 Olivier Kassel, ITG Karlsruhe 

Col1 

Col1 in pBL 
CAT3-
Konstrukt, 
CAT3 durch 
Luc ersetzt 

Hind III und BamH1 
(Schneikert et al. 
1996) 

-517 bis +63 Olivier Kassel, ITG Karlsruhe 

hPOMC pGL3-Basic, 
Promega 

XhoI und HindIII -613 bis +1 Anja Dostert, AG Heinzel 

hAFP pGL3-Basic, 
Promega 

XhoI und HindIII -685 bis +1 Anja Dostert, AG Heinzel 

mAFP pGL3-Basic, 
Promega 

XhoI/HindIII -544 bis +1 Anja Dostert, AG Heinzel 



Material und Methoden 43 

hFasL pGL2-Basic, 
Promega 

k.A. (Baumann et 
al. 2003) 

-1204 bis+100 Sven Baumann, DKFZ  

mSOCS-3 
(clone 4) 

pGL3-Basic, 
Promega 

SstI und NheI -2757 bis +106 Shlomo Mehmed, Cedars-
Sinai Medical Center, USA 

mSOCS-3 
(clone 6) 

pGL3-Basic, 
Promega 

SstI und NheI -2757 bis +929 Shlomo Mehmed, Cedars-
Sinai Medical Center, USA 

mSOCS-3 
(clone 8) 

pGL3-Basic, 
Promega 

SstI und NheI -273 bis +160 Shlomo Mehmed, Cedars-
Sinai Medical Center, USA 

mSOCS-3 
(clone 
6T1) 

pGL3-Basic, 
Promega SstI und NheI -1862 bis +925 

Shlomo Mehmed, Cedars-
Sinai Medical Center, USA 

mSOCS-3 
(clone 
6T2) 

pGL3-Basic, 
Promega SstI und NheI -855 bis +925 

Shlomo Mehmed, Cedars-
Sinai Medical Center, USA 

 

 

 

Abbildung 17: Vektorkarte des pGL3-Basic Vektors (Promega) 

Das eukaryontischen Reportergenplasmid pGL3-Basic wurde zur Klonierung der Promo-
torkonstrukte hPOMC, mAFP und hAFP eingesetzt. Die Enzymschnittstellen und die 
Länge des Inserts sind in Tabelle 5 angegeben, die dazugehörigen Primer in Tabelle 9. 
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3.1.4. Antikörper 

3.1.4.1. GR-Antikörper 

Tabelle 6: GR-Antikörper 

Name Epitop Spezies Hersteller Konzentration 

GR M20 Aminoterminus Kaninchen, polyklonal Santa Cruz 1:2000 

GR P20 Carboxyterminus Kaninchen, polyklonal Santa Cruz 1:1000 

GR E20 Aminoterminus Kaninchen, polyklonal Santa Cruz 1:2000 

GR H300 as 121-420 Kaninchen, polyklonal Santa Cruz 1:2000 

GR PA1-511 as 346-367 Kaninchen, polyklonal Dianova 1:1000 

GR PA1-512 as 245-259 Kaninchen, polyklonal Dianova 1:1000 

GR as 245-259 Maus, monoklonal Transduction 
Laboratories 

1:1000 

GR k.A. Maus, monoklonal Boehringer Ingel-
heim, Ridgefield 

1:1000 

 

3.1.4.2. Sonstige Antikörper 

Tabelle 7: Sonstige Antikörper 

Spezifität 

 
Spezies Hersteller 

Konzen-
tration 

N-CoR C-terminal, affinitätsge-
reinigt 

Kaninchen, polyklonal AG Heinzel 1:2000 

N-CoR (CoIP) Meerschweinchen, 
polyklonal 

Rosenfeld-Labor, USA 1:1000 

RAR Kaninchen, polyklonal Rosenfeld-Labor, USA 1:500 

HMG-1 Kaninchen, polyklonal Pharmingen 1:1000 

Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt Ziege, polyklonal Santa Cruz 1:10000 

Ziege IgG, HRP-gekoppelt Kaninchen, polyklonal Sigma 1:5000 

Maus IgG, HRP-gekoppelt Schaf, polyklonal Amersham Biosciences 1:10000 
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3.1.5. Enzyme 

Die Restriktionsenzyme XhoI, HindIII, SmaI, SacI, Hpy188I und Bgl II wurden von den Fir-

men New England BioLabs (Schwalbach) und Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen und nach 

den Angaben der Hersteller eingesetzt. 

Tabelle 8: Enzyme und Enzymkits 

Name 

 
Zweck Referenz 

QuikChange® Multi Site-Directed 
Mutagenesis Kit 

Gerichtete PCR Mutagenese 
Stratagene 

 

TNT® T7 Coupled Reticulocyte 
Lysate System 

in vitro Transkriptions-
Translations Reaktion; Prote-
inexpression  

Promega 

Platinum Pfx DNA Polymerase PCR Reaktion Invitrogen 

 

3.1.6. Primer und Oligonukleotide 

Tabelle 9: Primer für die PCR 

Name Sequenz (5’à3’) 

POMCfor GCGCTCGAGCCTTGAGGCTTGGGGACACGGA 

POMCrev GCCAAGCTTGTCCTTATATACTTGCCGAGCTC 

AFP-M-for GCGCTCGAGTTGTGCTCTAAGTTTTCTATGTTAAG 

AFP-M-rev GCGAAGCTTGGCAGTGCTGGAAGTGGGATGT 

AFP-H-for GCGCTCGAGTTGTGCTCTAAGTTTTCTATGTTAAG 

AFP-H-rev GGCAAGCTTGGCAGTGGTGGAAGCACAATATG 

MPrimerFor GAGCTCAATGATGCTAGC 

MPrimerRev CGTAGGAAGCTTCTCGAG 

FasLlongfor GAGCTCAATGATGCTAGCGAGAGCAGCCATGGGACTAG 

FasLlongrev CGTAGGAAGCTTCTCGAGGACACAGGTGGTGGTGGAG 

FasLshortfor GAGCTCAATGATGCTAGCAGAGGAGGAAGGCTACATTTCC 
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FasLshortrev CGTAGGAAGCTTCTCGAGAACATCAGCCAGCTGCAAC 

FasL-113for GAGCTCAATGATGCTAGCGTGGGTGTCTCACAGAGAAGC 

FasL-765for GAGCTCAATGATGCTAGCGAGTGGTCGGTTTTATAAAGGC 

FasL-936for GAGCTCAATGATGCTAGCTGGGAACCGAGACTGAGTTC 

FasL-544rev CGTAGGAAGCTTCTCGAGGGAAATGTAGCCTTCCTCCTCT 

 

Tabelle 10: Biotinylierte DNA-Oligos 

Name Sequenz (5’à3’) 

TAT AATCTCTGCTGTACAGGATGTTCTAGCTACT 

TATmut AATCTCTGCTGTAGAGGATCTTCTAGCTACT 

MMTV AGTTTATGGTTACAAACTGTTCTTAAAACG 

hPOMC-D GTGCTGCCGGGAAGGTCAAAGTCCCGCGCCGGGAAGGTCAAAGTCCCGCGCCCAC 

mPOMC-D CGCTGCCAGGAAGGTCACGTCCAAGGCTAGGAAGGTCACGTCCAAGGCTCAC 

POMC110 GCCCCGCGGCCCCCCTTCCCCTGGCCCGGGGAGCTGCTCCTTGTGCTGCCGGGAAGGC
AAAGTCCCGCGCCCACCAGGAGAGCTCGGCAAGTATATAAGGACAGAGGAG 

AFP-D GTATTTTATGTTCAAGGACACAGAGCTTATGTTCAAGGACACAGAGCTCTTTGG 

DR5 AAGGGGATCCGGGTAGGGTTCACCGAAAGTTCACTCGAGATCT 

FASL 700 S mut TGAATAATGATTTAGTATCTGCTGTGTGATG 

FASL 500 S mut1 GGGGTTAGAGCAGCCTTCAACACCTGGCACACATTCCTG 

FASL 500 S mut2 GGGGTTAGGGCAGCCTTGAAGACCTGGCATACATTCCTG 

FASL 500 S mut3 GGGGTTAGAGCAGCCTTTAATACCTGGCATACATTCCTG 

FASL 700 S TGAATAATGTTTTAGTATGTGCTGTGTGATG 

FASL 600 S CCTCAGTTTTCATCTGGTGACCAGAAGAGAG 

FASL 500 S GGGGTTAGGGCAGCCTTGAACACCTGGCACACATTCCTG 

SOCS-3 752 CTCCCCAAAGGACATCAGCACCCACGTCTGT 



Material und Methoden 47 

SOCS-3 752mut CTCCCCAAAGGAGATCAGCACTCACGTCTGT 

SOCS-3 712 ACCAGGCAATGGGCGGATGAGCTGAGGCCAG 

SOCS-3 712mut ACCAGGCAAAGGGCGGATCAGCTGAGGCCAG 

SOCS-3 518 CTTGGAACTGTACATGAGGACCTCGGGGTGG 

SOCS-3 518mut CTTGGAACTGTAGATGAGGACTTCGGGGTGG 

SOCS-3 416 CTCCCGGCTGGCCTCCTAGAACTGCCCG 

SOCS-3 416mut CTCCCGGCTAGCCTCCTACAACTGCCCG 

SOCS-3 4042 CTCCTAGAACTGCCCGCGCGCTCCCATC 

SOCS-3 404mut CTCCTAGAAGTGCCCGCGTGCTCCCATC 

 

3.1.7. Bakterien 

Tabelle 11: Eingesetzte Bakterienstämme 

Name Beschreibung Hersteller 

XL-1Blue 
MRF´ 

∆(mcrA)183(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 
gyrA96 relA1 lac [F´proAB lacIqZ∆15M TZTn10(Telr) 

Stratagene 

DH10B F- mcrA∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)φ80d lacZ∆M15 ∆lacX74  deoR 
recA endA1 araD139 ∆(?ara,leu)7697 galU galK λ-??rpsL nupG 

Life Technologies 

 

3.1.8. Zelllinien 

Tabelle 12: Eingesetzte Zelllinien 

Zelllinie 

 
Herkunft/Eigenschaften Referenz 

Jurkat 

 

Humane T-Zell-Leukämie Zelllinie, die aus dem Blut eines 
14jährigen Junges mit akuter lymphatischer Leukämie (ALL) 
etabliert wurde. 

(Schneider et al. 
1990) 

HeLa 

 

humanes Cervixkarzinom, wurde aus dem epithelialem Cer-
vix einer 31jährigen Frau etabliert wurde. 

(Scherer et al. 1953) 

293T 

 

Nierenzelllinie, aus primärem embryonalem Nierengewebe 
etabliert. Zellen sind mit dem E1A-Genprodukt transformiert 
und exprimieren das SV40 „large T“ Antigen. 

(Graham et al. 1977) 
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MCF7 

 

Humane Brustkrebszelllinie, etabliert aus einer 69-jährigen 
Patientin mit metastasierendem Brustkrebs. Zellen sind posi-
tiv für die zytoplasmatische Lokalisation des Estrogenrezep-
tors  

(Soule et al. 1973) 

AtT20  
Muriner Hypophysentumor, die Zellen produzieren ACTH 
(Adrenocorticotrophes Hormon)  

(Ladman et al. 

1953) 

HepG2 Humane Hepatoblastomzellen eines 15-jährigen Argentiniers (Knowles und Aden 
1983) 

3.2. Methoden 

3.2.1. Klonierung 

3.2.1.1. Kultivierung von E. Coli 

Die plasmidhaltige Bakterien werden über Nacht bei 37°C und 220 rpm in LB-Medium mit 

entsprechenden Antibiotika angezogen. Die langfristige Lagerung der plasmidhaltigen 

Stämme erfolgte bei -80°C in LB-Medium mit 25% Glyzerin. 

3.2.1.2. Herstellung chemokompetenter Bakterien (XL-1 blue) 

Lösung 1 
100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2, 30 mM KaAc, 10 mM CaCl2, 13% Glyzerol(v/v) pH 5,8; 

steril filtrieren 

Lösung 2 
10 mM MOPS (pH 7,0), 10 mM RbCl2 , 75 mM CaCl2 , 13 % Glyzerin (v/v)   pH 7,0; 

steril filtrieren 

 

600 ml Bakterienkultur werden bis zu einer OD600.von 0,48-0,5 angezogen und die Zellen 

anschließend durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 2000 rpm) geerntet. Die Zellen werden in 

200 ml kalter Lösung 1 resuspendiert und für 1-2 h auf Eis inkubiert. Die Bakterien werden 

erneut durch Zentrifugation pelletiert und in 15 ml Lösung 2 resuspendiert. Aliquots von  

200 µl der Bakteriensuspension werden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei  

- 80°C gelagert. 

3.2.1.3.  Herstellung elektrokompetenter Bakterien (DH10B): 

Eine Einzelkolonie der Bakterien wird über Nacht in 5 ml LB-Medium angezogen und am 

nächsten Tag in 500 ml LB-Medium bis zu einer OD600 von 0,5-0,6 wachsen gelassen. Die 

Zellen werden anschließend für 10-15 min auf Eis gekühlt und dann 20 min bei 5000 g und 

2°C zentrifugiert. Die Zellen werden in 5 ml Eiswasser resuspendiert und 500 ml Eiswasser 
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wird hinzugegeben. Es erfolgt erneut eine Zentrifugation und die Zugabe von 5 ml Eiswas-

ser, Resuspension und erneuter Zugabe von 500 ml Eiswasser. Die Zellen werden wie oben 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in der verbleibenden Flüssigkeit gelöst. 

Die Zellen werden entweder gleich verwendet oder zur Lagerung mit 10 % Glyzerin versetzt, 

aliquotiert und bei -80 C aufbewahrt. 

3.2.1.4. Transformation in chemokompetente Bakterien 

10 ng des zu amplifizierenden Plasmids wird zu den chemokompetenten Zellen (Bl21 co-

don+) gegeben, welche auf Eis aufgetaut wurden. Die Aufnahme der Fremd-DNA in die Zel-

len wird durch Kältestreß (30 min auf Eis) und anschließendem Hitzeschock (42°C für 60s) 

ermöglicht. Die Zellen werden anschließend kurz auf Eis abgekühlt und dann mit 500 µl 

SOC-Medium 30 min bei 37°C vorkultiviert. Das Ansatzvolumen wird durch Zentrifugation 

halbiert, auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und über 

Nacht bei 37°C inkubiert. Mit den angewachsenen Kolonien können dann zur Expression 

Flüssigkulturen inokuliert werden. 

3.2.1.5. Transformation in elektrokompetente Bakterien 

Die Transformation in elektrokompetente Zellen (DH10B) eignet sich besonders zur Amplifi-

kation von niedrig konzentrierten Plasmidpräparationen, z.B. aus Ligationsansätzen. Die 

Elektroporations-Apparatur wird auf 2,5 kV, 25 µF und 200 Ω eingestellt. Es wird 1 pg Vektor 

zu 50 µl eisgekühlten elektrokompetenten Zellen gegeben und für 1 min auf Eis inkubiert. 

Der Ansatz wird dann in vorgekühlte Elektroküvetten gegeben und wie oben beschrieben 

gepulst. Die Zellen werden in 700 µl SOC-Medium aufgenommen und 30-60 min bei 37 °C 

inkubiert. Die Zellen werden abzentrifugiert, in 80 µl SOC-Medium aufgenommen und auf 

LB-Platten ausplattiert.  

3.2.1.6. Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli  

Plasmidisolierung in analytischem Maßstab (Mini-Präparation) 

Für analytische Zwecke wird Plasmid-DNA mit dem NucleoleoSpin Plasmid Kit der Firma 

Macherey-Nagel isoliert. Dabei wird nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. 

Plasmidisolierung in präparativem Maßstab (Maxi-Präparation) 

Größere Mengen Plasmid-DNA werden aus 300 ml Kulturen mittels des Plasmid Maxi Kit der 

Firma Genomed präpariert. Dabei wird nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. 
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3.2.1.7. DNA-Konzentrationsbestimmung 

Die Messung der Extinktion von DNA-Lösungen bei 260 und 280 nm gibt Auskunft über de-

ren Konzentration und Reinheit. Eine OD260 entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger DNA. Ist 

der Quotient aus OD260 und OD280 kleiner als 1,8, so deutet dies auf Verunreinigungen mit 

Proteinen oder Phenol hin. 

3.2.1.8. Ethanolfällung 

20 µl  PCR-Product  

80 µl  H2O 

10 µl  Natriumacetat (3M) 

250 µl  EtOH (100%) 

Die Lösungen werden zusammenpipettiert, gut gevortext und für 30 min bei 15000g zentrifu-

giert. Anschließend wird das Pellet mit 70%igem Ethanol (-20°C) gewaschen. 

3.2.1.9. Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur Auftrennung von DNA-Restriktionsfragmenten, zur 

Reinigung von PCR-Produkten und zur Abschätzung von DNA-Konzentrationen eingesetzt. 

Die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente zur Anode ist dabei proportional zur Frag-

mentgröße, welche anhand eines DNA-Längenstandards abgeschätzt werden kann. Es wer-

den in der Regel 1%ige TAE-Gele verwendet (Auftrennungsbereich 0,5-6 kb), die mit 0,002 

% (v/v) Ethidiumbromid versetzt werden, welches in die DNA interkaliert und so unter UV-

Bestrahlung fluoresziert. Der Gellauf erfolgt in 1xTAE-Puffer bei einer kontinuierlichen Span-

nung von 10 mV/cm Gellänge. Anschließend werden die Fragmente unter UV-Licht (366nm) 

sichtbar gemacht und mit einem Videodokumentationssystem der Firma BioRad fotografiert.  

3.2.1.10. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Nach dem gelelektrophoretischen Auftrennen der DNA-Fragmente wird die entsprechende 

DNA-Bande ausgeschnitten und die DNA mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach 

dem Protokoll des Herstellers extrahiert.  

3.2.1.11. DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 

Doppelsträngige DNA kann durch Restriktionsendonukleasen an für diese Nukleasen spezi-

fischen Sequenzmotiven geschnitten werden. Dazu werden 1-10 Einheiten des jeweiligen 

Enzyms pro µg DNA in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer (New England BioLabs/ MBI 

Fermentas) eingesetzt. Die Reaktionszeit beträgt 1-20 h bei der vom Hersteller empfohlenen 

Inkubationstemperatur. Die Reaktion wird durch Zugabe von DNA-Ladepuffer abgestoppt. 
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3.2.1.12. Dephoshorylierung von 5´Enden 

Um die Selbstligation von linearisierten Vektoren in nachfolgenden Klonierungen zu verhin-

dern, werden im Anschluss an den Restriktionsverdau 1-2 Einheiten Alkalische Phosphatase 

(New England BioLabs) pro µg DNA zugeben und für 1 h bei 37°C inkubiert. Die Alkalische 

Phosphatase entfernt 5´-Phosphatgruppen, so daß eine Ligation nur noch mit dem Insert 

erfolgen kann, was die Ligationseffizienz erheblich erhöht. 

3.2.1.13. Ligation von DNA-Fragmenten 

Bei einer Ligation kommt es zur Verknüpfung zweier DNA-Enden. Die Reaktion wird durch 

DNA-Ligasen katalysiert, wobei Phosphodiester-Bindungen zwischen einer freien 5‘-Phos-

phatgruppe und einer freien 3‘-OH-Gruppe gebildet werden. 0,5-1µl geschnittener Vektor und 

Insert werden mit der SMART DNA-Leiter auf ein Agarose-Gel aufgetragen und die DNA-

Konzentrationen pro µl berechnet. Die einzusetzende Insertmenge bei vorgegebener Vek-

tormenge wird nach folgender Formel berechnet 

VektorInsertVerhältnismolares
kbeVektorgröß

kbeInsertgrößngVektor
ngInsert •

•
=

][
][][

][
 

Der Ligationsansatz bestehend aus 10–50 ng Vektor-DNA, der berechneten Menge an In-

sert-DNA, Ligasepuffer und 400 U (Einheiten) der T4-DNA-Ligase wird in einem Volumen 

von 20 µl angesetzt. Die Reaktion erfolgt bei 22 °C für 1 bis 2 Stunden. Um die Qualität des 

Vektors in der nachfolgenden Transformation abschätzen zu können, wird als Kontrolle eine 

Ligation ohne Insert durchgeführt. 2 µl des Ligationsansatzes werden anschließend für die 

Transformation von E.coli eingesetzt. 

3.2.1.14. Sequenzierung und Sequenzanalyse 

Die DNA-Sequenzierung wird vom hausinternen Sequenzierservice mit einem ABI377 Se-

quenzierungsgerät durchgeführt. Die Sequenzen werden mit Hilfe der BLAST-Software ana-

lysiert, welche vom NCBI (National Center for Biotechnology Information) zur Verfügung ge-

stellt wird (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). 

3.2.2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) läßt sich ein definierter Nukleinsäureabschnitt 

selektiv vervielfältigen. Grundlage der Reaktion sind zyklische Temperaturänderungen, wel-

che optimale Bedingungen für verschiedene Reaktionen zur Verfügung stellen. Im ersten 

Schritt hybridisieren spezifische Oligonukleotide (Primer) mit der hitzedenaturierten einzel-

strängigen DNA zu einem doppelsträngigen Startpunkt für die DNA-Polymerase, welche 

dann im zweiten Schritt doppelsträngige DNA aus der einzelsträngigen Vorlage synthetisiert. 
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Durch Hitzeeinwirkung trennen sich die komplementären Einzelstränge im dritten Schritt und 

können schließlich erneut mit den Primern hybridisieren, so dass sich bei jedem Zyklus die 

Zahl der zur Verfügung stehenden Vorlagen verdoppelt. Verwendet wurde die PCR zur Am-

plifikation genomischer DNA-Abschnitte zwecks Klonierung und zur Herstellung biotinylierter 

PCR-Produkte für den ABCD-Bindungstest. 

Spezifische DNA-Segmente werden mit einer Biometra T-Gradient PCR-Maschine amplifi-

ziert. Die Reaktion wird in einem 50 µl Ansatz bestehend aus DNA-Template, DNA-

Polymerase-Puffer, je 10 pmol der entsprechenden Primer (3´und 5´-Primer), 40 pmol des 

dNTP-Mix und 2 U DNA-Polymerase durchgeführt.  

Es wurde folgendes Programm eingesetzt: 

 

Zyklen Ablauf der Reaktion Zeit Temperatur 

 Start 5 min 94°C 

Denaturierung 30 s 94°C 

Annealing 1min 60°C (je nach Primern) 30 Zyklen 

Elongation 2 min 68°C (Pfx-Polymerase) 

 Termination 10 min 68°C (Pfx-Polymerase) 

 

Die Denaturierung der DNA-Matrize erfolgt für 30 s bei 94°C, während für die Hybridisierung 

der Primer für 30 s eine Temperatur ca. 5°C unterhalb des Tm-Wertes gewählt wird. Die Po-

lymerasereaktion wird bei 72°C (Taq-Polymerase) oder 68°C (Pfx-Polymerase) mit einer 

Minute pro Kilobasenpaar des amplifizierten Produktes durchgeführt. Es erfolgten 30-35  

Zyklen, die durch eine abschließende 10-minütige Synthesephase bei 72°C (Taq) bzw 68°C 

(Pfx) abgeschlossen werden. Die PCR-Produkte werden mittels Agarose-Gelelektrophorese 

aufgetrennt, analysiert und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) oder Jet Sorb Ex-

traction Kit aus dem Gel eluiert. 

3.2.3. PCR mit biotinylierten Primern 

Für die PCR können auch 5’-biotinylierte Primer eingesetzt werden. Durch die 5’-

Biotinylierung können die entstandenen PCR-Produkte nach Aufreinigung im ABCD-

Bindungstest eingesetzt werden. Um Fragmente mit gleichen Restriktionsstellen herzustel-

len, kann eine zweistufige PCR-Reaktion durchgeführt werden. Die erste PCR wird mit Pri-
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mern durchgeführt, die einen Überhang mit den entsprechenden Restriktionsstellen haben, 

in der zweiten PCR werden biotinylierte Primer eingesetzt, um die Fragmente anschließend 

im ABCD-Bindungstest einzusetzen (Abbildung 18).  

Unbiotinylier-
tes PCR-Pro-
dukt mit 5’ und
3’ Überhang

Biotinyliertes
PCR-Produkt
für den ABCD-
Bindungstest

PCR

5’-

5’-

-3’5’-

PCR

I.

II.

Promotor-spezifische Primer mit universellem
5’-Überhang

Universellebiotinylierte Primer 

5’- -3’

Promotorsequenz des Zielgens

biotinbiotin

biotin

biotin biotin

biotin

 

Abbildung 18 PCR mit biotinylierten Primern  

Um die hergestellten PCR-Produkte sowohl im ABCD-Bindungstest als auch für die Klo-
nierung einsetzen zu können, wurde eine zweistufige PCR durchgeführt. Im Ersten Am-
plifizierungs-Schritt wurde ein PCR-Produkt mit je einem 5’- und einem 3’-Überhang her-
stellt. Dieser Überhang enthält Schnittstellen für Restriktionsenzyme. In einem zweiten 
Amplifikations-Schritt wurden universelle biotinylierte Primer eingesetzt, um so ein bioti-
nyliertes PCR-Produkt für den ABCD-Bindungstest einzusetzen. 

Während die 2. PCR-Reaktion unter Standartbedingungen durchgeführt wird (vgl. vorheriges 

Kapitel), wurde für die 1. PCR-Reaktion mit Überhang-Primern folgendes PCR-Programm 

eingesetzt: 

 

Zyklen Ablauf der Reaktion Zeit Temperatur 

 Start 5 min 94°C 

Denaturierung 30 s 94°C 

Annealing 1min 56°C 5 Zyklen 

Elongation 2 min 68°C (Pfx Polymerase) 

30 Zyklen Denaturierung 30 s 94°C 



Material und Methoden 54 

Annealing 1min 72°C  

Elongation 2 min 68°C (Pfx Polymerase) 

 Termination 10 min 68°C (Pfx Polymerase) 

 

3.2.4. Herstellung von Proteinlysaten 

3.2.4.1. Gesamtzellextrakte aus Zelllinien 

Bei der Herstellung von Proteinlysaten werden alle Arbeitsschritte auf Eis ausgeführt, um die 

Degradation von Proteinen zu minimieren. Zunächst werden die Zellen mit einem Zellscha-

ber von den Platten abgelöst. Anschließend werden die Zellen abzentrifugiert (1.500 rpm, 10 

Minuten, 4°C), das Medium abgenommen, die Zellen in PBS aufgenommen und erneut zen-

trifugiert. Danach wird der Überstand abgenommen und das Zellpellet in 1 ml NETN-Puffer 

(mit 1 mM DTT, PIC (1:500), 1 mM PMSF) pro 15 cm-Platte resuspendiert. Die Zelllyse er-

folgt während einer 15-minütiger Inkubation auf Eis. Anschließend werden die Zelltrümmer 

abzentrifugiert (10.000 rpm, 15 Minuten, 4°C) und die Extrakte bei -80°C gelagert. 

3.2.4.2. Extrakte aus Geweben der Maus 

Das Mausgewebe (Gehirn oder Leber) wird aus dem -80°C-Gefrierschrank entnommen, ge-

wogen und sofort mit eiskaltem NETN-Puffer in den Homogenisierer (Potter) gefüllt. Pro 1g 

Gewebe werden 5 ml NETN-Puffer (mit 1 mM DTT, PIC (1:500), 1 mM PMSF) eingesetzt. 

Das Gewebe wird mit circa 20 Pumpbewegungen homogenisiert, wobei sich möglichst keine 

Luftblasen bilden sollen. Das Homogenisat wird in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 

bei 4°C und 15000 rpm für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wird in ein weiteres Reakti-

onsgefäß überführt und bei -80°C aufbewahrt. 

3.2.4.3. Extrakte transduzierten SF9-Zellen 

Zur Herstellung von rekombinantem Glucocorticoid-Rezeptor wurde ein Zellextrakt aus bacu-

lovirus-infizierten SF9-Zellen herstellt. Neben GR exprimieren diese Zellen Hsp90, Hsp70 

und p23, um korrekte Faltung und Konformation sicher zu stellen. Die Extrakte wurden von 

S. Goldrick und C.K. Shih (Boehringer Ingelheim, Ridgefield, USA) hergestellt und auf Trok-

keneis geschickt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

3.2.4.4. TNT Translation 

Für die zellfreie in vitro Translation wird das ‘TNT Coupled Rabbit Reticulocyte Lysate Sy-

stem‘ von Promega (Heidelberg) verwendet. Es enthält sämtliche benötigten zellulären Kom-
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ponenten, die für die Proteintranslation benötigt werden. Transkription und Translation wer-

den gleichzeitig ausgeführt. Um das gewünschte Protein zu exprimieren, muss die kodieren-

de cDNA ein funktionelles Startkodon enthalten. Die cDNA ist in dem in vitro-

Translationsvektor pcDNA3.1 kloniert. Das Plasmid wird in Bakterien amplifiziert die vorher 

durch Elektroporation transformiert wurden. Für eine 25 µl-Reaktion werden 1 µg Template-

DNA in RNase-freiem Wasser mit 12,5 µl Kaninchen Retikulozytenlysat, 1 µl TNT Reaktions-

puffer, 0,5 µl T7 RNA-Polymerase (10 U/µl), 0.5 µl Rnasin-Inhibitor (40 U/µl), 1 µl Aminosäu-

re-Mischung (ohne Methionin) und 2 µl 35S-Methionin (10 µCi/µl, Spezifische Aktivität >1000 

Ci/mmol) für 90 min bei 30°C inkubiert. 1/10 der Proteinprobe wird für 3 Minuten bei 95°C mit 

Lämmlipuffer gekocht und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Das Gel wird in einer Gel-

trocknungslösung für 30 Minuten geschüttelt und auf 3MM Whatmanpapier in einem Gelva-

kuumtrockner für 45 min bis 1 h bei 80°C getrocknet. Ein Röntgenfilm wird in einer Filmkas-

sette über Nacht auf das getrocknete Gel gelegt. 

3.2.4.5. Kolorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford 

Bei der kolorimetrischen Konzentrationsbestimmung nach Bradford wird eine Standardeich-

kurve mit definierten Proteinmengen erstellt, um anhand der Absorption der bekannten Pro-

teinmengen unbekannte Proteinkonzentrationen zu ermitteln. Dieses Verfahren beruht auf 

dem Farbumschlag der Substanz Coomassie Blue G-250 von rot-braun (  max = 465 nm) zu 

blau (  max = 595 nm) durch in der Lösung enthaltene Proteine. Der negativ geladene Farb-

stoff bindet dabei an die positiv geladenen Arginin- und Lysinreste der Proteine. 

Die Stammlösung des Proteinfärbereagens (Bio Rad Protein Assay, mit Coomassie G-250, 

BioRad, München) wird mit destilliertem Wasser 1 : 5 verdünnt. 1-2 µl des Proteinlysats wer-

den mit 200 µl der Bradfordlösung in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert und bei 595 nm 

vermessen. Es wird eine Doppelbestimmung durchgeführt und der Mittelwert gebildet. Die 

Eichreihe wird mit 0-10 µg BSA (Rinderserumalbumin in NETN) durchgeführt. Da der gebil-

dete Protein-Farbstoff-Komplex mit der Zeit präzipitiert, wird die Absorbtion innerhalb von 30 

Minuten ermittelt. 

3.2.5. Immunopräzipitation (IP) 

Bei der Immunopräzipitation kann ein spezifisches Protein aus einem Ganzzelllysat präzipi-

tiert werden. Dabei wird das Protein an einen spezifischen Antikörper gebunden, welcher 

wiederum über den FC-Teil an Protein A oder Protein G bindet. Protein A/G ist über eine 

Sepharose- Matrix immobilisiert, so dass das Immunopräzipitat durch Zentrifugation der Pro-

tein A/G-Matrix gewonnen werden kann. Zum Zellextrakt wird 1µg des spezifischen Antikör-

pers gegeben und für 1-3 h auf Eis inkubiert. Es folgt die Zugabe von 50 µl der Protein-A/G 

Sepharose-Beads (1:1-Gemisch mit NETN-Puffer) und eine erneute Inkubation für 30-60 min 
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bei 4 °C auf einem Drehrad. Die Matrix wird dreimal mit NETN-Puffer (0,25% NP-40, Protea-

seinhibitoren) gewaschen und dabei jeweils für 30 sec bei 2.000 rpm zentrifugiert. Das ge-

bundene Protein wird durch Aufkochen der Sepharose-Beads mit Lämmlipuffer eluiert und 

der Überstand auf ein SDS-Gel aufgetragen. 

Es wurden 300- 500 µg Gesamtprotein eines Zelllysates und zusätzlich 200 µg eines Zellly-

sates aus Baculovirus-infizierten SF-9 Zellen (Seite 54) für die IP eingesetzt.  

3.2.6. Der ABCD-Bindungstest 

Der ABCD-Bindungstest (Avidin Biotin Complex DNA) wird eingesetzt, um die Bindungsaffi-

nität eines Transkriptionsfaktors zu seinem DNA-Element zu ermitteln. Hierzu wird ein bioti-

nyliertes DNA-Bindungselement mit der Bindungssequenz für den zu untersuchenden 

Transkriptionsfaktor mit einer Proteinquelle für diesen Faktor (und eventuell zu präzipitieren-

de Kofaktoren) inkubiert (Abbildung 20). Der entstehende Protein-DNA-Komplex wird auf 

einer Streptavidinagarose-Matrix immobilisiert und mehrmals in Puffer H (50mM KCl) gewa-

schen. (Zum Prinzip der Biotin-Avidin-Bindung vgl. Abbildung 19) Das gebundene Protein 

wird durch Aufkochen der Streptavidin-Sepharose-Matrix mit SDS-Probenpuffer eluiert und 

der Überstand auf ein SDS-Gel aufgetragen. 

 

Abbildung 19: Strukturformel von Biotin (Vitamin H) 

Biotin oder auch Vitamin H ist ein natürliches Vitamin, welches in jeder lebenden Zelle 
vorkommt. Avidin ist ein tetrameres Glycoprotein, dass ursprünglich aus dem Hühnerei-
klar isoliert wurde. Das native Tetramer hat 4 Bindungsstellen für Biotin. Streptavidin ist 
ebenfalls ein tetrameres Protein, welches von Streptomyces avidinii isoliert wurde. Die 
Bindung von Avidin bzw. Streptavidin an Biotin ist die stärkste bekannte nicht-kovalente 
Interaktion zwischen einem Protein und seinem Ligand (Kd=10-15M). Die Bindung bildet 
sich sehr schnell aus und ist in einem sehr weiten Temperaturbereich, in einem extremen 
pH-Bereich und auch unter denaturierenden Bedingunen sehr stabil (Meier und Fahren-
holz 1996). Deshalb wird die Avidin-Biotin-Bindung in der biochemischen Forschung viel-
fältig eingesetzt. Im Falle des ABCD-Bindungstests werden 5’-biotinylierte DNA -Oligos 
eingesetzt, welche anschließend mit Streptavidin-Sepharose immobilisiert werden. 

Um die biotinylierten Einzelstrang-Oligonukleotide zu dimerisieren (annealing), werden 50 µg 

des ‚sense’-Oligo und 50 µg ‚antisense’-Oligo zusammen mit 10 µl 10 x Annealing-Puffer 

zusammenpipettiert und der Ansatz wird mit destilliertem Wasser auf 100 µl aufgefüllt. An-

schließend wird ein Becherglas mit Wasser zum Kochen gebracht, in eine Styroporkiste ge-

stellt und das Reaktionsgefäß so bei 95°C inkubiert. Der Deckel der Styroporkiste wird ge-
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schlossen, damit der Reaktionsansatz langsam abkühlt. Nach der Abkühlung auf circa 30 bis 

40°C werden die Proben bei 4°C oder bei -20°C aufbewahrt. 
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element

B

DBDDBD

+
Transkriptions-

faktor

B

DBDDBD

Kofaktor

+
Kofaktor
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Abbildung 20: Der ABDC-Bindungstest 

Der ABCD-Bindungstest wird eingesetzt, um die Bindungsaffinität zwischen der zu analy-
sierenden DNA-Sequenz und dem Glucocorticoid-Rezeptor (oder einem anderen 
Transkriptionsfaktor) zu überprüfen. Dazu wird ein 5’-biotinyliertes GR-Bindungselement 
zusammen mit dem GR inkubiert. Die entstehenden Komplexe werden durch Streptavi-
din-Sepharose immobilisiert, mittels SDS-Probenpuffer eluiert und auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Für die ABCDE-Proteinaufreinigung wird ein zusätzlicher 
Aufreinigungsschritt durchgeführt (Elution): Um die unspezifische Proteinbindung mög-
lichst zu reduzieren, wird der GR mit einem 10-fachen Überschuss nicht-biotinyliertem 
DNA-Oligo von der Sepharosematrix eluiert und anschließend im Silbergel analysiert. 

Zum Blocken und Equilibrieren der Streptavidin-Agarose wird die Streptavidin-Agarose sus-

pendiert, abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Zum Equilibrieren wird zweimal mit je 

800 µl Puffer H (50 mM KCl) gewaschen. Zum Blocken mit BSA wird die Streptavidin-

Agarose mit Puffer H (enthält 2% BSA) auf 500 µl aufgefüllt und vor dem Einsetzen im 

ABCD-Bindungstest nochmals zweimal mit Puffer H ohne BSA gewaschen. Für den eigentli-

chen ABCD-Bindungstest wird folgender Ansatz zusammenpipettiert: 

 

GR-Quelle rekombinant Murin Ganzzellextrakt 

Zellextrakt 40 µl 80 µl 200 µl (4µg/µl Protein) 

Biotinylierte DNA 2 µl Oligo (1 µg/µl) oder 2µg biotinyliertes PCR-Produkt (Kapitel 3.2.3) 

H-DNA (Kompetitor) 10 µl (20 µg/µl) 
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Dexamethason/RU486  2 µl (10-4M) 2µl (10-4M) 5µl (10-4M) 

Puffer H (100 mM KCl) auf 200 µl auffüllen auf 500 µl auffüllen 

 

Die Proben werden für 5 min bei 30 °C im Thermomixer inkubiert, um die Ligandenbindung 

sicherzustellen und den GR zu aktivieren. Anschließend werden die Proben für 1 h bei auf 

Eis gestellt. Dann werden 50 µl der equilibrierten und blockierten Streptavidin-Agarose 

zugeben und die Reaktionsgefäße bei 4°C für 30 Minuten im auf einem Drehrad inkubieren 

gelassen. Die Streptavidin-Matrix wird dann 4 mal mit je 1 ml Puffer H (50 mM KCl) waschen. 

Die an die DNA gebundenen Proteine werden mit SDS-Probenpuffer nach Lämmli durch 5-

minütiges Kochen bei 95°C eluiert und der Überstand auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufge-

tragen. 

3.2.7. Die ABCDE-Proteinaufreinigung 

Um den ABDC-Bindungstest zur Proteinaufreinigung einzusetzen, bedarf es eines weitern 

Elutionsschrittes (ABCDE), um die unspezifisch an die Sepharose-Matrix gebundenen Pro-

teine zu reduzieren. Dazu wird der DNA-gebundene Transkriptionsfaktor durch Kompetition 

mit der 10-fachen Menge an nicht-biotinyliertem DNA-Oligo (im Fall von GR wird das MMTV-

Oligo eingesetzt) von der Matrix eluiert. Es werden 20 µg MMTV-Oligo in 25µl Puffer H auf 

einem Thermomixer für 30 Minuten bei 15°C inkubiert. Nach einer kurzen Zentrifugation wird 

der Überstand abgenommen, mit 5µl 6-fach SDS-Probenpuffer nach Lämmli für 5 Minuten 

aufgekocht und auf ein SDS-Gel geladen. 

3.2.8. Der partielle Proteaseverdau 

Der partielle Proteaseverdau gibt in Verbindung mit dem ABCD-Bindungstest Auskunft über 

DNA-Sequenz-bedingte Konformationsunterschiede. Man kann eine Konformationsänderung 

durch einen tryptischen Verdau nachweisen. Wenn man ein Protein mit der Protease Trypsin 

inkubiert, so wird dieses komplett verdaut. Trypsin gehört zusammen mit Chymotrypsin zu 

den Serin-Proteiasen, bei welchen sich Histidin und Serin im katalytischen Zentrum befinden. 

Trypsin spaltet Proteine an den spezifischen Schnittestellen Lysin-X und X-Arginin, während 

Chymotrypsin bei Leucin-X, Phenylalanin-X und Tyrosin-X spaltet. Bei einer sehr kurzen 

Verdau-Zeit entstehen für das Protein spezifische Fragmente, da das Enzym zuerst an den 

am besten zugänglichen Stellen schneidet. Wenn ein Protein in zwei verschiedenen Konfor-

mationen vorliegt, sind jeweils unterschiedliche Erkennungssstellen der Protease bevorzugt 

an der Oberfläche exponiert, und damit entstehen die proteintypischen Fragmente zu einem 

anderen Zeitpunkt. Die entstehenden Bandenmuster beim partiellen Verdau erlauben somit 

einen Rückschluss auf die Konformation des Proteins. 
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Ein ABCD-Bindungstest (Kapitel 3.2.6) wird mit rekombinantem GR durchgeführt. Nach dem 

Waschen der Streptavidin-Sepharose werden die Proben mit 20µl Trypsin-haltiger Lösung 

(2µg/µl Trypsin in Puffer H, 100 mM KCl) für wenige Minuten bei 37°C auf einem Thermomi-

xer inkubiert (Zeitverlauf). Nach Ablauf der Zeit werden die Proben sofort mit 20µl 2x SDS-

Probenpuffer nach Lämmli versetzt und im Heizblock bei 95°C für 5 Minuten aufgekocht. 

Anschließend werden die Proben auf ein 15%iges SDS-Gel aufgetragen und im Western 

Blot auf das Bandenmuster hin untersucht. 

3.2.9. SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese nach Lämmli 

SDS-Gel Laufpuffer:  25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % SDS 

Die SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ist ein kontinuierli-

ches Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht. Die Proben werden 

für 5 min bei 95°C in 2 x SDS-Ladepuffer inkubiert und durch das SDS mit einer kontinuierli-

chen negativen Ladung versetzt. Die Denaturierung der Proteine durch SDS in Kombination 

mit der Reduktion der Disulfidbrücken mit Mercaptoethanol oder Dithiothreitol (DTT) unter-

bindet Protein/Protein-Wechselwirkungen. Die verschiedenen Proteine unterscheiden so nur 

noch in ihrer Grösse und haben vergleichbare hydrodynamische Eigenschaften. Bei der 

SDS-Elektrophorese wandert der SDS-Protein-Komplex im elektrischen Feld zur Kathode. 

Die elektrophoretische Trennung wird in Polyacrylamidgelen durchgeführt. Diese trennen die 

SDS-Protein-Komplexe durch ihren Molekularsiebeffekt nach ihrem Stokes-Radius und damit 

nach ihrem Molekulargewicht auf. Im Gel polymerisieren Acrylamidmonomere und Querver-

netzer aus Bisacrylamid durch die Bildung freier Sulfatradikale aus dem Katalysator der Re-

aktion, Ammoniumpersufat. Diese Reaktion wird durch den Radikalstabilisator TEMED be-

schleunigt. Hier wurde das diskontinuierliche Lämmli-System mit Tris-Puffern verwendet 

(Dower et al. 1988). Ein Sammelgel (Tris-Puffer pH 6,8; 3-5% Acrylamid) überschichtet ein 

Trenngel (Tris-Puffer pH 8,8; 5-20% Acrylamid). Im Sammelgel werden die Proteine auf glei-

cher Höhe fokussiert. Dies geschieht durch das Zusammenspiel der Glycinat- und Chlorid-

Ionen aus dem Elekrodenlaufpuffer: Die langsameren Glycinationen bilden hinter den mobi-

leren Chloridionen eine Front, an der sich die Feldstärke lokal erhöht. Dadurch erfährt die 

Glycinatfront eine Beschleunigung. Auf ihrem Weg zur Anode nimmt sie die SDS-Protein-

Komplexe auf. Die dann folgende Separierung der Proteine ist um so besser, je länger das 

Trenngel ist. Der Gellauf erfolgt in Form von vertikalen Plattengelen mit 7 bis 15%igen 

Trenn- und 5%igen Sammelgelen in SDS-Laufpuffer. Die Gelelektrophorese erfolgt bei einer 

Stromstärke von 40 mA pro Gel. 
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3.2.9.1. Herstellung von Polyacrylamidgelen 

Die Gele werden in Minigelkammern von BioRad (0,75mm oder 1mm) mit Ethanol gereinig-

ten Glasplatten gegossen. Dabei wird zuerst das Trenngel und dann das Sammelgel einge-

fügt. Dazwischen wird gewartet, bis das mit Butanol überschichtete Trenngel erstarrt ist. 

Die Proben werden in 2x SDS-Probenpuffer nach Lämmli für 5 Minuten bei 95°C aufgekocht. 

Das im Probenpuffer enthaltene Glycerin lässt die Proteine in die Gelspuren einsinken und 

das Bromphenolblau markiert die Lauffront. Aufgetragen werden 30-50 µg Protein (NETN-

Extrakte) oder das in der Immunopräzipitation oder im ABCD-Bindungstest präzipitierte Ma-

terial. 

Trenngel (Tris pH 8,8) Prozent Acrylamid 
Sammelgel            

(Tris pH 6,8) 

 7% 8% 10% 12% 15%  

30% Acrylamid/ 

0.8% Bisacrylamid 
3.5 ml 4 ml 5 ml 6 ml 6 ml 830 µl 

1M Tris 5.6 ml 5.6 ml 5.6 ml 5.6 ml 5.6 ml 625 µl 

20% SDS 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 25 µl 

H2O 5.74 ml 5.24 ml 4.24 ml 3.24 ml 3.24 ml 3.49 ml 

10% APS 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 10 µl 

TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 5 µl 

 

3.2.10. Westernblot und Immunfärbung 

Nach der Auftrennung der Proteine im SDS-Gel werden die Proteine elektrophoretisch auf 

eine PVDF- oder Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Transfer erfolgt über Nacht in 

Transferpuffer bei 100 mA/Membran in einer BioRad-Blotkammer. Nach dem Blotten kann 

der Proteintransfer mit reversibler Ponceaurotfärbung überprüft werden. Dazu wird die Mem-

bran für 5 min in Ponceau S-Lösung (Sigma) gefärbt und durch Waschen mit PBS-Tween  

anschließend wieder entfärbt. Unspezifische Proteinbindungsstellen auf der Membran wer-

den in entfettetem Milchpulver (5% PBS-Tween) für 1h bei Raumtemperatur oder über Nacht 

bei 4°C geblockt. Anschließend erfolgt die Inkubation mit dem Erstantikörper in 2% 

Milch/PBS-Tween für mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur bis über Nacht bei 4°C. 
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Nach der Inkubation mit dem Erstantikörper wird die Membran 2 x 10 min in PBS-Tween 

gewaschen und dann bei Raumtemperatur 30min bis 1h mit dem Zweitantikörper (in 2% 

Milch/PBS-Tween) inkubiert. Der Zweitantikörper bindet an den FC-Teil des Erstantikörpers 

und ist an das Enzym Meerretichperoxidase gekoppelt. Nach der Inkubation wird die Mem-

bran 4 x 10 min in PBS-Tween gewaschen und für 1 min mit ECL-Lösung bedeckt. Auf der 

Membran oxidiert die Meerretichperoxidase das in der Lösung enthaltene Wasserstoffpero-

xid, welches dann seinerseits Luminol oxidiert. Bei der Oxidation emittiert Luminol Photonen 

(Chemolumineszenz). In der ECL-Lösung enthaltenes Phenol verstärkt diese Lumineszens 

um den Faktor 1000. Die Lichtreaktion wird auf einem Röntgenfilm festgehalten.Die Expositi-

onsdauer wird entsprechend der Stärke des Signals zwischen einigen Sekunden und 30 min 

variiert. 

3.2.11. Färbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen 

3.2.11.1. Coomassieblau-Färbung von Polyacrylamidgelen 

Coomassie-Färbelösung: 0,1% Coomassie G250, 40% Ethanol, 10% Eisessig  

Entfärbelösung:   25% Ethanol, 10 % Eisessig 

Zur Sichtbarmachung aller im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wird das Gel für 30 min in 

Coomassie-Färbelösung auf einem Schüttler gefärbt. Diese Färbung detektiert Proteinmen-

gen ab circa 200 ng/0,5 cm Bande. Überschüssiger Farbstoff wird durch mehrfaches Wech-

seln der Entfärberlösung aus dem Gel entfernt. Das Gel wird zur Dokumentation zwischen 

zwei Folien der Firma BioRad (Cellophane Support, BioRad) getrocknet. 

3.2.11.2. Färbung von Polyacrylamidgelen mit Kolloidalem Coomassie Blue 

55 ml H2O 

20 ml Methanol 

5 ml Färbelösung B 

20 ml Färbelösung A 

Die Lösungen werden gemäß den Herstellerangaben der Firma Invitrogen zusammenpipet-

tiert, und das Gel wird für 3-12 Stunden darin geschüttelt. Entfärbung erfolgt durch Schütteln 

des Gels in destilliertem Wasser für mindestens 7 Stunden. Die Gele können bis zum Trock-

nen in Wasser aufbewahrt werden. 

3.2.11.3. Silberfärbung von Polyacrylamidgelen 

Das Polyacrylamidgel wird in 50% Ethanol / 10% Essigsäure für 30 min vorfixiert. Die eigent-

liche Fixierung erfolgt in einer 2,5%igen Glutaraldehyd-Lösung für 30 min. Anschließend wird 

das Gel in H2O für mindestens 1h gewaschen. Es folgt ein Reduktionsschritt in 100 µM DTT, 
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ebenfalls für 30 min. Die eigentliche Färbung wird in 0,1% Silbernitrat (30 min) durchgeführt. 

Das Gel wird für ca. 5s gewaschen und sofort in der Entwicklerlösung (3% Natriumcarbonat, 

0,01% Formaldehyd) entwickelt. Dieser Schritt wird bei 4°C durchgeführt, um die Reaktion zu 

verlangsamen und eine schwächere Hintergrundfärbung zu erreichen. Wenn die Banden in 

der gewünschten Stärke sichtbar sind, wird die Reaktion durch Zugabe einer 10%igen Es-

sigsäurelösung gestoppt. Sobald sich keine neuen CO2-Blasen mehr bilden, kann das Gel in 

Wasser gewaschen und anschließend zu Dokumentationszwecken getrocknet werden. 

3.2.11.4. Silberfärbung von Polyacrylamidgelen (MS-kompatibel) 

Die klassische Silberfärbung ist nicht geeignet, um die Proteinbanden anschließend mittels 

Massenspektrometrie zu sequenzieren, da die Proteine durch Glutaraldehyd miteinander 

vernetzt werden und somit nicht mehr identifizierbar sind. Deshalb wird für die Massenspek-

trometrie der Silberfärbungskit 'SilverQuestTM Silver Staining Kit’ der Firma Invitrogen ver-

wendet. Das Gel wird nach der Elektrophorese kurz mit extra-reinem Wasser (Roth) gewa-

schen und für 20 min in einer Fixierungslösung (10 ml Fixierungskonzentrat, 90 ml extra-

reines Wasser) geschüttelt. Anschließend wird das Gel nacheinander in 30% Ethanol, einer 

Sensitivierungslösung (10 ml Sensitivierungskonzentrat, 30 ml Ethanol, 60 ml extra-reines 

Wasser) und wieder in 30% Ethanol für jeweils 10 min gewaschen. Nach einem weitern 

Waschschritt mit Wasser (10 min) wird das Gel 15 min mit der Silbernitrat-haltingen Färbelö-

sung (1 ml Färbelösung, 99 ml extra-reines Wasser) inkubiert. Das Gel wird für 20-60 Se-

kunden mit Wasser abgespült und in die Entwicklerlösung (10 ml Entwicklerkonzentrat, 1 

Tropfen Enhancer-Lösung, 90 ml extra-reines Wasser) gegeben. Wenn die Banden in der 

gewünschten Intensität entwickelt sind, wird die Reaktion durch Zugabe von 10 ml Stopp-

Lösung (Konzentrat) gestoppt. Nach 10 min wird das Gel wieder für 10 min in extra-reinem 

Wasser gewaschen. Die zu sequenzierenden Banden werden ausgeschnitten und zur wei-

tern Verarbeitung verschickt (Boehringer Ingelheim, Ridgefield). 5-10 ng Protein sind mit der 

Silberfärbung detektierbar. 

3.2.12. MALDI-TOF Massenspektrometrie 

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Matrix-Assisted-Laser-Desorption/Ionization -Time-

Of-Flight-Mass-Spectrometry) wird zur Proteinsequenzierung und zur Bestimmung der 

Masse von Proteinen und Peptiden eingesetzt. Sie zeichnet sich besonders durch kurze 

Analysenzeiten, ihre hohe Empfindlichkeit und die Möglichkeit zur Automatisierung aus. 

Die Bande aus dem gefärbten Gel wird ausgeschnitten und nach Herstellerangaben wieder 

entfärbt. Anschließend werden die Proteine aus dem Gel eluiert. Die Proteine bzw. durch 

tryptischen Verdau entstandenen Peptide werden mit der Matrixsubstanz gemischt und ge-

trocknet. Die Matrix wird mit einem gepulstem UV-Laser beschossen. Daraufhin wird die 
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Schwingungsenergie auf die Biomoleküle übertragen, welche dann in die Gasphase überge-

hen. Durch Protonenübertragung von Matrixmolekülen auf die Proteine/Peptide entstehen 

Protein-/Peptidionen, die in einem elektrischen Feld beschleunigt werden. Durch Messung 

der Flugzeit der Ionen auf einer Driftstrecke kann man sich auf die Masse der erzeugten Pro-

tein-/Peptidionen schließen. Weiterhin kann durch Fragmentierung einzelner Peptidionen die 

Aminosäuresequenz des jeweiligen Peptids abgeleitet werden. Die Massen der Peptide kön-

nen mit zuvor bestimmter Proteinsequenz (z.B. aus cDNA) verglichen werden. Wenn 

Massen und weitere Daten (hier z.B. das Molekulargewicht, bei der 2D-Gelelektrophorese 

auch der isoelektrische Punkt) bekannt sind, können die Massen zur Identifikation des Prote-

ins in den Datenbanken verwendet werden. 

 

Abbildung 21 Schematische Darstellung der MALDI-TOF-Massenspektrometrie 

Die Protein- oder Peptidprobe, welche in einer Matrix immobilisiert ist, wird mit einem La-
ser beschossen. Die ionisierten Peptidfragmente werden beschleunigt und die Flugzeit 
(TOF, time of flight) der charakteristischen Proteinfragmente wird bestimmt. Weitere Er-
klärungen siehe Text. 

Die massenspektrometrische Analyse wurde im Labor von Dr. Vladimir Papov (Boehringer 

Ingelheim, Ridgefield, USA) durchgeführt. Bedingt durch die hohe Auflösung dieses Gerätes 

besteht eine der wichtigsten Schwierigkeiten darin, Keratinkontamination der Probe zu ver-

meiden. Deshalb wurde nur ein kleiner Teil der eluierten Probe mit SDS-Probenpuffer aufge-

kocht und im Silbergel analysiert. Der größte Teil der jeweiligen Proben wurde auf Trocken-

eis nach Ridgefield geschickt, damit der Gellauf und die Weiterverarbeitung unter standardi-

sierten Bedingungen ablaufen konnten. Nach dem Gellauf wurden die Proteine mit kolloida-

lem Coomassie Blue gefärbt, wieder entfärbt, aus dem Gel eluiert und zur MS-Analyse vor-

bereitet. 
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3.2.13. Methoden der Zellkultur 

Die verwendeten Säugerzelllinien werden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 kultiviert, 

adhärene Zelllinien zweimal wöchentlich mit Trypsin (5 min, 37°C) abgelöst, verdünnt wieder 

ausgesät. Dem Medium wird 10% hitzeinaktiviertes FCS, 2 mM L-Glutamin, 100U/ml Penicil-

lin und 100 µg/ml Streptomycin zugegeben. Die Langzeitaufbewahrung erfolgt in flüssigem 

Stickstoff in einem Medium aus 70% DMEM bzw. RPMI / 20% FCS / 10% DMSO. 

3.2.13.1. Behandlung von Zellen 

Tabelle 13: Substanzen zur Zellbehandlung: Stammlösungen und Konzentrationen 

Substanz Konzentration der Stammlösung Endkonzentration  

Phorbolmyristolacetat (PMA) 100 µg/ml in Ethanol 100 µg/ml 

Ionomycin 500 µg/ml in Ethanol 1 µg/ml 

Dexamethason (Dex) 10-4M in Ethanol 10-7M 

RU486 (RU) 10-4M in Ethanol 10-7M 

Valproinsäure (VPA)  0,5 M in Zellkulturmedium 1,5 mM 

Trichostatin A (TSA) 10-4M in Ethanol 10-7M 

 

Kultivierte HepG2-Zellen werden mir einer Dichte von 75000 Zellen pro 12-Loch ausgesät. 

24 Stunden später werden die Zellen transfiziert, nach weiteren 4 Stunden werden die ent-

sprechenden Substanzen zu dem Kulturmedium zugegeben (vgl. Tabelle). VPA wird frisch in 

dem entsprechenden Medium angesetzt (0,5 M). TSA wird in Ethanol verdünnt  

(10-4 M aus 10-2 M Stocklösung) und bei -20°C aufbewahrt.  

3.2.13.2. Transfektion mit FuGene 

Die Transfektion mit FuGene wird nach Herstellerangaben in 12-Loch-Platten durchgeführt. 

Einen Tag vor der Transfektion werden 75000 Zellen/12-Loch-Platte ausgesät. Für die 

Durchführung der Transfektion werden pro 12-Loch 100µl FCS-freies Zellkulturmedium mit 

1,5µl FuGene versetzt, gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wird die zu transfizierende DNA zugegeben und vorsichtig gemischt. Nach 15 min Inkubation 

bei Raumtemperatur wird der Ansatz auf die 12-Loch-Platte gegeben und vorsichtig ge-

schwenkt. Für die Luciferase-Reportergentests wurden pro 12-Loch 0,3 µg Reportergen-

Plasmid, 0,3 µg GR-Plasmid 0,1 µg GFP und 0,1 µg SV40 ßGal eingesetzt. 
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3.2.13.3. Transfektion für den Luciferase-Reportergentest 

Für einen Luciferase-Reportergentest werden 75000 HepG2-Zellen/Loch bzw. 150000 HeLa-

Zellen/Loch in 12-Loch Platten ausgesät und entsprechend der Versuchsanordnung transfi-

ziert und behandelt. Für den Harvest-Puffer werden 1,25 ml 1M MesTris (pH 7,8), 25µl 1M 

DTT, 250µl 10% Triton X-100 und 2,5 ml Glycerin (10%) zusammen pipettiert. Die Zellen 

werden mit PBS gewaschen und mit 100 µl Harvest-Puffer geerntet. Die Extrakte werden 15 

min bei Raumtemperatur inkubiert. Unlösliche Zellbestandteile werden durch Zentrifugation 

entfernt und der Überstand wird für die Messung der Luciferase-Aktivität und für den ß-

Galaktosidasetest eingesetzt. 

3.2.13.4. β-Galaktosidasetest 

100x Mg 100 mM MgCl2, 4,5 M β-Mercaptoethanol 

ONPG (o-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid) 4 mg/ml ONPG in 100 mM NaPi pH 7,5 

NaPi (Natriumphosphat-Puffer pH7,5) 
41 ml 200 mM Na2PO4 

9 ml 200 mM NaHPO4 

Die Kotransfektion des SV40 β-Galactosidase-Vektors bei einer Transfektion ermöglicht die 

Durchführung eines β-Gal-Tests. Hierfür wird 1 µl 100x Mg Lösung, 22 µl ONPG (Substrat), 

72 µl 100 mM NaPi pH 7,5 mit 10 µl Zellextrakt in eine 96-Loch-Platte pipettiert und 30 min 

bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird mit 200 µl 1M Na2Co3 gestoppt und sofort danach bei 

einer OD von 420 nm in einem Photometer gemessen. 

3.2.13.5. Messung der Luciferase-Aktivität 

Luziferin 16,7 ml 5 mM KHPO4, 5 mg Luziferin (Endkonzentration 3000µg/ml) 

Luziferinpuffer 1,25 ml 1 M MesTris, 250 µl 1M MgCl2, 24 mg ATP, 8,25 ml H2O 

Substratpuffer Luziferin und Luziferinpuffer im Verhältnis 1:1 

Die Zellen werden mit PBS gewaschen. In einer 96-Loch-Platte werden 10 µl Zelllysat je 

Loch des Transfektionsansatzes pipettiert. Das Luminometer wird so programmiert, dass  

50 µl Substratpuffer je Loch dazugeben wird. Nach Zugabe des Substratpuffers erfolgt nach 

20 s die Messung. Die exprimierte Luciferase katalylsiert nach Zugabe des Luziferinsubstrats 

eine Reaktion bei der Licht emittiert wird, welches durch einen Photoelektronenvervielfacher 

detektiert werden kann. Das emittierte Licht ist proportional zur Transaktivierungsaktivität des 

Faktors. 
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4. Ergebnisse 

Der Glucocorticoid-Rezeptor reprimiert seine Zielgene sowohl indem er an DNA bindet (Cis-

Mechanismus), als auch durch DNA-unabhängige Bindung an Transkriptionsfaktoren wie  

AP-1 und NF-κB (Trans-Mechanismus). In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA-

bindungsabhängige Cis-Repression untersucht und näher charakterisiert. Es wurde ein in 

vitro-Bindungstest (ABCD, ABCDE) eingesetzt, um zum einen die Bindungsaffinität des GR 

zur DNA in Abhängigkeit vom Ligandenbindungsstatus des Rezeptors und der DNA-

Sequenz zu untersuchen, und zum anderen um involvierte Kofaktoren mittels Western Blot 

und Massenspektrometrie zu identifizieren. Des Weiteren wurden verschiedene Promotoren, 

welche durch Glucocorticoide reprimierbar sind, hinsichtlich des Repressionsmechanismus 

charakterisiert. Dazu wurden Reportergentests mit verschiedenen Mutanten des Glucocorti-

coid-Rezeptors durchgeführt. 

4.1. Der ABCD-Bindungstest zur Analyse von GR-Bindungselementen 

Der ABCD-Bindungstest (Avidin, Biotin, Complex, DNA) kann dazu eingesetzt werden, um 

DNA-Elemente auf ihre Bindungsaffinität zum Glucocorticoid-Rezeptor zu überprüfen. Bioti-

nylierte DNA-Sequenzen können so miteinander verglichen werden (Abbildung 22).  

In diesem Experiment wurden Gesamtzellextrakte der Maus aus den Organen Leber und 

Gehirn eingesetzt. Der Glucocorticoid-Rezeptor wird in diesen Geweben stark exprimiert 

(siehe Abbildung 13). Als biotinylierte DNA-Oligos wurden die GRE-Sequenz des Tyrosin-

Aminotransferase-Promotors (TAT) und die nGRE-Sequenz des α-Fetoprotein-Promotors 

(AFP) eingesetzt. Wegen der schwächeren Bindungsaffinität der nGREs im Vergleich zu 

GREs werden Erstere als Dimere (AFP-D) eingesetzt, d.h. die Sequenz des nGRE wieder-

holt sich im Abstand von wenigen Basenpaaren. Als Negativkontrolle dient das TAT-

Bindungselement, welches durch je eine Mutation in jeder Halbseite seine Bindungsaffinität 

zum Glucocorticoid-Rezeptor vollständig verloren hat. Abbildung 22 zeigt, wieviel Glucocorti-

coid-Rezeptor jeweils relativ zum Input (10 %) durch 2 µg des entsprechenden DNA-Oligos 

präzipitiert werden konnte. Das TAT-Bindungselement zeigt die höchste Affinität zum GR. Da 

das nGRE des α-Fetoprotein-Promotors eine relativ große Ähnlichkeit mit einem positiven 

GRE aufweist (siehe Kapitel 1.9.3, Seite 34), hat es auch eine deutlich stärkere Bindungsaf-

finität zu GR als andere im Folgenden analysierte nGRE-Bindungselemente.  
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Abbildung 22: Der ABCD-Bindungstest mit verschiedenen Bindungselementen 

Gesamtzellextrakte der Maus aus den Organen Leber und Gehirn wurden im ABCD-
Bindungstest eingesetzt. Der Glucocorticoid-Rezeptor wird in diesen Geweben stark ex-
primiert (siehe Input, entspricht 10 % der im Experiment eingesetzten Extraktmenge). Als 
biotinylierte DNA-Oligos wurden die GRE-Sequenz des Tyrosin-Aminotransferase-
Promotors (TAT), und die nGRE -Sequenz des α-Fetoprotein-Promotors (AFP) einge-
setzt. Wegen der schwächeren Bindungsaffinität der nGREs im Vergleich zu GREs wer-
den Erstere als Dimere (AFP-D) eingesetzt. Als Negativkontrolle dient ein mutiertes TAT-
Bindungselement. GR wurde im Western Blot mit dem GRM20-Antikörper (Santa Cruz) 
detektiert. 

Abbildung 23 zeigt einen ABCD-Bindungstest unter Einbeziehung verschiedener DNA-Oligos 

des POMC-Bindungselementes. Hier wurde ein Gesamtzellextrakt aus der murinen AtT20-

Zelllinie (Hypophysenvorderlappen) als Quelle für den Glucocorticoid-Rezeptor eingesetzt. 

Generell weisen die POMC-DNA-Oligos eine deutlich niedrigere Bindungsaffinität zu GR auf 

als das AFP-D-Oligo. Gerade die kurzen (30 bp) Monomer-Elemente (POMC1) zeigen keine 

Bindung, wohingegen die dimerisierten (50 bp) Bindungselemente (POMC2 und 3) eine 

deutliche Bande erkennen lassen. Wie in Kapitel 4.2 näher ausgeführt wird, weisen gerade 

bei nGREs die längeren DNA-Fragmente von 100 bis 600 bp eine deutlich höhere Bindungs-

affinität auf. 
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Abbildung 23: Der ABCD-Bindungstest mit POMC-Bindungselementen  

Gesamtzellextrakte aus der murinen AtT20-Zelllinie wurden im ABCD-Bindungstest ein-
gesetzt. Der Glucocorticoid-Rezeptor wird in diesen Geweben stark exprimiert (siehe In-
put, entspricht 10 % der im Experiment eingesetzten Extraktmenge). Als biotinylierte 
DNA-Oligos wurden die nGRE-Sequenzen des α-Fetoprotein-Promotors (AFP) und ver-
schiedene POMC-Sequenzen eingesetzt. Als Negativkontrolle dient das mutierte TA T-
mut-Bindungselement. GR wurde im Western Blot mit dem GRM20-Antikörper (Santa 
Cruz) detektiert. 



Ergebnisse 68 

4.2. Biotinylierte PCR-Produkte im ABCD-Bindungstest 

Um ganze Promotoren oder längere Teilbereiche von Promotoren bezüglich ihrer GR-

Bindungsaffinität zu untersuchen, ist es nicht praktikabel, alle potenziellen nGREs als kurze 

DNA-Oligos zu untersuchen. Darum wurde getestet, ob der ABCD-Bindungstest auch mit 

längeren DNA-Fragmenten durchführbar ist. Dazu wurde eine PCR-Reaktion mit biotinylier-

ten Primern durchgeführt, das im Agarosegel aufgetrennte PCR-Produkt aus dem Gel eluiert 

und im ABCD-Bindungstest eingesetzt. Als Quelle für GR wurden in diesem Experiment Ge-

samtzellextrakte der Maus aus den Organen Leber und Gehirn eingesetzt. Als biotinylierte 

DNA-Oligos wurden die GRE-Sequenz des Tyrosin-Aminotransferase-Promotors (TAT) und 

die nGRE-Sequenz der Promotoren α-Fetoprotein (AFP-D) und Pro-opiomelanocortin 

(POMC) eingesetzt. Das TATmut-Element diente als Negativkontrolle. Als biotinylierte PCR-

Produkte wurden der humane und der murine AFP-Promotor (jeweils Fragmente von 600 bp 

Länge) eingesetzt. Die biotinylierten PCR-Fragmente binden GR mit vergleichbarer Intensität 

wie das AFP-D-Oligo. Dies ist um so interessanter, da das PCR-Produkt zwar in der gleichen 

Menge eingesetzt wurde, aufgrund seiner Länge jedoch über deutlich weniger Bindungsstel-

len für den Glucocorticoid-Rezeptor verfügt. Möglicherweise stabilisieren andere gebundene 

Faktoren die GR-DNA-Bindung. Das hier ebenfalls eingesetzte POMC-Oligo hat eine sehr 

niedrige Bindungsaffinität. Darauf wird im folgenden Experiment näher eingegangen. 
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Abbildung 24: Der ABCD-Bindungstest mit verschiedenen DNA-Fragmenten 

Gesamtzellextrakte der Maus aus den Organen Leber und Gehirn wurden im ABCD-
Bindungstest eingesetzt. Der Glucocorticoid-Rezeptor wird in diesen Geweben stark ex-
primiert (siehe Input, entspricht 10 % der im Experiment eingesetzten Extraktmenge). Als 
Positivkontrollen wurden die GRE -Sequenz des Tyrosin-Aminotransferase-Promotors 
(TAT) und die nGRE-Sequenz des α-Fetoprotein-Promotors (AFP-D) eingesetzt. Als Ne-
gativkontrolle diente das TATmut-Bindungselement. Als biotinylierte PCR-Produkte wur-
den der humane und der murine AFP-Promotor (jeweils Fragmente von 600 bp Länge) 
eingesetzt. GR wurde im Western Blot mit dem GRM20-Antikörper (Santa Cruz) detek-
tiert. 
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Das Verfahren wurde ebenfalls am POMC-Promotor überprüft, welcher ein bereits charakte-

risiertes proximales nGRE enthält. Zur Kontrolle wurde das biotinylierte PCR-Produkt an den 

in Abbildung 25 gezeigten Positionen verdaut. Die so entstandene kürzeren Fragmente 

POMC ∆1 und POMC ∆2 wurden im Agarosegel aufgetrennt, eluiert und im ABCD-

Bindungstest eingesetzt. 
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Abbildung 25: Analyse des POMC-Promotors mit bereits bekanntem nGRE 

Gesamtzellextrakte aus der murinen AtT20-Zelllinie wurden im ABCD-Bindungstest ein-
gesetzt. Der Glucocorticoid-Rezeptor wird in diesen Geweben stark exprimiert (siehe In-
put, entspricht 10 % der im Experiment eingesetzten Extraktmenge). Als biotinylierte 
DNA-Oligos wurden die nGRE-Sequenzen des α-Fetoprotein-Promotors (AFP) und ver-
schieden lange PCR-Produkte des POMC-Promotors eingesetzt. Als Negativkontrolle 
diente das mutierte TATmut-Bindungselement. GR wurde im Western Blot mit dem 
GRM20-Antikörper (Santa Cruz) detektiert. 

gccccgcggccccccttcccctggcccggggagctgctccttgtgctgccg..

..ggaaggtcaaagtcccgcgcccaccaggagagctcggcaagtatataaggac
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Abbildung 26: Die DNA-Sequenz des proximalen POMC-Promotors 

Beim proximalen Promotor des humanen POMC-Gens liegen das nGRE und die TA TA-
Box relativ dicht beieinander. Die Abbildung zeigt die Stellen, an denen die PCR-
Fragmente des Promotors verdaut wurden. Interessanterweise scheint der GR die Anwe-
senheit der TATA-Box zu benötigen um das nGRE binden zu können.  

Es wurde ein Ganzzellextrakt der murinen AtT-20-Zelllinie eingesetzt. Das 600 bp lange 

DNA-Fragment des POMC-Promotors bindet GR mit vergleichbarer Affinität wie das AFP-D-

Oligo von ca. 50 bp. Wie in Kapitel 4.1 erwähnt, benötigen nGREs offensichtlich flankierende 



Ergebnisse 70 

Sequenzen, um eine stabile Bindung des GR an die DNA zu ermöglichen. Das POMC    2-

Fragment, welches kein nGRE mehr enthält (vgl. auch Abbildung 26), ist auch nicht mehr in 

der Lage, GR zu binden. Interessanterweise weist das POMC   1-Fragment, welches das 

nGRE noch enthält, keinerlei Bindungsaffinität mehr zum Glucocorticoid-Rezeptor auf. Mög-

licherweise stabilisiert sich die GR-Bindung durch Interaktion mit Proteinen, welche den 

Promotor im Bereich der TATA-Box binden. 

4.3. Ligandeneffekt 

Der Glucocorticoid-Rezeptor aktiviert und reprimiert seine Zielgene abhängig von der Bin-

dung eines entsprechenden Agonisten oder Antagonisten an seine Ligandenbindungs-

Domäne. Nur der ligandengebundene Rezeptor ist zur Translokation in den Zellkern in der 

Lage. In Experimenten mit konfokaler Mikroskopie wurde jedoch beobachtet, dass ein kleine-

rer Anteil des GR in Abwesenheit des Liganden im Zellkern lokalisiert zu sein scheint. In vitro 

können der Rezeptor, die Kofaktoren und die entsprechende DNA unabhängig vom Ligan-

denbindungsstatus miteinander interagieren. Es soll überprüft werden, ob die Bindung des 

Rezeptors an DNA und die Bindung von Kofaktoren im ABCD-Bindungstest ligandenabhän-

gig ist oder nicht. Ein Ligandeneffekt ist auch für die Charakterisierung neuer GR-Agonisten 

mit verändertem Wirkungs-/Nebenwirkungsverhältnis von Interesse. 

4.3.1. Ligandenabhängige Bindungsaffinität des GR zur DNA 

In diesem Experiment (Abbildung 27) sollte überprüft werden, ob die Affinität des Glucocorti-

coid-Rezeptors zu seinem jeweiligen DNA-Element von der Konformation der Ligandenbin-

dungs-Domäne beeinflusst wird. Für dieses Experiment ist es von großer Wichtigkeit, dass 

keine endogenen Liganden im Extrakt vorhanden sind. Als Quelle für den Glucocorticoid-

Rezeptor dient hier ein Thymus-Gesamtzellextrakt der Ratte.  
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Abbildung 27: Überprüfung der ligandenabhängigen Bindungsaffinität des GR 

Gesamtzellextrakte aus der dem Thymus der Ratte wurden im ABCD-Bindungstest ein-
gesetzt. Der Glucocorticoid-Rezeptor wird in diesem Gewebe stark exprimiert (siehe In-
put, entspricht 10 % der im Experiment eingesetzten Extraktmenge). Als biotinylierte 
DNA-Oligos wurden die GRE-Sequenz des TAT-Promotors und die nGRE-Sequenz des 
AFP-Promotors in Anwesenheit des Agonisten Dexamethason bzw. des Antagonisten RU 
486 eingesetzt. Als Negativkontrolle diente das mutierte TA Tmut-Bindungselement. GR 
wurde im Western Blot mit dem GRE20-Antikörper (Santa Cruz) detektiert. 
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Biotinylierte DNA-Oligos, welche die DNA-Sequenz des Tyrosin-Aminotransferase (TAT) 

Promotors und des α-Fetoprotein (AFP) Promotors enthalten, wurden in Gegenwart des 

Agonisten Dexamethason (Dex) bzw. des Antagonisten RU486 auf ihre Bindungsaffinität 

bezüglich des Glucocorticoid-Rezeptors überprüft. Als Negativkontrolle diente wieder das 

mutierte Element des TAT-GRE, TATmut. GR bindet seine jeweiligen DNA-Oligos mit glei-

cher Affinität sowohl in Gegenwart des Agonisten, als auch in Gegenwart des Antagonisten 

oder ohne Ligand. Dieses Experiment wurde sowohl mit rekombinantem GR sowie mit Zell-

extrakten aus mit den jeweiligen Liganden vorbehandelten Zellkulturzellen durchgeführt.  

Es wurden viele verschiedene Bedingungen bei diesen Experimenten variiert (Daten nicht 

gezeigt). So wurden die Menge und Art der Kompetitor-DNA (H-DNA oder poly dIdC; 1µg bis 

10µg), die Salzkonzentration (KCl; 50mM bis 300mM) das Detergenz (NP40, CHAPS) und 

dessen Konzentration (für NP40 von 0,1 bis 0,3 %) und die BSA-Konzentration zum Blocken 

der Streptavidin-Sepharose-Matrix variiert. Auch wurden unterschiedliche Zellextrakte einge-

setzt. GR bindet grundsätzlich an sein DNA-Element, solange die Salzkonzentration unter 

250 mM liegt, nicht mehr als 0,3 % NP40 vorhanden sind und nicht mehr als 20µg Kompeti-

tor-DNA eingesetzt werden (entspricht der 10-fachen Menge des biotinylierten DNA-Oligos).  

Jedoch konnte in einigen Experimenten eine stärkere DNA-Bindung in Gegenwart des Ago-

nisten beobachtet werden (TAT-Bindungselement, Daten nicht gezeigt). Dieser Effekt war 

unter den getesteten Bedingungen nicht reproduzierbar. Es konnte jedoch in keinem einzi-

gen Experiment eine stärkere GR-Bindung in Abwesenheit des Liganden beobachtet wer-

den. Möglicherweise hängt die hier dargestellte Beobachtung unter anderem von der Stabili-

tät des GR-Hitzeschock-Komplexes ab, dem in vitro bei fehlender Kompartimentstruktur si-

cher eine größere Bedeutung zukommt als in der intakten Zelle.  

4.3.2. Ligandenabhängige Bindungsaffinität von Kofaktoren zu GR 

Nukleäre Rezeptoren aktivieren oder reprimieren ihre Zielgene in Abhängigkeit von anderen 

DNA-gebundenen Proteinen (bei GR z.B. benachbart gebundene Jun und Fos-Trans-

kriptionsfaktoren) oder in Abhängigkeit der gebundenen Kofaktoren. In den folgenden Expe-

rimenten sollte überprüft werden, ob der an GR gebundene Ligand das Bindungsverhalten 

der Kofaktoren beeinflusst. 
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Abbildung 28: Co-Immunpräzipitation von GR und dem Koaktivator SRC-1 (NCoA2) 

Ein Gewebezellextrakt aus dem Gehirn der Maus wurde in Gegenwart des GR-Agonisten 
Dexamethason, des GR-Antagonisten RU486 oder ohne Ligandenzugabe mit dem in vi-
tro TNT-translatierten und mit 35S markiertem Koaktivator SRC-1 inkubiert. GR wurde mit 
dem GRM20-Antikörper präzipitiert und mit Protein A/G-gekoppelter Streptavidin-
Sepharose isoliert (Co-Immunpräzipitation). Das co-präzipitierte SRC-1 wurde mittels Au-
toradiographie detektiert. 

Ein Gewebezellextrakt aus dem Gehirn der Maus wurde in Gegenwart des GR-Agonisten 

Dexamethason, des GR-Antagonisten RU486 oder ohne Ligandenzugabe mit dem in vitro 

TNT-translatierten und mit 35S-markiertem Koaktivator SRC-1 inkubiert (Abbildung 28). GR 

wurde mit dem GRM20-Antikörper präzipitiert. Das co-präzipitierte SRC-1 wurde mittels Au-

toradiographie detektiert. Der Glucocorticoid-Rezeptor interagiert mit dem Koaktivator SRC-1 

in Anwesenheit des GR-Agonisten Dexamethason. Man erkennt eine leichte Bindung auch in 

Gegenwart des Antagonisten RU486, jedoch ist die Intensität dieser Bande eher mit der Ne-

gativkontrolle vergleichbar (-). Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob GR auch mit 

dem Korepressor N-CoR interagiert. 
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Abbildung 29: Co-Immunpräzipitation von GR und dem Korepressor N-CoR  

Ein Gewebezellextrakt aus dem Gehirn der Maus wurde in Gegenwart von dem GR-
Agonisten Dexamethason, dem GR-Antagonisten RU486 oder ohne Ligandenzugabe 
eingesetzt. GR wurde mit dem GRM20-Antikörper präzipitiert und mit Protein A/G-
gekoppelter Streptavidin-Sepharose isoliert (Co-Immunpräzipitation). Der co-präzipitierte 
endogene Korepressor N-CoR wurde mittels Western Blot detektiert (N-terminaler  
N-CoR-Antikörper, AG Heinzel). GR wurde mit dem GRM20-Antikörper (Santa Cruz) de-
tektiert. Als Negativkontrolle dient eine Probe ohne GR-Antikörper (-AB). (Abbildung er-
weitert nach (Dostert und Heinzel 2002) 
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Ein Gewebezellextrakt aus dem Gehirn der Maus wurde in Gegenwart von dem GR-

Agonisten Dexamethason, dem GR-Antagonisten RU486 oder ohne Ligandenzugabe einge-

setzt (Abbildung 29). GR wurde mit dem GRM20-Antikörper präzipitiert. Der co-präzipitierte 

endogene Korepressor N-CoR wurde mittels Western Blot detektiert. In allen Proben, welche 

den GR-Antikörper enthielten, konnte GR auch im Western-Blot detektiert werden. Der Kore-

pressor N-CoR konnte nur in Anwesenheit des GR-Antagonisten detektiert werden. Die Kon-

formation des Glucocorticoid-Rezeptors in Gegenwart seines Antagonisten RU486 ermög-

licht die Bindung von N-CoR, während der Rezeptor in Agonisten-Konformation nicht zur 

Interaktion mit dem Korepressor in der Lage ist.  

Lefstin et al. (Lefstin und Yamamoto 1998) stellten die Hypothese auf, dass neben dem Li-

ganden auch die DNA-Sequenz für die Konformation des Glucocorticoid-Rezeptors und da-

mit auch für die Bindung von Kofaktoren eine Rolle spielt. In Kooperation mit der AG Eggert 

konnten wir zeigen, dass GR auch in der Zelle mit dem Korepressor N-CoR interagiert 

(Schulz et al. 2002). Im nächsten Experiment wurde überprüft, wie sich der Rezeptor verhält, 

wenn er an ein negatives GRE gebunden ist.  
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Abbildung 30: ABDC-Bindungstest mit GR und dem Korepressor N-CoR 

Rekombinantes GR-Protein wurde mit einem Ganzzellextrakt aus der MCF-7-Zelllinie 
(Quelle für RAR, RXR und N-CoR) zusammen eingesetzt. Als biotinylierte DNA-Oligos 
wurden TAT, ein Element des FasLiganden-Promotors (FasL) und ein nGRE des Pro-
opiomelanocortin-Promotors (POMC) eingesetzt. Das DR5-Bindungselement (direct re-
peat 5) ist ein klassisches Bindungselement für das RAR/RXR-Heterodimer und wurde 
als Positivkontrolle eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde das TATmut-Element einge-
setzt. Als Agonist für GR wurde Dexamethason eingesetzt und als GR-Antagonist 
RU486. Für das RAR/RXR-Heterodimer wurde der Agonist All-trans-Retinsäure (ATRA) 
und eine Mischung verschiedener Antagonisten (ant. 109) eingesetzt (Rosenfeld, San 
Diego, USA). GR (GRP20-Antikörper, Santa Cruz) und N-CoR (N-terminaler N-CoR-
Antikörper, AG Heinzel) wurden mittels Western Blot detektiert. 

Rekombinantes GR-Protein wurde mit einem Ganzzellextrakt aus der MCF-7-Zelllinie (Quelle 

für RAR, RXR und N-CoR) zusammen eingesetzt. Als biotinylierte DNA-Oligos wurden TAT, 

ein Element des FasLiganden-Promotors (FasL) und ein nGRE des Pro-opiomelanocortin-
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Promotors (POMC) eingesetzt. Das DR5-Bindungselement (direct repeat 5) ist ein klassi-

sches Bindungselement für das RAR/RXR-Heterodimer. Für dieses Element konnte gezeigt 

werden, dass es den Korepressor N-CoR nur in Gegenwart von RAR-Antagonisten (ant.) 

bindet, nicht jedoch in Gegenwart des RAR-Agonisten All-trans-Retinsäure (ATRA). Es dien-

te daher als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde wieder das TATmut-Element einge-

setzt. Die Bindungselemente wurden wie in Abbildung 30 dargestellt, in der Gegenwart des 

GR-Agonisten Dexamethason oder in Gegenwart des GR-Antagonisten RU486 mit den ent-

sprechenden DNA-Elementen inkubiert. Weder GR, noch RAR/RXR oder N-CoR binden die 

Negativkontrolle. Das TAT-Element (GRE) präzipitiert den Korepressor N-CoR nur in Ge-

genwart des Antagonisten RU486, während in Gegenwart des GR-Agonisten Dexamethason 

keine Bindung von N-CoR nachweisbar ist. Die nGRE-Bindungselemente des POMC- und 

des FasL- Promotors binden den Korepressor N-CoR in Gegenwart des Agonisten Dexa-

methason, obwohl der Glucocorticoid-Rezeptor in Abwesenheit von DNA (Co-

Immunpräzipitation, Abbildung 29) dazu nicht in der Lage ist. Die DNA-Bindung des Gluco-

corticoid-Rezeptors hat offensichtlich einen Einfluss auf die Konformation des Rezeptors, 

und beeinflusst dessen Bindungsverhalten gegenüber Kofaktoren. 

Die bisher vorgestellten DNA-Bindungselemente haben eine Länge von ca. 30-50 Basenpaa-

ren, und die Experimente finden somit weitgehend losgelöst vom Chromatinkontext statt. 

Deshalb ist es von großem Interesse zu überprüfen, in wieweit Chromatin-assoziierte Protei-

ne bei dem ABCD-Bindungstest vorhanden sind. Im folgenden Experiment (Abbildung 31) 

wurde überprüft, ob das Chromatin-assoziierte Protein HMG 1 (high mobility group 1) an die 

DNA-Elemente bindet. Als Quelle für GR und HMG 1 diente ein Ganzzellextrakt aus dem 

Gehirn der Maus.  
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Abbildung 31 ABDC-Bindungstest von GR und HMG-1 

Ein Gewebezellextrakt aus dem Gehirn der Maus wurde mit dem GR-Agonisten Dexa-
methason oder mit dem GR-Antagonisten RU486 inkubiert. Als biotinylierte DNA-Oligos 
wurden TAT und ein DR5-Bindungselement eingesetzt. Das DR5-Bindungselement (di-
rect repeat 5) ist ein klassisches Bindungselement für das RAR/RXR-Heterodimer. Das 
präzipitierte endogene Chromatin-assoziierte Protein HMG-1 (HMG-1-Antikörper, Trans-
duktion Laboratories) und GR (GRP20-Antikörper, Santa Cruz) wurden mittels Western 
Blot detektiert. 
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HMG-1 bindet sowohl das RAR/RXR-Bindungselement DR5 als auch das positive GRE des 

Tyrosin-Aminotransferase-Promotors (TAT). Dieses Experiment zeigt, dass neben GR auch 

das Chromatin-assoziierte Protein HMG 1 auf den kurzen DNA-Bindungselementen anwe-

send ist. Auch die Hitzeschockproteine HSP70 und HSP90 können im ABCD-Bindungstest 

nachgewiesen werden, sie binden jedoch spezifisch nur in Anwesenheit des Glucocorticoid-

Rezeptors (vgl. Kapitel 4.5).  

4.4. Konformation des Glucocorticoid-Rezeptors 

In Abbildung 30 konnte gezeigt werden, dass die DNA-Sequenz der eingesetzten Bindungs-

elemente offensichtlich einen Einfluss auf die Konformation des Glucocorticoid-Rezeptors 

hat, da sie die Rekrutierung des Korepressors N-CoR beeinflusst. Man kann eine Konforma-

tionsänderung durch einen tryptischen Verdau nachweisen. Wenn man ein Protein mit der 

Protease Trypsin inkubiert, so wird dieses komplett verdaut. Trypsin gehört zusammen mit 

Chymotrypsin zu den Serin-Proteiasen, bei welchen sich Histidin und Serin im katalytischen 

zentrum gehören. Trypsin spaltet Proteine an den spezifischen Schnittestellen Lysin-X und 

Arginin-X, während Chymotrypsin bei Leucin-X, Phenylalanin-Y und Tyrosin-Y spaltet. Bei 

einem sehr kurzen Verdau entstehen zunächst für das Protein spezifische Fragmente, da 

das Enzym zuerst an den am besten zugänglichen Stellen schneidet. Wenn ein Protein in 

zwei verschiedenen Konformationen vorliegt, sind jeweils unterschiedliche Erkennungssstel-

len der Protease bevorzugt an der Oberfläche exponiert und damit entstehen die proteintypi-

schen Fragmente zu einem anderen Zeitpunkt. Die entstehenden Bandenmuster beim pro-

teolytische Verdau erlauben somit einen Rückschluss auf die Konformation des Proteins. 

GR gebunden an die DNA-Bindungselemente eines GREs und eines nGREs (TAT bzw. 

POMC-Dimer) wurde im tryptischen Protease-Verdau eingesetzt (Abbildung 32). Die entste-

henden Fragmente wurden mittels Western Blot detektiert (GRE20-Antikörper). Da positive 

GREs eine höhere Bindungsaffinität zu GR haben, wurde entsprechend weniger des biotiny-

lierten TAT-Bindungselementes eingesetzt (50 %). Für das Experiment wurde rekombinanter 

GR verwendet. Für jedes Bindungselement wurden 4 Proben eingesetzt, die nach Bindung 

des GR unterschiedlich lang mit Trypsin inkubiert wurden. Der an das positive TAT-

Bindungselement gebundene GR wird schneller tryptisch verdaut als der an das negative 

POMC-Element gebundene Rezeptor. Der eingesetzte GRE20-Antikörper detektiert  

N-terminale GR-Fragmente (vgl. Tabelle auf Seite 44, GR-Antikörper) Inkubation der Nitro-

zellulose-Membran mit weitern GR-Antikörpern anderer Spezifität (GR P20, Santa Cruz [C-

Terminus]; GRPA-511, dianova [aa 346-367]; GRPA-512, dianova [aa 245-259])) ergab kei-

ne weiteren tryptischen Fragmente. Auch wenn vom Hersteller des GRE20-Antikörpers leider 

keine exakte Angabe zur Antikörperspezifität zur Verfügung steht, kann man doch sagen, 

dass alle detektierten GR-Fragmente vom N-termialen Bereich des GR stammen. GR liegt 
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auf dem nGRE in einer Konformation vor, welche den Rezeptor länger vor dem tryptischen 

Verdau schützt. Dieses Experiment stützt somit die Hypothese der allosterischen Modulation 

der Rezeptorkonformation durch unterschiedliche Bindungselemente. 
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Abbildung 32: Vergleich positiver und negativer GREs im partiellen Proteaseverdau 

Rekombinanter GR gebunden an das GRE des TAT-Bindungselemenes bzw. an das 
nGRE des humanen POMC-Dimer-Bindungselementes wurde im tryptischen Protease-
Verdau eingesetzt. Der immobilisierte GR wurde tryptisch verdaut und mit einem  
15 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Für jedes Bindungselement wurden 4 Pro-
ben eingesetzt, die nach Bindung des GR unterschiedlich lang mit Trypsin inkubiert wur-
den. Die entstehenden Fragmente wurden mittels Western Blot detektiert (GR E20, Santa 
Cruz) 

4.5. Affinitätsreinigung von Kofaktoren des GR 

Der ABCD-Bindungstest kann zur Detektion von GR-assoziierten Proteinen eingesetzt wer-

den. Für die Detektion im Western Blot benötigt man jedoch immer die entsprechenden Anti-

körper. Zur Identifikation neuer GR-Interaktionspartner ist der Western Blot deshalb nicht 

geeignet. Aus diesem Grund wurde GR mit einem auf dem ABCD-Bindungstest basierenden 

Verfahren aufgereinigt, um anschließend GR-assoziierte Proteine massenspektrometrisch zu 

identifizieren. 

Bevor Kofaktoren präzipitiert werden können, muss der Glucocorticoid-Rezeptor sauber auf-

gereinigt werden. Dazu wird der ABCD-Bindungstest eingesetzt. Um unspezifische Hinter-

grundbindung möglichst zu reduzieren, werden kurze DNA-Sequenzen eingesetzt, damit alle 

unspezifisch DNA-bindenen Proteine auf ein Minimum reduziert werden können. Des Weite-

ren wird ein weiterer Reinigungsschritt eingeführt, die Oligo-Elution (ABCDE-

Proteinaufreinigung). Dabei wird ein nicht-biotinyliertes Bindungselement mit starker Affinität 

zu GR im 10-fachen Überschuss eingesetzt, um GR und assoziierte Proteine von der Strep-

tavidin-Sepharosematrix zu eluieren. Abbildung 33 zeigt die Präzipitation von rekombinantem 

GR aus SF9-Zellextrakten in Gegenwart von Dexamethason, welcher anschließend von der 
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Matrix eluiert wurde. GR wurde parallel sowohl im Western Blot (GRP20 Antikörper, Santa 

Cruz), als auch in der Silberfärbung detektiert. Während der Western Blot nur spez ifisch den 

GR detektiert, werden in der Silberfärbung alle gebundenen Proteine sichtbar.  

Silberfärbung Western Blot
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Abbildung 33: ABCD-Bindungstest zur Aufreinigung von rekombinantem GR 

Das TAT-Bindungselement wurde zur Aufreinigung von rekombinantem GR eingesetzt. 
Eine Probe ohne DNA-Element und eine weitere Probe mit dem DR5-Bindungselement 
dienten als Negativkontrollen. Die Proben wurden parallel auf zwei 10%igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Ein Gel wurde silbergefärbt, das zweite Gel wurde im 
Western Blot mit dem GR P20-Antikörper (Santa Cruz) detektiert. 

Das TAT-Bindungselement wurde zur Aufreinigung von rekombinantem GR eingesetzt. Das 

DR5-Element und eine Probe ohne DNA-Element dienten als Negativkontrolle. Der Gluco-

corticoid-Rezeptor ist im Silbergel bei relativ geringem Hintergrund deutlich sichtbar. Einige 

unspezifisch DNA-bindenden Proteine, die auch in der Negativkontrolle auftreten sind zu 

erkennen. Der Vergleich des Inputs im Silbergel und im Western Blot (gleiche Menge) zeigt, 

dass die Aufreinigung erfolgreich war.  

Um GR-assoziierte Proteine zu binden, wurde nach der Immobilisierung des GR (in Gegen-

wart von Dexamethason) auf der Streptavidin-Sepharosematrix und mehrmaligem Waschen 

der so entstandene GR-DNA-Komplex mit einem HeLa-Ganzzellextrakt inkubiert. Nach der 

SDS-Gelelektrophorese wurden die vorher von der Streptavidin-Sepharose eluierten Protei-

ne mittels Silberfärbung detektiert (Abbildung 34). GR konnte mit dem TAT-Bindungselement 

erfolgreich präzipitiert werden. Zusätzlich kann man drei spezifisch das TAT-

Bindungselement bindende Proteine erkennen (mit Dreiecken markiert). Diese Proteine tre-

ten in der Negativkontrolle (DR5-Element) nicht auf, d.h. sie binden spezifisch nur in Anwe-

senheit des Glucocorticoid-Rezeptors. 



Ergebnisse 78 

kDa

250
150
100

75

50

37

25
0.

3%
 In

p
u

t

-D
N

A

D
R

 5

T
A

T

M
ar

ke
r

GR

3

3

3

3

 

Abbildung 34: Die ABCDE-Proteinaufreinigung: Elution von GR-assoziierten Proteinen 

Das TAT-Bindungselement wurde zur Aufreinigung von rekombinantem GR und von GR-
assoziierten Proteinen eingesetzt. Eine Probe ohne DNA -Element und eine weitere Pro-
be mit dem DR5-Bindungselement dient en als Negativkontrollen. Die Proben wurden auf 
einem 10%igen SDS -Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschließend silbergefärbt. 

Abbildung 35 zeigt ein vergleichbares Silbergel mit niedrigerer Acrylamidkonzentration, wel-

ches im höhermolekularen Bereich eine bessere Auflösung zeigt. Eine spezifische Protein-

bande bei 250 kDa wurde ausgeschnitten und massenspektrometrisch sequenziert. Auf-

grund der zu geringen Proteinkonzentration konnte das Protein leider nicht identifiziert wer-

den. Von den bekannten Kofaktoren, die mit GR oder anderen Nukleären Rezeptoren inter-

agieren, läuft keines im SDS-Gel bei 250 kDa, so dass diese Bande auch nicht im Western 

Blot überprüft werden konnte. 
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Abbildung 35: ABCDE -Proteinaufreinigung, Sequenzierung eines 250kDa-Proteins  

Das TAT-Bindungselement wurde zur Aufreinigung von rekombinantem GR und von GR-
assoziierten Proteinen eingesetzt. Eine Probe mit dem TATmut-Bindungselement diente 
als Negativkontrolle. Die Proben wurden auf einem 7%igen SDS -Polyacrylamidgel aufge-
trennt und anschließend silbergefärbt. 
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Da die Massenspektrometrie bei silbergefärbten Gelen in der Praxis erhebliche Schwierigkei-

ten bereitet, wurden die Gele im folgenden mit kolloidalem Coomassie Blue gefärbt. 

Abbildung 36 zeigt ein mit kolloidalem Coomassie gefärbtes Gel im Vergleich mit der Silber-

färbung. Auch wenn GR auf beiden Gelen gleich gut zu erkennen ist, so ist die Sensitivität 

des kolloidalen Coomassie doch gerade bei Proteinen niedriger Konzentration etwas gerin-

ger im Vergleich zur Silberfärbung.  
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Abbildung 36: Gelfärbung mit kolloidalem Coomassie Blue 

Das TAT-Bindungselement und das AFP-D-Bindungelement wurden zur Aufreinigung 
von rekombinantem GR eingesetzt. Eine Probe mit dem TATmut-Bindungselement diente 
als Negativkontrolle. Die Proben wurden parallel auf zwei 10%igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Ein Gel wurde silbergefärbt, das zweite Gel wurde mit 
kolloidalem Coomassie Blue gefärbt. 

Da die Kontamination mit Keratinen die Massenspektrometrie erheblich behindert, wurde im 

Folgenden nur ein Teil der Probe elektrophoretisch aufgetrennt. und der eigentliche Gellauf 

und die Sequenzierung fanden bei Boehringer Ingelheim in Ridgefield statt. Abbildung 37 

zeigt ein solches Gel. Der auf der Matrix immobilisierte Glucocorticoid-Rezeptor wurde mit 

zwei verschiedenen Ganzzellextrakten inkubiert (HeLa und 293T). Die ABCDE-

Proteinaufreinigung wurde mit Bindungselementen des TAT (GRE) und des α-Fetoprotein-

Promotors (nGRE) durchgeführt. Die mit farbigen Dreiecken markierten Banden konnten 

mittels Massenspektrometrie analysiert werden. Die identifizierten Proteine sind in der Abbil-

dung angegeben. 
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Abbildung 37: ABCDE -Proteinaufreinigung, massenspektrometrische Analyse 

Das TAT-Bindungselement und das AFP-D-Bindungelement wurden zur Aufreinigung 
von rekombinantem GR und von GR-assoziierten Kofaktoren eingesetzt. Eine Probe mit 
dem TATmut -Bindungselement diente als Negativkontrolle. Die Proben wurden parallel 
mit zwei verschiedenen Zellextrakten inkubiert, von der Matrix eluiert und auf Trockeneis 
zur massenspekrometrischen Analyse gesendet. Die Auftrennung erfolgte auf 10%igen 
SDS-Polyacrylamidgelen. Die Gele wurden mit kolloidalem Coomassie Blue gefärbt und 
die von der Negativkontrolle unterschiedlichen Banden wurden sequenziert (Vladimir Pa-
pov, BI Ridgefield, USA). Die identifizierten Proteine sind in der Abbildung markiert und 
aufgelistet. 

4.6. Sequenzanalyse der nGREs 

Untersuchungen von S. Baumann (AG Krammer, DKFZ) und W. Schmid (AG Schütz, DKFZ) 

ergaben Anhaltspunkte für potenzielle nGRE-Bindungssequenzen in den Promotoren von 

FasL (vgl. Kapitel 1.8.2) und SOCS-3 (vgl. Kapitel 1.8.3). Beide Genprodukte sind in die anti-

inflammatorische Aktivität des GR involviert. Positive und negative GREs haben unterschied-

liche Konsensussequenzen. Ein klassisches GRE besteht aus palindromischen Erkennungs-

sequenzen mit dem Konsensus 5’-GGTACA nnn TGTTCT-3’, während bei nGREs nur das 3’ 

Bindungselement konserviert ist (Abbildung 38). Für nGREs ist bisher keine festgelegte Bin-

dungssequenz publiziert worden. Um die oben genannten Promotoren hinsichtlich potenziel-

ler GR-Bindungsstellen zu analysieren, wurden bekannte nGRE-Bindungssequenzen hin-

sichtlich ihrer Gemeinsamkeiten untersucht. Abbildung 38 zeigt eine Auflistung verschiede-

ner nGREs und deren Gemeinsamkeiten im Vergleich zum GRE-Konsensus. Bei der Ent-

wicklung eines Suchmusters für neue nGREs wurden alle Gemeinsamkeiten berücksichtigt. 

Als Ergebnis dieses Vergleiches wurde das Muster XKXXXXXXXWGDXCW (IUPAC No-

menklatur) zur Analyse von Promotoren, welche durch GR-Agonisten reprimiert werden ein-
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gesetzt. Die Analyse wurde mit dem Programm ‚search pattern’ der HUSAR-Software 

(DKFZ) durchgeführt. Das Suchmuster ist wegen der schlechten Konservierung der bekann-

ten nGREs sehr weit definiert und liefert auch Sequenzen, die nicht in der Lage sind GR zu 

binden. Sequenzen, welche in der Mitte des konservierten Hexamers nur aus G und C be-

standen (z.B. TGCCCT) wurden aufgrund ihrer Struktur ausgeschlossen. Die übrigen Se-

quenzen wurden im ABCD-Bindungstest bezüglich ihrer Affinität zu GR untersucht. 

 

Sequenz potenzieller nGREs X K GW CDX X X XXXX WX

GRE-Konsensus T CG T G T T CG T TT

POMC C T G C C A G G A A G G T C A C G T C C A A G G C T C A 

Prolactin C T C A A A C T A G T C T C C A G A T C T C A C C A T C 

α-Fetoprotein C C C C A A A G A G C T C T G T G T C C T T G A A C A T 

CRH  A A A A A T T T T T G T C A A T G G A C A A G T C A T A 

Osteocalcin C C A G A G G G T A T A A A C A G T G C T G G A G G C T 

Interleukin 1β T G C C C C A G C C A A G A A A G G T C A A T T T T C T 

Proliferin (plfG) T G G C T A C T C A C A G T A T G A T T T G T T T T A G 

 

A 1 1 2 2 4 4 2 - 3 3 1 3 1 3 4 3 - 2 1 - 3 3 1 2 1 2 2 2 

C 4 2 3 4 2 1 2 - 2 1 2 1 2 2 2 1 - - 2 6 - 1 - 1 3 1 3 1 

G - 2 2 1 - 1 2 4 - 2 2 1 2 - 1 - 7 2 1 - - 2 4 1 1 1 - 1 

T 2 2 - - 1 1 1 3 2 1 2 2 2 2 - 3 - 3 3 1 4 1 2 3 2 3 2 3 

X XX
 

Abbildung 38: Entwicklung eines Suchmusters für potenzielle nGREs 

Negative GREs zeigen nur eine schlechte Konservierung, wie der Vergleich von Elemen-
ten verschiedener Promotoren zeigt. Das Suchmuster XKXXXXXXXWGDXCW (IUPAC 
Nomenklatur) vereinigt alle bisher charakterisierten nGRE-Elemente und ermöglicht eine 
in silico-Analyse von Promotoren, die potenziell durch nGREs reguliert werden. Da das 
Suchmuster aufgrund seiner offenen Definition auch Elemente ermittelt, die den GR nicht 
binden, werden die erhaltenen Ergebnis-Sequenzen im ABCD-Bindungstest auf ihre Bin-
dungsaffinität zu GR überprüft. (Abbildung nach Dostert und Heinzel 2002). 

4.7. Der Luciferase-Reportergentest zur Unterscheidung von Cis- und 

Trans-Repression 

Um GC-reprimierbare Zielgene auf den Mechanismus der Repression hin zu untersuchen, 

bedarf es einer Methode, die Cis- und die Trans-Repression voneinander zu unterscheiden. 

In Kapitel 1.3.2 wurden die GRdim/dim-Mäuse vorgestellt, deren Glucocorticoid-Rezeptor auf-

grund einer Punktmutation in der D-Schleife der DNA-Bindungsdomäne (A458T) nicht mehr 

zur DNA-Bindung als Dimer in der Lage ist, und demzufolge nur noch Gene über den Me-

chanismus der Trans-Repression reguliert. Eine Möglichkeit der Unterscheidung der beiden 

Mechanismen ist somit die vergleichende Untersuchung der Genregulation in den Geweben 

der GRdim/dim und der GRwt-Mäuse. Um in Microarray-Daten ermittelte Gene weiter zu unter-

suchen, und um die Ergebnisse auch auf die humanen Promotoren zu übertragen, stellt der 
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Luciferase-Reportergentest eine geeignete Untersuchungsmethode dar. Dabei wird der ent-

sprechende Promotor in einen geeigneten Luciferase-Vektor kloniert, und die Reprimierbar-

keit dieses Konstrukts in Anwesenheit verschiedener Mutanten des Glucocorticoid-Rezeptors 

ermittelt. Die Methode wurde zuerst an bereits charakterisierten Promotoren überprüft. Als 

Modellsystem für den Mechanismus der Trans-Repression diente der Collagenase I-

Promotor, und als Modellsystem für die Cis-Repression der POMC-Promotor. Um die Ergeb-

nisse mit einem klassischen positiven GRE vergleichen zu können, wurde der MMTV-

Promotor ausgewählt. Als humane GR-Expressionskonstrukte wurden hGR (GR-Wildtyp), 

A458T (die homologe humane Variante der Mutation im murinen GR), und 4DX (enthält drei 

weitere Mutationen) eingesetzt (vgl. Kapitel 1.3.2). Die Mutanten A458T und 4DX unter-

scheiden sich im Mausmodell dadurch, dass die murine Variante der 4DX-Mutation lethal ist 

im Gegensatz zur A458T-Mutation. Für die Transfektionen im 12-Loch-Plattenformat wurde 

die humane Zelllinie HepG2 (Leberzellkarzinom) verwendet. 

4.7.1. Der Collagenase 1-Promotor 

Der Vektor mit dem Collagenase 1-Promotor wurde zusammen mit den verschiedenen GR-

Mutanten in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen 

entweder mit PMA (Phorbolmyristolacetat) oder mit PMA und Dexamethason behandelt. Ei-

nen weiteren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-Reportergentest 

durchgeführt. Abbildung 39 zeigt das Ergebnis in graphischer Darstellungsweise.  
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Abbildung 39: Luciferase-Reportergentest mit dem Collagenase-Promotor 

Der Vektor mit dem Collagenase 1-Promotor wurde zusammen mit den verschiedenen 
GR-Mutanten in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die 
Zellen entweder mit PMA (Phorbolmyristolacetat) oder mit PMA und Dexamethason be-
handelt. Einen weiteren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-
Reportergentest durchgeführt. Der Reportergentest wurde im Triplett durchgeführt, die 
eingefügten Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb dieses Tripletts. Die 
Abbildung rechts zeigt die ermittelte Repression durch Dexamethason in Prozent. 
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Wie man an der Transfektion ohne GR (-) erkennt, wird der Collagenase I-Vektor hier zwar 

durch PMA aktiviert, kann aber nicht durch Dexamethason reprimiert werden. Obwohl 

HepG2-Zellen endogenen Glucocorticoid-Rezeptor enthalten, ist dieser entweder nicht funk-

tionell oder nicht in ausreichender Menge vorhanden, um in einem Luciferase-

Reportergentest einen Effekt zu bewirken. Dagegen bewirkt die Kotransfektion von Wilttyp-

GR (hGR) eine deutliche Repression des Collagenase I-Vektors in Gegenwart von Dexa-

methason. Auch die Mutanten A458T und 4DX ergeben eine Repression durch Dexametha-

son in etwa gleichem Umfang. Auffällig ist, dass die hGR-Kotransfektion die Gesamtaktivität 

des Collagenase I-Vektors verstärkt. Möglicherweise spielt hier die DNA-abhängige Genre-

gulation von indirekt beteiligten Proteinen durch GREs oder nGREs eine Rolle. 

4.7.2. Der POMC-Promotor 

Der Vektor mit dem POMC-Promotor (Pro-opiomelanorcortin) wurde zusammen mit den ver-

schiedenen GR-Mutanten in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion 

wurden die Zellen mit Dexamethason behandelt (mit Ausnahme der Negativkontrollen). 

Abbildung 40 zeigt das Ergebnis des Luciferase-Reportergentests in graphischer Darstel-

lungsweise. Die Abbildung rechts zeigt die ermittelte Repression durch Dexamethason in 

Prozent.  
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Abbildung 40: Luciferase-Reportergentest mit dem POMC-Promotor 

Der Vektor mit dem POMC-Promotor wurde zusammen mit den verschiedenen GR-
Mutanten in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zel-
len mit Dexamethason behandelt (im Vergleich gegen unbehandelte Zellen). Einen weite-
ren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-Reportergentest durchge-
führt. Der Reportergentest wurde im Triplett durchgeführt, die eingefügten Fehlerbalken 
zeigen die Standardabweichung innerhalb dieses Tripletts. Die Abbildung rechts zeigt die 
ermittelte Repression durch Dexamethason in Prozent. 

Ohne kotransfizierten GR (-) kann der POMC-Vektor wie auch der Collagenase I-Vektor nicht 

durch Dexamethason reprimiert werden. Dagegen bewirkt die Kotransfektion von Wilttyp-GR 

(hGR) eine deutliche Repression des POMC-Vektors in Gegenwart von Dexamethason. Im 
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Unterschied zum Collagenase I-Vektor (Trans-Repression), führt die Kotransfektion der Mut-

anten A458T und 4DX bei dem POMC-Vektor (Cis-Repression) nicht zu einer Repression 

durch Dexamethason. Die beiden Mutanten unterscheiden sich untereinander nicht in ihrer 

Reaktion auf Dexamethason.  

Im Luciferase-Reportergentest kann zwischen den beiden Mechanismen der Trans- und der 

Cis-Repression unterschieden werden, indem man die Repression des Konstruktes durch 

Glucocorticoide in Gegenwart der Mutante A458T oder 4DX miteinander vergleicht. Die GR-

Mutanten A458T und 4DX können nur über den Mechanismus der Trans-Repression repri-

mieren und sind nicht zu Cis-Repression, wie sie bei nGREs abläuft, in der Lage. 

4.7.3. Der MMTV-Promotor 

Der MMTV-Promotor (mouse mammary tumor virus) ist ein klassischer GR-abhängiger Pro-

motor, welcher meist zu Studien des Mechanismus positiver GREs herangezogen wird. In 

diesem Experiment (Abbildung 41) wurde überprüft, wie der MMTV-Promotor unter den hier 

verwendeten Bedingungen reagiert. Die Abbildung zeigt das Experiment unter exakt den 

gleichen Bedingungen wie die beiden Experimente mit dem POMC- und dem Collagenase I-

Promotor.  
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Abbildung 41: Luciferase-Reportergentest mit dem MMTV -Promotor 

Der Vektor mit dem MMTV-Promotor wurde zusammen mit den verschiedenen GR-
Mutanten in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zel-
len mit Dexamethason behandelt (im Vergleich gegen unbehandelte Zellen). Einen weite-
ren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-Reportergentest durchge-
führt. Der Reportergentest wurde im Triplett durchgeführt, die eingefügten Fehlerbalken 
zeigen die Standardabweichung innerhalb dieses Tripletts. Der Test wurde wie alle bishe-
rigen Experimente mit normalem FCS durchgeführt.  

Ohne kotransfizierten GR (-) reagiert auch der MMTV-Vektor nicht auf Dexamethason. Da-

gegen bewirkt die Kotransfektion von Wilttyp-GR (hGR) bereits eine deutliche Aktivierung 

des MMTV-Vektors auch ohne Behandlung der Zellen mit Dexamethason. Zur Aktivierung 

des MMTV-Promotors in Gegenwart von kotransfiziertem hGR reichen offensichtlich bereits 
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kleinste Mengen an Glucocorticoiden aus, wie sie in dem verwendeten FCS vorhanden sind. 

Im Gegensatz zum Wildtyp-hGR können die beiden Mutanten A458T und 4DX den MMTV-

Promotor nur schwach aktivieren. Da für die Aktivierung des MMTV-Promotors durch Dexa-

methason die DNA-Bindung des GR benötigt wird, war dieses Ergebnis zu erwarten. Trotz-

dem ist die hier zu sehende schwache Aktivierung vermutlich von essenzieller Wichtigkeit für 

das Überleben der in Kapitel 1.3.2 vorgestellten GRdim/dim-Mäuse, da es sich bei den bisher 

charakterisierten GRE-regulierten Genen um metabolische Enzyme der Gluconeogenese 

handelt. Die Behandlung der Zellen mit Dexamethason führt bei den Mutanten zu einer stär-

keren Aktivierung als bei dem kotransfizierten Wildtyp-Glucocorticoid-Rezeptor. Offensicht-

lich wird bei den Mutanten eine höhere Dex-Konzentration benötigt, um überhaupt eine 

schwache Aktivierung des Promotors zu erreichen.  

Abbildung 42 rechts zeigt das gleiche Experiment mit gestripptem (d.h. Steroid-depletiertem) 

FCS. Man erkennt, dass die unbehandelten Proben hier eine deutlich schwächere Aktivie-

rung zeigen als in dem vorherigen Experiment. Die im FCS enthaltene endogene Glucocorti-

coid-Konzentration reicht also bereits aus, damit eine ausreichende Menge von GR in den 

Zellkern wandert und dort das GRE aktiviert, wohingegen die nGREs unter den selben Be-

dingungen noch keinerlei Repression zeigen. Möglicherweise setzt die Repression der 

nGREs erst bei deutlich höheren Konzentrationen ein. 
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Abbildung 42: Luciferase-Reportergentest mit dem MMTV -Promotor (gestripptes FCS) 

Der Vektor mit dem MMTV-Promotor wurde zusammen mit den verschiedenen GR-
Mutanten in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zel-
len mit Dexamethason behandelt (im Vergleich gegen unbehandelte Zellen). Einen weite-
ren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-Reportergentest durchge-
führt. Der Reportergentest wurde im Triplett durchgeführt, die eingefügten Fehlerbalken 
zeigen die Standardabweichung innerhalb dieses Tripletts. Der Test wurde mit gestripp-
tem (d.h. Steroid-depletiertem) FCS durchgeführt.  

Auch bei dem MMTV-Promotor kann man die DNA-bindungsabhängige Aktivierung durch 

Kotransfektion der GR-Mutanten klar von den DNA-bindungsunabhängigen Mechanismen 

unterscheiden. Somit kann der Luciferase-Reportergentest zu Unterscheidung der verschie-
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denen Mechanismen Trans-Repression (Collagenase I), Cis-Repression (POMC) und Cis-

Aktivierung (MMTV) bei Promotoren mit unbekanntem GR-Bindungsverhalten eingesetzt 

werden. 

4.8. Der FasL (CD95L)-Promotor 

Es ist bereits seit Langem publiziert, dass die Transkription des FasL-Gens durch Glucocor-

ticoide reprimiert wird, jedoch war der dazu gehörige Mechanismus nicht bekannt (Yang et 

al. 1995; Cui et al. 1996). Durch Experimente mit den GRdim/dim-Mäusen konnte im Labor von 

Peter Krammer (DKFZ) gezeigt werden, dass es sich um einen DNA-bindungsabhängigen 

Mechanismus handeln muss (persönliche Mitteilung S. Baumann). Des Weiteren konnten 

indirekte Mechanismen über die DNA-abhängige Regulation anderer Proteine ausgeschlos-

sen werden (S. Baumann).  

4.8.1. Luciferase-Reportergentest 

Im folgenden Experiment (Abbildung 43) wurde der Mechanismus der Dexamethason-

vermittelten Repression des humanen FasL-Promotors analysiert. Der Vektor mit dem FasL-

Promotor wurde zusammen mit den verschiedenen GR-Mutanten in HepG2-Zellen transfi-

ziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit PMA/Ionomycin und Dexa-

methason behandelt (PMA/Ionomycin bzw. PMA/Ionomycin/Dexamethason, mit Ausnahme 

der Negativkontrolle). Die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors kann pharmakologisch durch 

PMA (Phorbolmyristolacetat) und Ionomycin simuliert werden. PMA aktiviert die Proteinkina-

se C (PKC) und Ionomycin aktiviert den Ca2+-Calicneurin-NFAT Signaltransduktionsweg. 

Einen weiteren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-Reportergentest 

durchgeführt. Abbildung 43 zeigt das Ergebnis in graphischer Darstellungsweise. Die Abbil-

dung rechts zeigt die ermittelte Repression durch Dexamethason in Prozent (PMA/Ionomycin 

im Vergleich zu PMA/Ionomycin/Dexamethason). Ohne kotransfizierten GR (-) kann auch der 

FasL-Vektor bei sehr niedriger Gesamtaktivität des FasL-Konstruktes nicht durch Dexa-

methason reprimiert werden. Dagegen bewirkt die Kotransfektion von Wilttyp-GR (hGR) eine 

weitaus höhere Aktivierung des FasL-Konstruktes und eine deutliche Repression des Vek-

tors durch Dexamethason. Im Unterschied zum Collagenase I-Vektor (Trans-Repression), 

führt die Kotransfektion der Mutanten A458T und 4DX bei dem FasL-Vektor (Cis-Repression) 

nicht zu einer Repression durch Dexamethason. Die beiden Mutanten unterscheiden sich 

nicht in ihrer Reaktion auf die Behandlung der Zellen mit Dexamethason. 
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Abbildung 43: Luciferase-Reportergentest mit dem humanen FasL-Promotor 

Der Vektor mit dem humanen FasL-Promotor wurde zusammen mit den verschiedenen 
GR-Mutanten in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die 
Zellen entweder mit PMA/Ionomycin oder mit PMA/Ionomycin und Dexamethason be-
handelt. Einen weiteren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-
Reportergentest durchgeführt. Der Reportergentest wurde im Triplett durchgeführt, die 
eingefügten Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb dieses Tripletts. Die 
Abbildung rechts zeigt die ermittelte Repression durch Dexamethason in Prozent. 

Abbildung 44 zeigt die Repression durch Dexamethason von drei unabhängig voneinander 

durchgeführten Reportergentests. Die durch das hGR-Plasmid vermittelte Repression grenzt 

sich signifikant und reproduzierbar von den anderen drei Fällen ab. Alle drei Experimente 

konnten somit eindeutig zwischen dem Wildtyp-GR und den beiden Mutanten A458T und 

4DX unterscheiden. Damit liefert der Luciferase-Reportergentest ein deutliches Indiz für 

nGRE-vermittelte Cis-Repression. 
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Abbildung 44: Der Luciferase-Reportergentest: Mittelwerte und Fehlerbalken 

Drei unabhängig voneinander durchgeführte Reportergentests mit dem humanen FasL-
Plasmid wurden auf ihre Reproduzierbarkeit hin analysiert. Die in der Grafik eingefügten 
Fehlerbalken zeigen die Standartabweichung der Promotoraktivierung in % durch Dexa-
methason. Die Transfektion des hGR-Plasmids ermöglicht eine Repression durch Dexa-
methason von 40 %, welche sich signifikant von den GR-Mutanten A458T und 4DX un-
terscheidet. 
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4.8.2. Ermittlung der Bindungsspezifität des GR 

Wie schon in Kapitel 4.2 am Beispiel des POMC-Promotors gezeigt wurde, können biotiny-

lierte PCR-Fragemente im ABCD-Bindungstest bezüglich vorhandener nGREs analysiert 

werden. Lange PCR-Produkte wurden mit verschiedenen Restriktionsenzymen einmal zer-

schnitten, um so kürzere biotinylierte Fragmente zu erhalten und damit die Position der mög-

lichen nGRE-Bindungsstellen weiter einzugrenzen. Nach der Aufreinigung im Agarosegel 

wurden die Fragemente im ABCD-Bindungstest auf ihre Affinität zu GR überprüft. Zusätzlich 

wurde der Promotor in silico bezüglich seiner möglichen Bindungsstellen für GR analysiert 

(vgl. Kapitel 4.6). Abbildung 45 zeigt die Abschnitte des murinen FasL-Promotors, die sich 

nach der Promotoranalyse mittels der HUSAR-Software (DKFZ) als relevant ergeben haben. 

Die potenziellen nGREs sind rot markiert. Nach der Lage der potenziellen nGREs wurden die 

entsprechenden PCR-Produkte (hellgrün dargestellt) mit biotinylierten Primern amplifiziert 

und im ABCD-Bindungstest eingesetzt.  

DNA-Oligos der potenziellen nGREs    

biotinyliertes PCR Produkt

potenzielle nGREs (in silico)    

-765 -624 -561-544 -444-700 -600 -500

oberhalb -450 bp:

Bindung

+
+

+
+

-
-

Start +200-135 +122 +225

unterhalb -135 bp:

+
-

+ (Daten nicht
gezeigt)  

Abbildung 45: Potenzielle nGREs im FasL-Promotor 

Die Fragmente von -765 bis -624 und von -624 bis -544 wurden durch Amplifizierung ei-
nes PCR-Fragmentes von -765 bis -544 und anschließenden Verdau des PCR-Produktes 
mit dem Restriktionsenzym Hpy188I (schneidet bei -624) hergestellt. Das Fragment von -
561 bis -444 wurde durch Amplifizierung eines PCR-Fragmentes von -561 bis -444 her-
gestellt. Die Fragmente von -135 bis +122 und von +122 bis +225 wurden durch Amplifi-
zierung eines PCR-Fragmentes von -135 bis +255 und anschließenden Verdau des ent-
standenen PCR-Produktes mit dem Restriktionsenzym Bgl II (schneidet bei +122) herge-
stellt. Alle Fragmente wurden durch Agarose-Gelelektrophorese der Größe nach ge-
trennt, aus dem Gel aufgereinigt und im ABCD-Bindungstest eingesetzt. Um zu überprü-
fen, ob die Bindung des GR tatsächlich an der in silico vorhergesagten Stelle stattfindet, 
wurden parallel zu den PCR-Fragmenten biotinylierte Oligo-Sequenzen von ca. 30 bp 
eingesetzt (blau dargestellt). 
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Die DNA-Fragmente (Details siehe Legende von Abbildung 45) wurden durch Amplifizierung 

mittels PCR und anschließenden Verdau der entstandenen PCR-Produkte hergestellt. Alle 

Fragmente wurden durch Agarose-Gelelektrophorese der Größe nach getrennt, aus dem Gel 

aufgereinigt und im ABCD-Bindungstest eingesetzt. Um zu überprüfen, ob die Bindung des 

GR tatsächlich an der in silico vorhergesagten Stelle stattfindet, wurden parallel zu den PCR-

Fragmenten biotinylierte Oligo-Sequenzen von ca. 30 bp eingesetzt (blau markiert). 

Abbildung 46 zeigt den zugehörigen ABCD-Bindungstest. Wie im Western Blot des ABCD-

Bindungstests zu erkennen ist, bindet GR sowohl die PCR-Fragmente von -765 bis -624, von 

-561 bis -444 und von +122 bis +225. Die Fragmente von -624 bis -544 und von -135 bis 

+122 zeigen keinerlei Bindung des Glucocorticoid-Rezeptors. Von den biotinylierten DNA-

Oligos -700, -600 und -500 binden die beiden Oligos bei -700 und -500. Das Oligo bei -600 

zeigt keine GR-Bindung. Die Ergebnisse der kurzen DNA-Oligos stimmen mit den Resultaten 

der längeren PCR-Produkte überein (vgl. Abbildung 45). 
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Abbildung 46: Der murine FasL-Promotor: ABCD-Bindungstest 

Der ABDC-Bindungstest wurde mit den in Abbildung 45 beschriebenen biotinylierten 
PCR-Produkten und DNA-Oligos durchgeführt. Als Positivkontrolle diente das Bindungs-
element des Tyrosin-Aminotransferase-Promotors (TAT), als Negativkontrolle das ent-
sprechende mutierte TATmut-Element. Es wurde ein Ganzzellextrakt der Jurkat-Zelllinie 
eingesetzt. GR wurde im Western Blot mit dem GRH300-Antikörper (Santa Cruz detek-
tiert). Da positive GREs eine höhere Bindungsaffinität zu GR aufweisen als nGREs, wur-
de nur 50 % der TAT-Probe auf das SDS-Gel aufgetragen.  

Jeweils zwei konservierte Basen wurden spezifisch und analog dem TAT-Element mutiert, 

um zu überprüfen, ob GR an die potenziellen nGREs des FasL-Promotors tatsächlich analog 

zu den bereits bekannten nGREs bindet. Abbildung 47 gibt einen Überblick über die einge-

setzten Bindungselemente und deren spezifische Mutationen. Die mutierten Bindungsele-

mente FasL-700mut und FasL500mut wurden im ABCD-Bindungstest auf ihre GR-

Bindungsfähigkeit hin überprüft (Abbildung 48, gleiche Bedingungen wie im vorherigen Expe-

riment). Wie in dem Western Blot des ABCD-Bindungstest zu erkennen ist, führt die spezifi-

sche Mutation der FasL-DNA-Oligos dazu, dass der Glucocorticoid-Rezeptor nicht mehr in 

der Lage ist, das mutierte DNA-Element zu binden. Das Ergebnis zeigt, dass die Mutation 

der hochkonservierten Basen die DNA-Bindung komplett verhindert, und dass die vorherge-

sagte Struktur der potenziellen nGREs somit korrekt ist. 
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TAT
TATmut

GRE-Konsensus

CTGCTGTACAGGATGTTCTAGCT

TGGTCTXXXTGTTCT

G C

FasL-500
FasL-500mut

FasL-700
FasL-700mut

FasL-600

nGRE-Suchmuster

A C

CTCAGTTTTCATCTGGTGACCAG

TAATGTTTTAGTATGTGCTGTGT

XKXXXXXXXWGDXCW

A C

AATGTGTGCCAGGTGTTCAAGGC-498 -472

-591-613

-708 -686

 

Abbildung 47: DNA-Sequenzen potenzieller nGREs und deren Mutation 

Die Abbildung zeigt die eingesetzen DNA -Oligos und deren Mutation im Vergleich mit po-
sitven GREs. Das TAT-Bindungselement (oben) entspricht bis auf 1 bp dem GRE-
Konsensus und wurde durch Mutation von zwei hochkonservierten Basenpaaren so ver-
ändert, dass es nicht mehr in der Lage ist, den GR zu binden (Negativkontrolle TATmut). 
Die in silico gefundenen nGREs des distalen murinen FasL-Promotors sind im Vergleich 
mit dem nGRE-Suchmuster dargestellt. Die konservierten Halbseiten sind hellgrau, die 
nicht konservierten Halbseiten dunkelgrau dargestellt. Die eingefügten Mutationen sind in 
rot dargestellt. Da das FasL-600-DNA-Element den GR in vitro nicht binden konnte, wur-
de es auch nicht mutiert. 
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Abbildung 48: ABCD-Bindungstest: Spezifische Mutation der potenziellen nGREs 

Der ABDC-Bindungstest wurde mit den in Abbildung 47 beschriebenen biotinylierten 
DNA-Oligos durchgeführt. Als Positivkontrolle diente das Bindungselement des Tyrosin-
Aminotransferase-Promotors (TAT), als Negativkontrolle das entsprechende mutierte 
TATmut-Element.. Es wurde ein Ganzzellextrakt der Jurkat-Zelllinie eingesetzt. GR wur-
de im Western Blot mit dem GRH300-Antikörper (Santa Cruz) detektiert. Da positive 
GREs eine höhere Bindungsaffinität zu GR aufweisen als nGREs, wurde nur 50 % der 
TAT-Probe auf das SDS-Gel aufgetragen.  

Eine innerhalb der Arbeitsgruppe (N. Novac) durchgeführte Chromatin-Immunpräzipitation 

konnte zeigen, dass in der Zelle sowohl das DNA-Element bei -700 als auch das DNA-

Element bei +135 von GR gebunden wird. Das potenzielle nGRE bei -500 bp scheint im Kon-

text der Zelle für den Glucocorticoid-Rezeptor durch die vorgegebene Chromatinstruktur oder 

durch die Bindung anderer Transkriptionsfaktoren nicht zugänglich zu sein. 
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4.9. Der SOCS-3-Promotor 

Durch Vergleiche der mRNA-Expressionsmuster zwischen GRdim/dim-Mäusen und Wildtyp-

Mäusen in einer Microarray-Analyse von murinen T-Zellen konnte im Labor von Günther 

Schütz (DKFZ) gezeigt werden, dass der murine SOCS-3 Promotor durch Dexamethason 

reprimiert wird und dass es sich möglicherweise um einen DNA-bindungsabhängigen Me-

chanismus handelt. Um die Microarray-Resultate, die starken Schwankungen unterliegen 

und eine recht hohe Fehlerquote aufweisen können, zu bestätigen, wurden Luciferase-

Reportergentests mit dem murinen SOCS-3 Promotor unter den bei der Analyse des FasL-

Promotors eingesetzten Bedingungen durchgeführt. 

4.9.1. Luciferase-Reportergentest 

Im folgenden Experiment (Abbildung 49) wurde der Mechanismus der Dexamethason-

vermittelten Repression des murinen SOCS-3-Promotors analysiert. Der Vektor mit dem 

SOCS-3-Promotor (-2757 bis +929) wurde zusammen mit den verschiedenen GR-Mutanten 

in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Dexa-

methason behandelt (mit Ausnahme der Negativkontrolle). Abbildung 49 zeigt das Ergebnis 

des Luciferase-Reportergentests in graphischer Darstellungsweise.  
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Abbildung 49: Luciferase-Reportergentest mit dem murinen SOCS-3-Promotor  

Der Vektor mit dem SOCS -3-Promotor (-2757 bis +929) wurde zusammen mit den ver-
schiedenen GR-Mutanten in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion 
wurden die Zellen mit Dexamethason behandelt (mit Ausnahme der Negativkontrolle). 
Einen weiteren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-
Reportergentest durchgeführt. Der Reportergentest wurde im Triplett durchgeführt, die 
eingefügten Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb dieses Tripletts. Die 
Abbildung rechts zeigt die ermittelte Repression durch Dexamethason in Prozent. 

Die Kotransfektion von Wilttyp-GR (hGR) bewirkt eine Aktivierung des SOCS-3-Konstruktes 

und eine deutliche Repression des Vektors durch Dexamethason. Im Unterschied zum Col-

lagenase I-Vektor (Trans-Repression), führt die Kotransfektion der Mutanten A458T und 4DX 
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bei dem SOCS-3-Vektor (Cis-Repression) nicht zu einer Repression durch Dexamethason. 

Die beiden GR-Mutanten unterscheiden sich nicht wesentlich in ihrer Reaktion auf die Be-

handlung der Zellen mit Dexamethason. Das Experiment zeigt, dass der SOCS-3-Promotor 

analog zum POMC-Promotor durch einen DNA-bindungsabhängigen Mechanismus repri-

miert wird (Cis-Repression).  

Im folgenden Experiment wurde versucht, die Lage des oder der nGREs mit Hilfe von ver-

schieden langen Promotorkonstrukten einzugrenzen. Abbildung 51 (Seite 93) zeigt die ver-

schiedenen Konstrukte, die freundlicherweise von S. Mehmed (Cedars-Sinai Medical Center, 

USA) zur Verfügung gestellt wurden. Abbildung 50 zeigt den Luciferase-Reportergentest mit 

den verschiedenen SOCS-3-Konstrukten. Das Experiment wurde unter den gleichen Bedin-

gungen durchgeführt wie das vorherige Experiment mit dem Unterschied, dass in alle Zellen 

das hGR-Plasmid kotransfiziert wurde. In der graphischen Darstellung auf der rechten Seite 

ist die Repression in Prozent dargestellt. 
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Abbildung 50: Luciferase-Reportergentest mit SOCS-3-Promotor-Konstrukten 

Verschiedene Konstrukte des SOCS-3-Promotors (Klon 4, 6, 8, 6T1 und 6T2) wurden zu-
sammen Wildtyp-GR (hGR) in HepG2-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfek-
tion wurden die Zellen mit Dexamethason behandelt (mit Ausnahme der Negativkontrol-
len). Einen weiteren Tag später wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-
Reportergentest durchgeführt. Der Reportergentest wurde im Triplett durchgeführt, die 
eingefügten Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb dieses Tripletts. Die 
Abbildung rechts zeigt die ermittelte Repression der verschiedenen Konstrukte durch De-
xamethason in Prozent. 

Wie zu erkennen ist, sind alle Konstrukte außer Klon 8 durch Dexamethason reprimierbar. 

Klon 8 (vgl. Abbildung 51) ist das kürzeste Konstrukt und wird durch Dexamethason nicht 

reprimiert. Daraus kann man schließen, dass sich das nGRE außerhalb der Region von -273 

bis +160 befinden muss. Da alle anderen Klone reprimiert werden, scheint dass nGRE in 

einem Bereich zu liegen, der auch in alle diesen Klonen enthalten ist. Daher muss das GR-

Bindungselement, welches die Dex-vermittelte Repression verursacht, im Bereich von -855 

bis -273 liegt (in Abbildung 51 rot markiert). Da die Repression von Klon 4 stärker ist als die 



Ergebnisse 93 

Repression des kürzeren Klons 6T2, ist jedoch nicht auszuschließen, dass im distalen Be-

reich des SOCS-3-Promotors möglicherweise Bindungselemente liegen, die die GC-

vermittelte Repression verstärken bzw. die GR-Bindung zu dem nGRE stabilisieren.  

-2757 +929

Klon 6

-2757 +106

Klon 4

+929

Klon 6T1

-1862

+929

Klon 6T2

-855

-273 +160

Klon 8

Repression

+

+

+

+

-

-273

Lage des poten-
ziellen nGREs  

Abbildung 51: Verschiedene Promotorkonstrukte des murinen SOCS-3-Promotors 

Die verschiedenen Promotorkonstrukte, die freundlicherweise von S. Mehmed (Cedars-
Sinai Medical Center, CA, USA) zur Verfügung gestellt wurden, sind hier schematisch 
dargestellt. Die Konstrukte wurden im Luciferase-Reportergentest (Abbildung 50) analy-
siert. Alle Konstrukte außer Klon 8 reagieren auf die Dexamethason-Behandlung mit Re-
pression. Der einzige Promotorabschnitt ,der in allen Konstrukten außer Klon 8 enthalten 
ist, wurde rot markiert. Man kann davon ausgehen, dass die GR-vermittelte Repression 
durch ein DNA-Element dieses Abschnittes vermittelt wird. (Abbildung modifiziert nach 
Auernhammer et al. 1999) 

4.9.2. Ermittlung der Bindungspezifität des GR 

DNA-Oligos der

potenziellen nGREs:

-855 -273-752 -712 -518 -416 -404

GR-Bindung

ja

schwach

nein

 

Abbildung 52: Potenzielle nGREs im SOCS-3-Promotor 

Dargestellt ist der Abschnitt des murinen SOCS -3-Promotors, für den mit Hilfe des Lucife-
rase-Reportergentests ermittelt wurde, dass er für die GR-vermittelte Repression verant-
wortlich ist. Die 5 ermittelten potenziellen nGREs sind eingezeichnet. Die im ABCD-
Bindungstest (nächste Abbildung) ermittelten Ergebnisse sind bereits farblich dargestellt.  

Abbildung 52 zeigt den Ausschnitt des murinen SOCS-3-Promotors, für den im Luciferase-

Reportergentest potenzielle GR-Bindungsstellen ermittelt wurde. Es wurde eine in silico-

Analyse dieses Promotorabschnitts durchgeführt. Aufgrund der Erfahrungen bei der nGRE-

Bestimmung des murinen FasL-Promotors und der Kürze des zu untersuchenden Abschnitts 
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wurde auf die Herstellung von PCR-Produkten verzichtet und statt dessen gleich biotinylierte 

DNA-Oligos eingesetzt (blau und grau markiert).  
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Abbildung 53: Der murine SOCS-3-Promotor: ABCD-Bindungstest 

Der ABDC-Bindungstest wurde mit den in Abbildung 54 beschriebenen biotinylierten 
DNA-Oligos durchgeführt. Als Positivkontrolle diente das Bindungselement des Tyrosin-
Aminotransferase-Promotors (TAT), als Negativkontrolle das entsprechende mutierte 
TATmut-Element. Es wurde rekombinanter GR-Extrakt eingesetzt. GR wurde im Western 
Blot mit dem GRP20-Antikörper (Santa Cruz detektiert). Da positive GREs eine höhere 
Bindungsaffinität zu GR aufweisen als nGREs, wurde nur 50 % der TAT-Probe auf das 
SDS-Gel aufgetragen. Dieses Experiment wurde bisher nur einmal durchgeführt. 

Abbildung 53 zeigt den zugehörigen ABCD-Bindungstest, der aus zeitlichen Gründen bisher 

nur einmal durchgeführt wurde. Auch wenn der ABCD-Bindungstest bei der Bestimmung der 

Affinität des GR zu verschiedenen DNA-Elementen erfahrungsgemäß sehr zuverlässig ist, 

bedarf dieses Experiment der Verifizierung. Die potenziellen Bindungselemente bei -752 und 

-518 binden den GR mit (für ein nGRE) hoher Affinität. Das Bindungselement bei -416 bp 

zeigt eine sehr niedrige Affinität (möglicherweise nicht signifikant), die Bindung bei -404 kann 

im Vergleich mit den Elementen SOCS-3-752 und SOCS-3-518 als unspezifischer Hinter-

grund betrachtet werden. Alle potenziellen nGREs wurden mutiert und ebenfalls im ABCD-

Bindungstest untersucht. Mit einer Ausnahme ist keines der mutierten Elemente in der Lage, 

den GR zu binden. Erstaunlicherweise zeigt die Mutante SOCS-3-518mut eine Bindung von 

nahezu gleicher Intensität wie das unmutierte Element. Die Relevanz dieser Bindung muss 

nach der Wiederholung des Experiments überprüft werden.  

Abbildung 54 zeigt die DNA-Sequenzen der potenziellen nGREs und die korrespondierenden 

mutierte Elemente im Vergleich mit dem GRE-Konsensus, dem TAT-Element und dem 

nGRE-Suchmuster. Die Elemente SOCS-3-752, SOCS-3-518 und SOCS-3-404 sind in Rich-
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tung 3’ à 5’ dargestellt, da das Suchmuster in diesen Fällen auf dem komplementären DNA-

Strang gefunden wurde.  

TAT
TATmut

GRE-Konsensus

CTGCTGTACAGGATGTTCTAGCT

TGGTCTXXXTGTTCT

G C

SOCS3-752
SOCS3-752mut

nGRE-Suchmuster

ACAGACGTGGGTGCTGATGTCCTTTGGGGAG

XKXXXXXXXWGDXCW

A C

-722 -752

SOCS3-712
SOCS3-712mut

ACCAGGCAATGGGCGGATGAGCTGAGGCCAG
A C

-712 -682

SOCS3-518
SOCS3-518mut

CCACCCCGAGGTCCTCATGTACAGTTCCAAG
A C

-488 -518

SOCS3-416
SOCS3-416mut

CTCCCGGCTGGCCTCCTAGAACTGCCCG
A C

-416 -389

SOCS3-404
SOCS3-404mut

GATGGGAGCGCGCGGGCAGTTCTAGGAG
A C

-377 -404

 

Abbildung 54: Die DNA-Sequenzen potenzieller nGREs und deren Mutation 

Die Abbildung zeigt die eingesetzen DNA -Oligos und deren Mutation im Vergleich mit po-
sitven GREs. Das TAT-Bindungselement (oben) entspricht bis auf 1 bp dem GRE-
Konsensus und wurde durch Mutation von zwei hochkonservierten Basenpaaren so ve r-
ändert, dass es nicht mehr in der Lage ist, den GR zu binden (Negativkontrolle TA Tmut). 
Die in silico gefundenen nGREs des murinen SOCS -3-Promotors (-855 bis -273 bp) sind 
im Vergleich mit dem nGRE-Suchmuster dargestellt. Die konservierten Halbseiten sind 
hellgrau, die nicht konservierten Halbseiten dunkelgrau dargestellt. Die eingefügten Muta-
tionen sind in rot dargestellt.. 

Die Arbeit vorgestellten neuen GR-Bindungselemente des SOCS-3-Promotors müssen nach 

der Verifizierung des ABCD-Bindungstests auf ihre Relevanz im Kontext der Zelle hin über-

prüft werden. Dazu eignet sich (wie für den murinen FasL-Promotor von N. Novac durchge-

führt) die Chromatin-Immunpräzipitation. Sie gibt Auskunft darüber, ob der GR in der Zelle an 

den entsprechenden Promotorabschnitt bindet. Durch Einbringen der im ABCD-Bindungstest 

analysierten Mutationen in das SOCS-3-Plasmid (gerichtete Mutagenese) kann man die po-

tenziellen nGREs im Luciferase-Reportergentest überprüfen. So kann man ermitteln, ob De-

xamethason trotz Mutation des potenziellen nGREs noch in der Lage ist, den SOCS-3-

Promotor zu reprimieren. 
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4.10.  Der GR-Antagonist RU486 auf nGREs 

Der Antagonist des Progesteron-Rezeptors, RU486 (oder auch Mifepriston), ist ebenfalls ein 

Antagonist des Glucocorticoid-Rezeptors. Für positive GREs konnte gezeigt werden, dass 

der RU486-gebundene Glucocorticoid-Rezeptor durch die Rekrutierung des Korepressors  

N-CoR die Transkription reprimiert (vgl. (Schulz et al. 2002) bzw. die Co-Immunpräzipitation 

in Abbildung 29). In dem folgenden Experiment sollte ermittelt werden, ob die Bindung des 

Antagonisten bei nGREs im Gegensatz zu dem Agonisten Dexamethason zur Aktivierung 

oder Repression führt. Dazu wurden sowohl der FasL-Promotor als auch der POMC-

Promotor analysiert. Es wurde die Repression nach Behandlung der Zellen mit Dexametha-

son und mit RU486 miteinander verglichen. 
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Abbildung 55: Der FasL-Promotor und RU486 

Der Vektor mit dem humanen FasL-Promotor wurde in HepG2-Zellen transfiziert. 24 
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen entweder mit PMA/Ionomycin oder mit 
PMA/Ionomycin und Dexamethason oder RU486 behandelt. Einen weiteren Tag später 
wurden die Zellen geerntet und der Luciferase-Reportergentest durchgeführt. Der Repor-
tergentest wurde im Triplett durchgeführt, die eingefügten Fehlerbalken zeigen die Stan-
dardabweichung innerhalb dieses Tripletts. Die Abbildung rechts zeigt die ermittelte Re-
pression durch Dexamethason und RU486 in Prozent. 

Wie Abbildung 55 und Abbildung 56 zeigen, reprimieren sowohl der Agonist Dexamethason, 

als auch der Antagonist RU486 jeweils die beiden Promotoren FasL und POMC. Jedoch ist 

die Repression von RU486 bei gleicher eingesetzter Konzentration (10-7M) deutlich schwä-

cher als die Repression durch Dexamethason. Es kommt durch RU486 jedoch nicht zu einer 

Umkehrung der Wirkung der DNA-Sequenz, nämlich dass der Antagonist auf einem nGRE 

eventuell zu einer Promotoraktivierung führen würde. Die Phenylamino-dimethyl-Gruppe des 

RU486-Moleküls (Abbildung 60) ragt aus der Ebene des Steroidgrundgerüstes heraus und 

induziert eine sterische Änderung der Ligandenbindungs-Domäne (LBD), die sich von der 

Agonisten-Konformation unterscheidet. Aufgrund der Strukturunterschiede der beiden GR- 
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Liganden kann man deshalb davon ausgehen, dass die Konformation des Antagonisten-

gebundenen GR sich von der Konformation des Agonisten-gebundenen GR unterscheidet.  
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Abbildung 56: Der POMC-Promotor und RU486 

Der Vektor mit dem humanen POMC-Promotor wurde in HepG2-Zellen transfiziert. 24 
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Dexamethason oder RU486 be-
handelt (im Vergleich gegen unbehandelte Zellen). Einen weiteren Tag später wurden die 
Zellen geerntet und der Luciferase-Reportergentest durchgeführt. Der Reportergentest 
wurde im Triplett durchgeführt, die eingefügten Fehlerbalken zeigen die Standardabwei-
chung innerhalb dieses Tripletts. Die Abbildung rechts zeigt die ermittelte Repression 
durch Dexamethason und RU486 in Prozent. 

4.11.  Histondeacetylase-Inhibitoren 

Histondeacetylasen sind in vielen Fällen in die Genrepression involviert. Im folgenden Expe-

riment sollte überprüft werden, ob die Inhibition der Histondeacetylasen mit den HDAC-

Inhibitoren Valproinsäure (VPA) und Trichostatin A (TSA) die Dexamethason-vermittelte Re-

pression aufheben kann. Die beiden nGRE-enthaltenden Plasmide POMC und FasL wurden 

zusammen mit dem hGR-Plasmid in HepG2-Zellen transfiziert. Abbildung 57 und Abbildung 

58 zeigen das Ergebnis in graphischer Darstellungsweise. Man kann erkennen, dass die 

Behandlung mit VPA die Repression bei beiden Promotor-Konstrukte aufhebt, während TSA, 

welches ein breiteres Spektrum an Histondeacetylasen inhibiert, sogar zu einer Promotorak-

tivierung führt. Für den HDAC-Inhibitor TSA wurde in der Literatur auch eine unspezifische 

Aktivierung von Promotoren beschrieben (Dressel et al. 2000). Die Ergebnisse zeigen, dass 

Histondeacetylasen auf den untersuchten Promotoren von Bedeutung sind und dass sie 

möglicherweise auch in der GR-vermittelten Repression eine Rolle spielen. Die Promotor-

fragmente von 600 (POMC) bzw. 1200 (FasL) bp Länge enthalten sehr viele Bindungsstellen 

für Transkriptionsfaktoren, bei denen HDACs ebenso eine Rolle spielen könnten. Um die 

Rolle der Histondeacetylasen für die GR-vermittelte Repression eindeutig aufzuklären, be-

darf es jedoch weiterer Experimente. Darauf wird in der Diskussion eingegangen. 
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Abbildung 57: Der POMC-Promotor in Gegenwart von HDAC-Inhibitoren 

Das Plasmid des POMC-Promotors wurde zusammen mit dem hGR-Plasmid in HepG2-
Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Dexametha-
son, RU486 und den Histondeacetylase-Inhibitoren VPA und TSA behandelt (mit Aus-
nahme der Negativkontrolle). Einen weiteren Tag später wurden die Zellen geerntet und 
der Luciferase-Reportergentest durchgeführt. Der Reportergentest wurde im Triplett 
durchgeführt, die eingefügten Fehlerbalken zeigen die Standartabweichung innerhalb 
dieses Tripletts. Die Abbildung rechts zeigt die ermittelte Repression bzw. Aktivierung in 
Prozent. 
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Abbildung 58: Der FasL-Promotor in Gegenwart von HDAC-Inhibitoren 

Das Plasmid des FasL-Promotors wurde zusammen mit dem hGR-Plasmid in HepG2-
Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit 
PMA/Ionomycin, Dexamethason, RU486 und den Histondeacetylase-Inhibitoren VPA und 
TSA behandelt (mit Ausnahme der Negativkontrolle). Einen weiteren Tag später wurden 
die Zellen geerntet und der Luciferase-Reportergentest durchgeführt. Der Reportergen-
test wurde im Triplett durchgeführt, die eingefügten Fehlerbalken zeigen die Standartab-
weichung innerhalb dieses Tripletts. Die Abbildung rechts zeigt die ermittelte Repression 
bzw. Aktivierung in Prozent. 
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5. Diskussion 

5.1. Die Relevanz der nGREs für die Wirkung von Glucocorticoiden 

Glucocorticoide (GCs) sind die wichtigste und am häufigsten eingesetzte anti-inflamma-

torische Substanzklasse. Die therapeutischen Effekte der Glucocorticoide werden seit mehr 

als 50 Jahren genutzt. 1985 wurde der zugehörige Rezeptor, der Glucocorticoid-Rezeptor 

kloniert (Weinberger et al. 1985). Die der GC-Wirkung zu Grunde liegenden Mechanismen 

werden erst seit den letzten 10-20 Jahren nach und nach aufgeklärt (Beato et al. 1995; 

Schäcke et al. 2002b). 

Der Crosstalk zwischen dem Glucocorticoid-Rezeptor und AP-1 wurde vor etwas mehr als 10 

Jahren entdeckt, der Crosstalk für NF-κB 1997 (Liden et al. 1997). Die anti-inflammatorische 

und immunsuppressive Wirkung der Glucocorticoide kommt durch Inhibierung der Synthese 

von Zytokinen, Chemokinen und durch die Repression von Genen verschiedener Oberflä-

chenrezeptoren und Adhäsionsmolekülen zustande. Da diese Proteine und Peptide von  

AP-1 und NF-κB aktiviert werden, geht man seit der Entdeckung der Trans-Repression da-

von aus, dass dieser Mechanismus für viele Effekte der GCs auf das Immunsystem verant-

wortlich ist (Jonat et al. 1990; Schüle et al. 1990) (Herrlich 2001).  

Um die relevanten Unterschiede bereits in der Nomenklatur zu verdeutlichen (Tabelle 14), 

unterscheiden wir in Cis- (DNA-bindungsabhängig) und Trans- (keine GR-DNA-Bindung) 

Mechanismen (Dostert 2004). Abbildung 59 gibt einen Überblick über die verschiedenen 

Mechanismen der Genmodulation durch den Glucocorticoid-Rezeptor. 

 

Tabelle 14: Nomenklatur der verschiedenen Mechanismen des GR 

Nomenklatur GR-DNA-Bindung Art der Modulation Beispiel 

Cis-Aktivierung Ja Aktivierung Positives GRE , MMTV -Promotor 

Cis-Repression Ja Repression Negatives GRE, POMC-Promotor 

Trans - Aktivierung Nein Aktivierung STAT5, GR aktiviert synergistisch 

Trans - Repression  Nein Repression NF-κB, GR hebt die Aktivierung auf 
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Cis-AktivierungA

GR GR

GRE

Trans-AktivierungB

Stat5-RE

Stat5Stat5

GR

C D

GR
GR

nGRE

Cis-Repression Trans-Repression

AP-1 RE

JunJun

GR

 

Komposit-Element

AP-1 RE

JunJun

GR

E F

AP-1 RE

FosJun

GRE

GR

Komposit-Element

 

Abbildung 59: Mechanismen der Genmodulation durch den Glucocorticoid-Rezeptor 

Der Glucocorticoid-Rezeptor moduliert die Aktivität seiner Zielgene über verschiedene 
Mechanismen. Bei positiven GREs (A) bindet der Rezeptor seine DNA-Konsensus-
Sequenz als Homodimer (Cis-Aktivierung). Trans-Aktivierung tritt auf, wenn der Rezeptor 
ein STAT5-Homodimer direkt bindet und so die Gentranskription erhöht (B). Die soge-
nannten Komposit-Elemente stellen einen Spezialfall dar, bei dem GR direkt neben einer 
AP-1-Bindungstelle an die DNA bindet und so die Genaktivität moduliert. Wenn ein 
Jun/Jun-Homodimer an das AP-1-Element gebunden ist, aktiviert GR die Genexpression 
(E), während im Falle eines Jun/Fos-Heterodimers die Transkription reprimiert wird (F). 
Für die nGRE-vermittelte Genrepression (C) werden verschiedene Mechanismen disku-
tiert (Kapitel 5.4). 

Durch die Entdeckung der Trans-Repression wurden die negativen GREs, über die bis zu 

diesem Zeitpunkt regelmässig neue Zielgene veröffentlicht wurden, aus dem Blickpunkt des 

Interesses gerückt (Tabelle 1, Seite 22). Nach wie vor ist die Anzahl der durch ein nGRE 

regulierten Gene deutlich niedriger als die Anzahl der Gene, die durch Interaktion des GR mit 

den Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 reguliert werden (Barnes 1998; Dostert 2004). 

Es kommt erschwerend hinzu, dass die nGREs keine hochkonservierte Konsensussequenz 

aufweisen, und demzufolge nicht ohne Weiteres über eine DNA-Sequenzanalyse identifiziert 

werden können (Dostert und Heinzel 2002). Im Gegensatz zu der Vielzahl von Genen, wel-
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che bekanntermaßen durch Trans-Repression reprimiert werden, sind somit für den Mecha-

nismus der Cis-Repression nur einige wenige nGRE-enthaltenden Promotoren charakteri-

siert worden. nGRE-regulierte Gene spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der 

Homöostase, wie z.B. die negative Regulation der Gene POMC und CRH zeigt (Reichardt et 

al. 1998).  

Das Interesse an den positiven GREs bestand in erster Linie, weil sie für einige der Neben-

wirkungen von Glucocorticoiden verantwortlich sind (Schäcke et al. 2002a). Unter den Ge-

nen, die von positiven GREs reguliert werden, befinden sich einige Schlüsselenzyme der 

Gluconeogenese, wie die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK), die Tyrosin-Amino-

transferase (TAT), die Aspartat-Aminotransferase (AAT) und die Glucose-6-Phosphatase 

(G6Pase) (Schäcke et al. 2002a). Diese Enzyme aktivieren die Gluconeogenese bei Stress 

und sind mitverantwortlich für die Induktion von Diabetes Mellitus bei der GC-Therapie.  

Die Entdeckung, dass GR-Punktmutationen in der D-Schleife des ersten Zinkfingers zwi-

schen Cis- und Trans-Modulation unterscheiden können, war ein wichtiger Schritt für die GR-

Forschung (Heck et al. 1994). 1994 konnte von Heck et al. durch eine Punktmutation in der 

D-Schleife des ersten Zinkfingers gezeigt werden, dass die Repression der AP-1-Aktivität 

und die Transaktivierung (GREs) unterschiedlichen Mechanismen unterliegen und voneinan-

der unterscheidbar sind.  

Bis 1997 ging man davon aus, dass NF-κB über einen anderen Mechanismus durch GCs 

reprimiert wird. Das Inhibitorprotein I-κBα kann die Aktivierung und den Transport von NF-κB 

in den Zellkern verhindern. Bei einer akuten Entzündung wird NF-κB aktiviert und erhöht die 

Expression von verschiedenen Zytokinen und Chemokinen. Man nahm an, dass Glucocorti-

coide diesen Prozess über die Induktion von I-κBα regulieren, indem I-κBα dafür sorgt, dass 

NF-κB in der inaktiven cytoplasmatischen Form bleibt (Cato und Wade 1996). Von Heck et 

al. konnte 1997 gezeigt werden, dass auch NF-κB durch Trans-Repression reguliert wird. 

Durch die GR-Mutanten konnte nachgewiesen werden, dass die Induktion von  

I-κB und die Inhibierung von NF-κB zwei voneinander getrennte biochemische Prozesse 

darstellen. Denn die Dimerisierungs-defekte GR-Mutante ist nicht in der Lage, I-κB zu akti-

vieren (Cis-Aktivierung), und kann trotzdem die NF-κB-Aktivität reprimieren (Trans-

Repression) (Heck et al. 1997).  

Nachdem die 1995 hergestellten GR-Knockout-Mäuse embyonal lethal waren, wurde 1998 

die von (Heck et al. 1994) vorgestellte Mutation in Mäuse eingefügt (Reichardt et al. 1998) 

(vgl. Kapitel 1.3.2). Die Beobachtung, dass diese Mäuse im Gegensatz zu den Knockout-

Mäusen lebensfähig waren, hat Erstaunen ausgelöst und dafür gesorgt, dass sich das Inter-

esse für die DNA-bindungsabhängigen Mechanismen weiter verringert hat, da sie ja offen-

sichtlich nicht für die Lebensfähigkeit der Maus von Bedeutung waren.  
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Die Nebenwirkungen der Glucocorticoid-Therapie können bisher nur teilweise mit den be-

kannten GC-regulierten Zielgenen erklärt werden (Schäcke et al. 2002b). Die Mechanismen 

der GC-Nebenwirkungen sind komplex, verschiedenartig und nur teilweise verstanden. 

Neuere Daten gehen davon aus, dass einige der Nebenwirkungen wie Diabetes und das 

Glaukom hauptsächlich über den Mechanismus der Trans-Aktivierung (GRE) vermittelt wer-

den, während andere über den Mechanismus der Trans-Repression laufen (z.B. die Sup-

pression der HPA-Achse durch POMC und CRH). Für etliche Nebenwirkungen ist der ge-

naue molekulare Mechanismus entweder noch unbekannt oder es scheint, dass auch die 

Trans-Repression involviert ist (z.B. bei der Osteoporose) (Schäcke et al. 2002b). 

Die Pharmaindustrie ist bemüht, sich die Unterschiede der molekularen Mechanismen für die 

Entwicklung neuer sogenannter dissoziierter GR-Liganden zu Nutze zu machen. Diese Li-

ganden induzieren präferenziell die Trans-Repression, ohne dabei die Cis-Repression und 

die Cis-Aktivierung zu beeinflussen (Schäcke et al. 2002a; Schäcke et al. 2002b). Dissoziier-

te Glucocorticoide trennen somit nach der gängigen Hypothese zwischen der anti-

inflammatorischen Wirkung und (einigen) Nebenwirkungen. Ein günstigeres Profil zwischen 

Wirkung und Nebenwirkung könnte, neben den offensichtlichen Vorteilen gerade für chro-

nisch kranke Patienten, auch die Analyse der molekularen Mechanismen vorantreiben. Eini-

ge der Nebenwirkungen (wie z.B. Osteoporose und Atrophie der Haut) werden nicht nur über 

einen einzelnen Mechanismus vermittelt, sondern durch komplexe Interaktionen reguliert. Es 

ist sehr wahrscheinlich, dass nur ein Teil der unerwünschten Effekte durch neue Substanz-

klassen reduziert werden kann. Aufgrund der häufigen Anwendung von GCs in der Praxis 

würde jedoch auch ein reduziertes Nebenwirkungsspektrum den Patienten viele Vorteile 

bringen (Schäcke et al. 2002b). 

5.2. Strategien zur Unterscheidung der verschiedenen GR-

Repressionsmechanismen 

In Kapitel 1.3.2 wurden die verschiedenen transgenen Mausmodelle für den Glucocorticoid-

Rezeptor vorgestellt. Diese Mutanten haben sich als sehr hilfreich erwiesen, da mit deren 

Hilfe zwischen DNA-bindungsabhängigen und -unabhängigen Mechanismen unterschieden 

werden kann. In der hier vorliegenden Arbeit wurden im Luciferase-Reportergentest GR-

exprimierende Plasmide mit den korrespondierenden humanen GR-Mutationen eingesetzt. 

Die Analyse von bereits charakterisierten Promotoren ergab, dass sich das System insbe-

sondere eignet, um neue GR-Zielgene bezüglich des Mechanismus der Regulation zu cha-

rakterisieren. Microarray-Analysen von Günther Schütz und Peter Krammer (beide DKFZ) 

haben neben FasLigand und SOCS-3 weitere potenziell nGRE-regulierte Genkandidaten 

ergeben, die nach vorheriger Überprüfung ihrer Genregulation auf RNA- oder Proteinebene 

mit der hier etablierten Methode bezüglich des Repressions-Mechanismus analysiert werden 
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sollen. Des Weiteren kann der Luciferase-Reportergentest zur Analyse neuer dissoziierter 

GR-Liganden eingesetzt werden. Es erweist sich als deutlich schwieriger, klar zwischen Wir-

kung und Nebenwirkung unterscheidende GR-Liganden zu entwickeln, als zu Beginn vermu-

tet wurde (Schäcke et al. 2002a; Schäcke et al. 2002b, persönliche Mitteilung Boehringer 

Ingelheim). Es werden wahrscheinlich keine universell einsetzbaren Substanzen, sondern 

lediglich Anwendungs-spezifische Medikamente entwickelt werden können (z.B. gegen 

rheumatoide Arthritis oder gegen Asthma bronchiale). Aufgrund der Komplexität der Regula-

tion und der Vielzahl der GR-regulierten Gene muss dabei frühzeitig auf die Analyse von 

Tiermodellen zurückgegriffen werden. Es wäre sehr interessant, die in diesen Modellen ana-

lysierten Substanzen im Luciferase-Reportergentest auf ihre Aktivität zu untersuchen. Mögli-

cherweise kann man Zusammenhänge zwischen einem bestimmten Mechanismus (z.B. der 

Cis-Repression) und einer im Tiermodell auftretenden Nebenwirkung ausmachen. Somit 

könnte der Luciferase-Reportergentest bei der Entwicklung weiterer GR-Liganden von der 

biochemischen/mechanistischen Seite her frühzeitig zusätzliche Anhaltspunkte über die zu 

erwartenden Wirkungen geben. 

Zu den Limitierungen des Luciferase-Reportergentests zählt vor allem die bei der transienten 

Transfektion fehlende Chromatinstruktur. Um detaillierte mechanistische Analysen bezüglich 

Chromatin-modifizierender Systeme zu machen, ist der Reportergentest in seiner Anwend-

barkeit nur eingeschränkt geeignet. Eine Alternative bietet die Arbeit mit endogenen Promo-

toren oder die Etablierung einer Zelllinie mit stabil integriertem Reporterplasmid.  

5.3. Ligandenabhängige DNA-Bindung des GR 

Der Glucocorticoid-Rezeptor aktiviert und reprimiert seine Zielgene abhängig von der Bin-

dung eines entsprechenden Agonisten oder Antagonisten an seine Ligandenbindungs-

Domäne. Es wurde überprüft, ob die Bindung des Rezeptors an die DNA und die Bindung 

von Kofaktoren im ABCD-Bindungstest ligandenabhängig sind oder nicht. Ein Ligandeneffekt 

wäre unter anderem auch für die Charakterisierung neuer GR-Agonisten mit verändertem 

Wirkungs-/Nebenwirkungsverhältnis von Interesse. 

Die Verteilung der Nukleären Rezeptoren in den subzellulären Kompartimenten ist ein wich-

tiger Faktor für deren biologische Aktivität (Hager et al. 2000). In der Abwesenheit der jewei-

ligen Hormone befinden sich die Steroid-Rezeptoren gebunden in einem Komplex aus Cha-

peronen und Hitzeschockproteinen im Zytoplasma (Pratt 1992). Interaktion mit ihrem jeweili-

gen Ligand induziert eine Konformationsänderung und die Dissoziation vieler dieser assozi-

ierten Faktoren. Man geht davon aus, dass diese Reorganisation der Steroidrezeptoren 

durch die vorher maskierten Translokationssignale (NLS) zustande kommt. Eine Ausnahme 

bildet der Estrogen-Rezeptor α, der konstitutiv im Nukleus lokalisiert ist (Htun et al. 1999). 
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Jedoch konnte in lebenden Zellen mittels hochauflösender Mikroskopie gezeigt werden, dass 

sich die ligandengebundenen GFP-ER-Fusionsproteine von einer gleichmässigen Verteilung 

in eine fokussierte punktierte Organisationsstruktur umverteilen. Diese punktierte Organisati-

onsstruktur kann auch bei den anderen ligandengebundenen Nukleären Rezeptoren nach 

der Translokation in den Zellkern gefunden werden. Sie wurde für GR, PR, TR und auch für 

den der bHLH-PAS-Familie (basic helix-loop-helix, Per/Arnt/Sim) zugehörigen Ah-Rezeptor 

(Aryl Hydrocarbon Rezeptor) nachgewiesen (Hager et al. 2000). Auch wenn die Bedeutung 

dieser nukleären Strukturen noch nicht geklärt ist, so scheint sie doch eine wichtige Rolle für 

die Rezeptoraktivität zu spielen. Der Thyroid-Hormonrezeptor (TR) wurde als konstitutiv im 

Nukleus lokalisiert beschrieben (Hager et al. 2000). Von Zhu et al. wurde jedoch gezeigt, 

dass in der lebenden Zelle ein signifikanter Teil des TR auch im Zytoplasma lokalisiert ist 

(Zhu et al. 1998). Die A-Form des Progesteron-Rezeptors ist in der Abwesenheit von Ligan-

den hauptsächlich im Nukleus lokalisiert, während die B-Form im Zytoplasma vorliegt (Lim et 

al. 1999). Auch GRß ist im Gegensatz zu GRα konstitutiv im Nukleus lokalisiert (Schaaf und 

Cidlowski 2002; Leung und Bloom 2003). 

Man geht davon aus, dass die intrazelluläre Verteilung durch mehrere Mechanismen be-

stimmt wird. Neben den Nukleären Lokalisationssignalen (NLS) in den Rezeptoren und de-

ren räumlicher Zugänglichkeit im Zytoplasma spielt auch die Bildung von makromolekularen 

Komplexen im Zellkern eine Rolle (Hager et al. 2000). Interessanterweise kann die punktierte 

Organisationsstruktur im Zellkern bei Bindung des entsprechenden Antagonisten nicht be-

obachtet werden. Dies konnte für GR (Htun et al. 1996) und MR (Fejes-Toth et al. 1998) ge-

zeigt werden. 

In der Zelle spielen die Kompartimente eine wichtige Rolle. Da der Ligand selbst wegen sei-

ner lipophilen Eigenschaften alle Kompartimente ungehindert passieren kann, werden Ort, 

Menge und Konformation bzw. Zugänglichkeit des Glucocorticoid-Rezeptors genau reguliert. 

So befindet sich der Apo-GR im Zytoplasma in einem Proteinkomplex und die Translokation 

in den Zellkern findet erst nach der Ligandenbindung und der anschließenden Dissoziation 

des Komplexes statt. So wird der GR daran gehindert, überhaupt mit dem entsprechenden 

DNA-Element in Kontakt zu treten. Der Glucocorticoid-Rezeptor liegt in Abwesenheit seines 

Liganden zwar im Zytoplasma vor, jedoch konnte in Experimenten mit GFP-GR festgestellt 

werden, dass eine kleine Menge GR auch im Zellkern lokalisiert zu sein scheint (persönliche 

Mitteilungen, Keystone Meeting). Ob diese Beobachtung für den endogenen Glucocorticoid-

Rezeptor eine Rolle spielt, ist bisher noch nicht sicher. Da offensichtlich mehrere Mechanis-

men für die biologische Aktivität der Nukleären Rezeptoren von Bedeutung sind (Hsp-

Komplex, Nukleäres Lokalisationssignal, nukleäre Lokalisation in Multiproteinkomplexen), lag 

die Frage nahe, ob sich die Bindungsaffinität des GR zu seinem DNA-Element in Abhängig-

keit des gebundenen Liganden verändert. Im ABCD-Bindungstest konnte gezeigt werden, 
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dass GR unabhängig vom Ligandenbindungsstatus an das DNA-Element bindet. Diese Be-

obachtung konnte in einem in einem vergleichbaren in vitro-Experiment bestätigt werden 

(persönliche Mitteilung ChenKon Shih, Boehringer Ingelheim, Ridgefield).  

Jedoch konnte in einigen Experimenten eine stärkere DNA-Bindung in Gegenwart des Ago-

nisten beobachtet werden (TAT-Bindungselement, Daten nicht gezeigt). Dieser Effekt war 

unter den getesteten Bedingungen nicht reproduzierbar. Es konnte jedoch in keinem einzi-

gen Experiment eine stärkere GR-Bindung in Abwesenheit des Liganden beobachtet wer-

den. Möglicherweise hängt diese Beobachtung von der Stabilität des GR-Hitzeschock-

Komplexes ab, dem in vitro bei fehlender Kompartimentstruktur sicher eine größere Bedeu-

tung zukommt als in der intakten Zelle. Der GR kann in vitro bei erhöhter Temperatur (5 min 

30°C) auch ohne Ligandenzugabe aktiviert werden (persönliche Mitteilung T. Heinzel und W. 

Schmid). Vermutlich führt die Temperaturerhöhung zur Instabilität des Hitzeschock-

Komplexes. Jedoch stellt sich dann die Frage, welche Mechanismen die Stabilität des Kom-

plexes in der Zelle bewirken. Denkbar wäre, dass hier ein indirekter Energie-abhängiger Me-

chanismus den Komplex bis zur Ligandenbindung in seiner stabilen Konformation hält.  

Man kann die ligandenabhängige DNA-Bindung eines Transkriptionsfaktors in der Zelle mit-

tels Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) nachweisen. Dabei werden die Zellen einige Stun-

den nach der Ligandenzugabe mit Formaldehyd fixiert, wobei die entstehenden kovalenten 

Vernetzungen dafür sorgen, dass die zu diesem Zeitpunkt bestehenden Proteinbindungen 

praktisch ‚eingefroren’ werden. Anschließend präzipitiert man den entsprechenden 

Transkriptionsfaktor und weist die co-präzipitierte DNA mittels einer PCR-Reaktion mit Pro-

motor-spezifischen Primern nach. Mit dieser Methode konnte die ligandenabhängige Bin-

dung des GR auf dem FasL-nGRE bei -700 bp nachgewiesen werden (N. Novac, AG Hein-

zel). Dieses Ergebnis bedeutet, dass der GR im Nukleus von dem zweiten identifizierten po-

tenziellen nGRE bei -500 bp ferngehalten wird. Da der aktivierte Promotor in einer offenen 

Chromatinstruktur vorliegt, könnte das potenzielle nGRE in vivo durch einen weiteren 

Transkriptionfaktor oder durch Chromatin-assoziierte Proteine blockiert sein.  

Die Gabe von Steroidhormonen bewirkt relativ schnell eine Änderung der Transkription. Man 

geht von einer Halbwertszeit von ca. 5-10 Minuten aus (Freeman und Yamamoto 2002). 

Auch die Entfernung des Hormons bewirkt ein rasches Abschalten der Aktivierung. Daraus 

resultiert die Frage, wie die transkriptionelle Aktivierung oder Repression von Steroid-

Rezeptoren wieder ausgeschaltet werden kann. Bei einigen Faktoren konnte man zeigen, 

dass sie nach der Promotoraktivierung durch das Proteasom abgebaut werden. Bei den Nu-

kleären Rezeptoren gibt es jedoch bisher keine Hinweise für diesen Regulationsmechanis-

mus (Freeman und Yamamoto 2001; Freeman und Yamamoto 2002). Von Freeman et al. 

wurde vorgeschlagen, dass die regulatorischen Komplexe der Nukleären Rezeptoren aktiv 

und reversibel durch Chaperone zerlegt werden. Es konnte gezeigt werden, dass das Cha-
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peron p23, welches auch im Hitzeschock-Komplex mit GR zusammen im Zytoplasma vor-

liegt, ligandenabhängig an den untersuchten GR-Bindungselementen der Promotoren TAT 

und TO (Tryptophan-Oxigenase) mittels Chromatin-Immunpräzipitation detektiert werden 

konnte (Freeman und Yamamoto 2002). Auch das Hitzeschockprotein Hsp90 zeigte eine 

vergleichbare, wenn auch deutlich schwächere Aktivität. Das Hitzeschockprotein Hsp70, 

welches ebenfalls im zytoplasmatischen GR-Komplex vorliegt, konnte nicht nachgewiesen 

werden.  

Im ABCD-Bindungstest ist die GR-DNA-Bindung langfristig stabil (mehrere Stunden). Man 

geht davon aus, dass der Mechanismus der Ablösung des GR von der DNA energieabhän-

gig ist (Freeman und Yamamoto 2001). Interessanterweise bindet auch der GRdim aus Ge-

webeextrakten der GRdim/dim-Maus im ABCD-Bindungstest an DNA-Elemente mit GRE-

Konsensus. Jedoch ist der GRdim-DNA-Komplex deutlich instabiler als der GRwt-DNA-

Komplex und löst sich bei wiederholtem Waschen der Streptavidin-Sepharosematrix vom 

DNA-Element (persönliche Mitteilung T. Heinzel). 

5.4. Die Konformationen des Glucocorticoid-Rezeptors 

RU486 (Mifepriston) ist ein sehr aktives Antihormon, sowohl für den Progesteron-Rezeptor 

(PR) als auch für den Glucocorticoid-Rezeptor (GR). Es bindet beide Rezeptoren mit hoher 

Affinität (Kd< 10-9M). Die Phenylamino-dimethyl-Gruppe des RU486-Moleküls (Abbildung 60) 

interagiert mit einer spezifischen Region der Ligandenbindungstasche und induziert eine 

sterische Änderung der Ligandenbindungs-Domäne (LBD), welche sich von der Agonisten-

Konformation unterscheidet. Da GR und PR vom Aufbau her sehr ähnlich sind, gibt es keine 

reine Anti-Progesteron-Verbindung. RU486 wird wegen der Anti-Progesteron-Wirkung als 

Abortivum eingesetzt. Die Anti-Glucocorticoid-Wirkung ist hierbei zwar nicht von Nutzen, 

schadet aber auch nicht, da das Medikament nur einmal gegeben wird und die Nebenwir-

kungen der Glucocorticoiden nur bei Langzeittherapie von Bedeutung sind. Auch der Andro-

gen-Rezeptor (AR) zeigt eine, wenngleich auch sehr niedrige Affinität für RU486. Der mit 

dem GR eng verwandte Mineralocorticoid-Rezeptor (MR) zeigt gar keine Affinität für RU486, 

genau wie auch der Östrogen-Rezeptor (ER) (Cadepond et al. 1997).  

Es konnte in vitro gezeigt werden, dass RU486 den GR-Komplex mit den Hitzeschockprotei-

nen im Zytoplasma stabilisiert (Lefebvre et al. 1988). Diese Beobachtung von 1988 könnte 

unter Umständen zur Anti-Hormonwirkung beitragen, verhindert jedoch nicht die Transloka-

tion des RU486-gebundenen GR in den Nukleus.  
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Abbildung 60: Strukturformel und dreidimensionale Ausrichtung von RU486 

Die Phenylamino-dimethyl-Gruppe des RU486-Moleküls ragt aus der Ebene der Steroid-
Grundstruktur heraus, interagiert mit einer spezifischen Region der Ligandenbindungs-
tasche und induziert eine sterische Änderung der Ligandenbindungs-Domäne (LBD). Die 
Abbildung rechts zeigt die dreidimensionale Ausrichtung des RU486-Moleküls (hellgrau) 
im Vergleich mit dem Estrogen-Rezeptor (ER)-Antagonisten Tamoxifen (Cadepond et al. 
1997). 

RU486 verhindert das negative Feedback von endogenem Kortisol auf die Produktion und 

Sekretion von ACTH. Pharmakologisch kann bereits 1 mg Dexamethason den Effekt von 400 

mg RU486 aufheben. Außerdem wurde gezeigt, dass RU486 auch eine partielle Agonisten-

aktivität auf den Glucocorticoid-Rezeptor hat (Schulz et al. 2002). Im Falle von nGREs konn-

te in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der Antagonist RU486 die Promotoren 

POMC und FasL reprimiert. Die Repression durch RU486 ist jedoch bei gleicher Konzentra-

tion schwächer als die durch Dexamethason verursachte Repression. Dies konnte sowohl für 

den POMC-Promotor, als auch für den FasL-Promotor gezeigt werden. 

Nukleäre Rezeptoren können aufgrund ihrer modularen Domänenstruktur nicht als ganzes 

Protein strukturell aufgeklärt werden. Es wurden jedoch viele Kristallstrukturen der LBDs und 

DBDs verschiedener Nukleärer Rezeptoren aufgeklärt (vgl. Kapitel 1.2). Gerade die LBD-

Struktur des Glucocorticoid-Rezeptors konnte wegen ihrer stark lipophilen Eigenschaften, 

und der daraus resultierenden technischen Schwierigkeiten lange nicht gelöst werden. Erst 

durch das Einfügen einer Punktmutation (F602S, PhenylalaninàSerin) wurden die Löslich-

keitseigenschaften soweit verbessert, dass eine Kristallisierung möglich wurde (Bledsoe et 

al. 2002). Die GR-LBD weist als Besonderheit unter den Steroid-Rezeptoren eine anders 

geformte Liganden-Bindungstasche und ein anderes Dimerisierungs-Interface auf. Durch 

Aufklärung der Kristallstrukturen werden zwar wertvolle Hinweise gewonnen, jedoch kann die 

postulierte Wechselwirkung zwischen der DBD und LBD nicht untersucht werden. 

Von Xu et al. wurde der tryptische Verdau des GR der Ratte eingesetzt, um die Konforma-

tionsunterschiede zwischen liganden-gebundenem GR (Agonist und Antagonist) und Apo-

GR nachzuweisen (Xu et al. 1999). Nur der Apo-GR zeigte in dem Experiment ein Fragment 

von 16 kDa, während die Ligandenbindung den Verdau an dieser Stelle verzögerte. Die 

Spaltungsstelle befindet sich an Position 651 (Arginin in Helix 6 der LBD). 
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Der in der vorliegenden Arbeit durchgeführte partielle Proteaseverdau in Abhängigkeit des 

DNA-Bindungselementes wurde bereits für den Androgen-Rezeptor eingesetzt (Geserick et 

al. 2003). Dabei konnte gezeigt werden, dass der AR auf universellen Steroid-Rezeptor-

DNA-Elementen eine andere Konformation einnimmt, als auf für den AR selektiven Bin-

dungselementen. In der vorliegenden Arbeit konnte ein vergleichbares Ergebnis für den Glu-

cocorticoid-Rezeptor (GRE und nGRE) gezeigt werden.  

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die aus verschiedenen Untereinheiten bestehen. Diese 

Untereinheiten können unabhängig voneinander agieren. Die modulare Eigenschaft eines 

Transkriptionsfaktors wurde für den Aktivator GAL4 der Hefe am besten charakterisiert. 

GAL4 kontrolliert die Gentranskription von Genen, deren Produkte für den Galaktose-

Metabolismus von Bedeutung sind. Das GAL4-Protein hat drei Funktionen: Es bindet einen 

DNA-Abschnitt in der UAS-Sequenz (upstream activating sequence), es aktiviert die 

Transkription, und bindet das regulatorische Protein GAL80 (GAL80 verhindert die GAL4-

aktivierte Transkription). Man kann die GAL4-DBD gegen eine andere DBD austauschen, 

ohne dass das Protein seine anderen Funktionen verliert (Lewin 2000). Diese Beobachtung 

bedeutet jedoch nicht zwangsläufig, dass es keinerlei intramolekularen Interaktionen im nati-

ven Kontext der Proteine geben kann (Lefstin und Yamamoto 1998). Von Lefstin und Yama-

moto wurde ein Modell vorgeschlagen, bei dem die DNA-Sequenz des Bindungselementes 

als allosterischer Modulator für den Transkriptionsfaktor wirkt und die Rezeptorkonformation 

ändert. (Lefstin und Yamamoto 1998). Nach dieser Hypothese enthält das GR-

Bindungselement Informationen, die durch den gebundenen Transkriptionsfakor interpretiert 

werden. Die allosterische Information würde demnach von der DNA-Sequenz über die DBD, 

die Scharnier-Region und die Helix 1 an die Ligandenbindungs-Domäne weitergegeben. Die 

LBD ändert ihre Konformation, rekrutiert die entsprechenden Kofaktoren und bewirkt damit 

eine veränderte Genexpression.  

Für positive GREs weiß man, dass die Bildung des Homodimers punktsymmetrisch erfolgt. 

Jede Halbseite des GRE bindet ein GR-Molekül. Die beiden Proteine dimerisieren dann mit-

tels Aminosäuren der D-Schleife (DBD) und der LBD. Die Bildung eines Homodimers ist nur 

bei DNA-Kontakt des GR möglich (Drouin et al. 1992). Für die negativen GREs mit nur einer 

konservierten Halbseite ist aufgrund der Experimente mit den GRdim-Mutanten nachgewie-

sen, dass die Dimerisierungsfunktion der DBD für die Cis-Repression essenziell ist. Jedoch 

weiß man noch nicht, wie die beiden LBDs in diesem Fall zueinander orientiert sind, da sie 

durch die Scharnier-Region prinzipiell zur Rotation in der Lage sind (wie z.B. bei den asym-

metrischen DR-Bindungselementen der heterodimerisierenden Rezeptoren, Kapitel 1.2).  

Im Gegensatz zu GREs, deren Mechanismus relativ gut charakterisiert ist (Abbildung 61, A), 

existieren mehrere Modelle der Genrepression durch nGREs (B bis D). Für den Mechanis-

mus der nGREs wurde eine Konformationsänderung (B) und die Bindung eines GR-Trimers 
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(C) vorgeschlagen. Die Tatsache, dass nur eine Halbseite in nGREs konserviert ist, führt zu 

der Vermutung, dass ein GR-Monomer für die Repression des Zielgens verantwortlich ist 

(vgl. Modell D). Auf der anderen Seite zeigt der Vergleich der Footprint-Daten von GREs und 

nGREs, dass eher ein GR-Dimer involviert ist.  

A B

C D

 

Abbildung 61: Modell der verschiedenen Bindungsmechanismen des GR  

Der Glucocorticoid-Rezeptor bindet als Homodimer an positive GREs (A). Für negative 
GREs werden verschiedene Mechanismen diskutiert (B -D). Entweder bindet der GR als 
Homodimer mit einer anderen Koformation (B), oder ein drittes GR-Molekül bindet auf der 
dem Dimer gegenüberliegenden Seite (C, (Drouin et al. 1993). Bei der dritten Möglichkeit 
bindet der GR als Dimer, wobei aber nur ein Molekül Kontakt zur konservierten Halbseite 
des nGRE-Bindungselementes hat. Das zweite Molekül liegt durch den fehlenden DNA-
Kontakt in einer repressiven Konformation vor. Der in reprimierender Konformation vor-
liegende Rezeptor ist hellgrau dargestellt. (Abbildung modifiziert nach (Dostert 2004) 

Dieser offensichtliche Widerspruch könnte durch folgenden Mechanismus erklärt werden: 

GR bindet das DNA-Element als Dimer, wobei nur ein GR-Molekül direkten Kontakt zur DNA 

hat. Das andere Molekül befindet sich in einer Monomer-Konformation und interagiert nicht 

direkt mit der DNA, verhindert jedoch bei Footprint-Experimenten den Verdau der DNA durch 

das DNase I-Molekül (D). Der als Monomer an die DNA gebundene GR würde in einer ande-

ren Konformation vorliegen, und so die Genexpression durch einen Mechanismus reprimie-

ren, der Ähnlichkeit mit der Trans-Repression aufweist (Lefstin und Yamamoto 1998). Dieses 

Monomer könnte durch andere Transkriptionsfaktoren stabilisiert werden.  

5.5. Kofaktoren des Glucocorticoid-Rezeptors 

Der ABCD-Bindungstest wurde ursprünglich entwickelt, um die DNA-Bindung der Rezepto-

ren TR, RAR und RXR zu analysieren. Der Test wurde in diesem Zusammenhang erfolgreich 
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für die Detektion von Koaktivatoren und Korepessoren eingesetzt (Glass et al. 1988; Hörlein 

et al. 1995; Kamei et al. 1996). Zur Analyse der Bindung von Transkriptionsfaktoren an DNA 

wird häufig ein sogenannter Bandshift (EMSA) durchgeführt. Dabei wird der Protein-DNA-

Komplex in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert. Die EMSA (elec-

tromobility shift assay)-Methode ist im Falle des Glucocorticoid-Rezeptors nicht zur Untersu-

chung von GR-DNA-Komplexen geeignet, da der GR keinen definierten Bandshift ergibt, 

solange kein Antikörper (Supershift) eingesetzt wird (persönliche Mittleilung T. Heinzel). Des 

Weiteren werden nur sehr kleine Mengen an GR-DNA-Komplex gebildet, welche keine 

ausreichende Ausgangsmenge für die Massenspektrometrie bilden. Der ABCD-Bindungstest 

weist als Affinitätsreinigung deutlich weniger Limitierungen und ein breitgefächtertes Anwen-

dungsspektrum auf. Im Gegensatz zum Exonuklease III-Test und zum DNase-

Protektionstest können hier auch große PCR-Fragmente von 600 bis 1000 bp analysiert 

werden. 

Unter der Vielzahl von Kofaktoren interagieren einige auch mit dem Glucocorticoid-Rezeptor 

(Tabellen 15 und 16). GRIP-1 (GR interacting protein) z.B. wurde als Interaktionspartner des 

GR gefunden. PGC-1 ist ein leberspezifischer Kofaktor des Glucocorticoid-Rezeptors, der im 

Zusammenhang mit der Gluconeogenese von Bedeutung ist (Knutti et al. 2000; Herzig et al. 

2001; Yoon et al. 2001). Andere Kofaktoren wie z.B. ARA70 wurden als Interaktionspartner 

anderer Steroid-Rezeptoren ermittelt (Yeh und Chang 1996). Kofaktoren interagieren prak-

tisch immer mit mehreren Steroid-Rezeptoren und modulieren die Promotoraktivität je nach 

untersuchtem Kontext (Leung und Bloom 2003). Auch können sie sich teilweise gegenseitig 

in ihrer Funktion ersetzen. Mittlerweile spricht man, statt von Aktivierung und Repression 

auch vom Konzept der Modulation, da einige der Faktoren in unterschiedlichen Zusammen-

hängen als Koaktivatoren oder als Korepressoren agieren. Der Korepressor RIP140 bei-

spielsweise wurde zuerst als Koaktivator eingestuft (Subramaniam et al. 1999; Windahl et al. 

1999). Für den Koaktivtor GRIP-1 wurde ermittelt, dass er auch Korepressorfunktionen erfül-

len kann (Rogatsky et al. 2001; Rogatsky et al. 2003). Kofaktoren werden je nach Zelltyp und 

untersuchtem Promotor in verschiedenen Proteinkomplexen gefunden. So konnte für die 

Korepressoren N-CoR und SMRT gezeigt werden, dass sie in unterschiedlichen Multiprotein-

Komplexen enthalten sind, die überwiegend Histondeacetylaseaktivität aufweisen (Li et al. 

2000).  

In der vorliegenden Arbeit konnte die ligandenabhängige Interaktion des GR mit dem Koakti-

vator SRC-1 gezeigt werden. Die Interaktion ist verglichen mit der Menge des eingesetzten 

TNT-translatierten SRC-1-Proteins (vgl. Input) eher schwach. Auch wenn diese Interaktion 

durch die Literatur bestätigt wird, so zeigt sich doch, dass GR offensichtlich den Kofaktor 

GRIP-1 zu bevorzugen scheint (Onate et al. 1995; Hong et al. 1997). Möglicherweise unter-

scheidet sich die Wahl des Kofaktors je nach Kontext (Promotor und Zelltyp). Unter Umstän-
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den ersetzt SRC-1 GRIP-1 nur dann, wenn es im Überschuß vorhanden ist (wie in dem hier 

diskutierten Experiment). Gegen diese Möglichkeit spricht jedoch die Tatsache, dass sich 

SRC-1 und GRIP-1, obwohl sie beide der Familie der p160-Proteine angehören, in ihren bis-

her publizierten Funktionen deutlich unterscheiden. Lediglich für SRC-1 wurde die Koaktiva-

torfunktion durch die intrinsischen Histonacetyl-Transferase (HAT) -Aktivität und die Rekru-

tierung weiterer HAT-Aktivität durch CBP/p300 nachgewiesen, während GRIP-1 sowohl als 

Koaktivator als auch als Korepressor (s.u.) beschrieben wurde (Yao et al. 1996). 

Tabelle 15: Koaktivatoren des Glucocorticoid-Rezeptors  

Name Interaktion Funktion Referenz 

SRC-1  Koaktivierung in vivo Histonacetyltransferase (Onate et al. 1995) 

GRIP-1 

Interaktion in vitro, Koaktivi e-

rung in vivo, auch Korepres-

sorfunktion (vgl. unten) 

Vermittelt Transkription 

über Histonacetyltrans-

ferasen 

(Hong et al. 1997) 

P/CAF 

Interaktion in vitro, GR bindet 

GRIP-1 und interagiert dann 

mit P/CAF 

Histonacetyltransferase (Li et al. 2003) 

CBP/p300 
Interaktion in vitro, interagiert 

mit P/CAF und SRC-1 
Histonacetyltransferase (Yao et al. 1996) 

ARA70 
Interaktion in vitro, geringe 

Koaktivi erung des GR in vivo 

Starker Koaktivator für 

Androgen-Rezeptor 
(Yeh und Chang 1996) 

RAP46 Interaktion in vitro Koaktivator 
(Zeiner und Gehring 

1995) 

GRIP170 Koaktivierung in vivo Koaktivator (Eggert et al. 1995) 

SW12/SNF2 
Interaktion in vitro, Koaktivi e-

rung in vivo 

Untereinheit des SWI/  

SNF-Chromatin-Re-

modeling-Komplexes 

(Muchardt und Yaniv 

1993) 

PGC-1 
Interaktion in vitro, Koaktivi e-

rung in vivo 

Relevant in der hepati-

schen Gluconeogenese 

(Knutti et al. 2000; Yoon 

et al. 2001) 

BRG-1-  

Komplex 

Wird zur Aktivierung des 

MMTV-Promotors im Chro-

matin-Kontext benötigt 

Chromatin-Remodeling-

Komplex 
(Fryer und Archer 1998) 

(modifiziert und erweitert nach (Robyr et al. 2000) 
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Obwohl die GR-vermittelte Repression für die anti-inflammatorische Wirkung von Glucocorti-

coiden von großer Bedeutung ist, konnten bisher noch nicht viele Korepressoren und Kore-

pressor-assoziierte Proteine für den GR charakterisiert werden. Der Collagenase 3A-

Promotor wird durch GR über den Mechanismus der Trans-Repression des Transkriptions-

faktors AP-1 reprimiert. GRIP-1 wirkt in diesem Zusammenhang als Korepressor (Rogatsky 

et al. 2001; Rogatsky et al. 2003). Bisher wurde nur eine Interaktion zwischen GR und einer 

Histondeacetylase beschrieben (Ito et al. 2000b). Nach Behandlung der Zellen mit IL-1ß und 

Dexamethason konnte in einer Co-Immunpräzipitation eine schwache Interaktion des GR mit 

HDAC2 festgestellt werden. Der Korepressor RIP140 interagiert außer mit GR auch mit an-

deren Steroid-Rezeptoren und dem Ah-Rezeptor (Aryl Hydrocarbon-Rezeptor). Es konnte 

gezeigt werden, dass RIP140 als eine Art Plattform wirkt, Histondeacetylase-Aktivität 

(HDAC1 und 3) und das C-terminale Bindungsprotein (CtBP) rekrutiert (Vogelstein et al. 

2000; Wei et al. 2000; Wei et al. 2001). Für den nGRE-regulierten PRL-Promotor konnte im 

Luciferase-Reportergentest gezeigt werden, dass die GR-vermittelte Repression durch 

RIP140-Kotransfektion reduziert werden konnte. Außerdem reprimiert RIP140 die GR-

induzierte Aktivierung auf positiven GREs (Subramaniam et al. 1999; Windahl et al. 1999). 

Calreticulin wird neben seiner Funktion als Kalziumlager-Protein im Lumen des endoplasma-

tischen Retikulums auch im Nukleus gefunden. Es interagiert mit der DNA-Bindungsdomäne 

von Nukleären Hormonrezeptoren und kann so den GR an der Interaktion mit seinem DNA-

Bindungselement hindern (Burns et al. 1994).  

Es konnte in unterschiedlichen Zusammenhängen gezeigt werden, dass GR mit Korepresso-

ren wie N-CoR (Song et al. 2001; Schulz et al. 2002) und RIP140 (Subramaniam et al. 1999; 

Windahl et al. 1999) interagiert. In der vorliegenden Arbeit wurden in vitro Hinweise für eine 

Beteiligung des Korepressors N-CoR bei der Cis-Repression gefunden. In wieweit sich diese 

Daten auf den Kontext der Zelle übertragen lassen, muss noch untersucht werden. Die Ko-

transfektion von N-CoR ergab eine leichte Verstärkung der Repression durch GCs für die 

Promotoren POMC und FasL. Die Aussagekraft dieses Experiments ist jedoch aufgrund des 

in HepG2 vorhandenen endogenen N-CoR-Proteins sehr begrenzt (Daten nicht gezeigt). Der 

Luciferase-Reportergentest könnte dann eingesetzt werden, wenn man ein Plasmid für eine 

N-CoR si-RNA kotransfiziert und so die N-CoR-Expression verhindert. Diese Experimente 

sind geplant und sollen demnächst durchgeführt werden. Eine zweite Möglichkeit stellt die 

bereits erwähnte Chromatin-Immunpräzipitation dar, mit der man den direkten Nachweis 

erbringen kann, ob N-CoR auf einem bestimmten DNA-Abschnitt des Promotors bindet. 

 

 

 



Diskussion 113 

Tabelle 16: Korepressoren des Glucocorticoid-Rezeptors 

Name Interaktion Funktion Referenz 

N-CoR 

Interaktion braucht den GR-N-

Terminus und den C-Terminus 

und mehrere Domänen von    

N-CoR  

Korepressor, in mehreren 

Multiproteinkomplexen u.a. 

mit HDAC-Aktivität assoziiert 

(Song et al. 2001; 

Schulz et al. 2002) 

RIP140 

Die LBD des GR interagiert 

sowohl mit dem C-als auch mit 

dem N-Terminus von RIP140 

Korepressor, rekrutiert 

HDAC1, HDAC3 und CtBP 

(Subramaniam et al. 

1999; Windahl et al. 

1999) 

Calreticulin 
reprimiert Transkription durch 

Blockieren der GR-DBD 

Kalziumlager-Protein, Re-

pressor  

(Burns et al. 1994; 

Dedhar et al. 1994) 

GRIP-1 

Als GR-interagierendes Protein 

in vitro, Aktivator oder Kore-

pressor in vivo 

Zuerst als Koaktivator ge-

funden, vermittelt je nach 

Kontext auch Repression 

(Rogatsky et al. 

2001; Rogatsky et 

al. 2003) 

HDAC 2 
Schwache Interaktion von GR 

und HDAC2 
Histondeacetylase (Ito et al. 2000b) 

(modifiziert und erweitert nach (Robyr et al. 2000) 

Der Korepressor N-CoR interagiert in Säugerzell-2-Hybrid-Bindungstests mit dem Glucocor-

ticoid-Rezeptor sowohl in Agonisten-, als auch in Antagonisten-Konformation (Wang et al. 

2004). Es wurde ein Luciferasekonstrukt mit einem positiven GRE eingesetzt. In der vorlie-

genden Arbeit konnte sowohl im ABCD-Bindungstest als auch in der Co-Immunpräzipitation 

eine Interaktion zwischen GR und N-CoR nur in Gegenwart des Antagonisten RU486 festge-

stellt werden. Wang et al. setzen im Mammalian-2-Hybrid-Bindungstest ein Gal-

Fusionsprotein der N-CoR- und SMRT-RID (nuclear receptor interaction domain) ein. Ob-

wohl das System im Kontext der Zelle arbeitet, sind die untersuchten Fusionsproteine artifi-

ziell. Es könnte daher sein, dass der fehlende Teil von N-CoR die sterischen Gegebenheiten 

in der Art beeinflusst, dass GR und N-CoR unabhängig vom Ligandenbindungsstatus mitein-

ander interagieren.  

Interessanterweise konnte im Säugerzell-2-Hybrid-Bindungstest auch eine Interaktion des 

GR mit SMRT festgestellt werden (Wang et al. 2004). Mit dem Korepressor SMRT konnte in 

der vorliegenden Arbeit wegen schlechter Antikörperqualität keine Interaktion festgestellt 

werden (Daten nicht gezeigt). Somit kann zu SMRT in der vorliegenden Arbeit keine Aussa-

ge getroffen werden. 
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Tabelle 17: Massenspektrometrisch ermittelte GR-Kofaktoren 

Name Funktion Referenz 

Hsp90 

Der zytoplasmatische GR-Hitzeschockkomplex 

enthält 2 Hsp90-Proteine; Hsp90 im Zellkern ver-

stärkt den nukleären Export des GR 

(Pratt 1992; Tago et 

al. 2004) 

Hsp70 

Der zytoplasmatische GR-Hitzeschockkomplex  

enthält ein Hsp70-Protein; Hsp70 im Zellkern 

wurde als notwendig für die Ablösung des GR von 

der DNA beschrieben. 

(Freeman und Ya-

mamoto 2002) 

ß-Tubulin 

Die Tubuline der Zelle sind wichtige Stützproteine;  

Es wurde eine Interaktion von GR mit den Tubuli-

nen beschrieben, möglicherweise wandert der 

Rezeptor nach der Ligandenbindung an den Tu-

bulinen entlang in den Nukleus 

(Akner et al. 1995) 

DC12 Protein* 
Zu DC12 sind außer der Klonierung noch keine 

Daten publiziert worden. 

(Strausberg et al.  

2002) 

Tial 1 (TIAR)* 

RNA-bindendes Protein, bindet AU-reiche regula-

torische Sequenzen der TNF-α (tumor necrosis 

factor α) mRNA 

(Gueydan et al. 1999; 

Szpirer et al. 1999; 

Aritake et al. 2004) 

Histon H1d Eine Isoform des H1-Linker-Histons (Ohe et al. 1989) 

40S Ribosomales 

Protein 

Eines der zahlreichen Proteine der 40S-

Untereinheit der eukaryontischen Ribosomen, 

keine näheren Angaben 

gi|3122811;(keine                 

spezielle Publikation) 

* Die Peptide für diese beiden Proteine wurden in der selben Proteinbande gefunden. 

 

Der ABCD-Bindungstest ist in Verbindung mit dem Western Blot nicht zur Identifizierung 

neuer Interaktionspartner geeignet. Um Interaktionspartner des GR massenspektrometrisch 

zu ermitteln, wurde der GR mit einem auf dem ABCD-Bindungstest basierenden Verfahren 

aufgereinigt. Um die Qualität der Proteinaufreinigung zu optimieren, wurde mit der Oligo-

Elution ein zusätzlicher Reinigungsschritt eingeführt. Dabei wird ein nicht-biotinyliertes GR-

Bindungselement im 10-fachen Überschuss eingesetzt, um GR und assoziierte Proteine von 

der Streptavidin-Sepharosematrix zu eluieren. Die in der Massenspektrometrie ermittelten 

Proteine werden im folgenden Abschnitt kurz dargestellt. 
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Hsp 90 wurde neben seinen vielfältigen Funktionen in der Zelle als Komponente des zytoso-

lischen GR-Komplexes beschrieben (Pratt 1992). Es wurde außerdem gezeigt, dass Hsp90 

eine Rolle bei dem nukleären Export von GR spielt (Tago et al. 2004). Auch für Hsp70 wurde 

neben seiner Beteiligung am zytosolischen GR-Komplex eine Rolle im Zellkern beschrieben 

(Freeman und Yamamoto 2002). Man geht davon aus, dass es bei der Ablösung des GR von 

der DNA eine Rolle spielt. Freeman und Yamamoto konnten jedoch keinen Hinweis auf eine 

Beteiligung des Hsp90-Proteins finden. ß-Tubulin interagiert mit GR in vitro  und es konnte 

außerdem gezeigt werden, dass GR mit Tubulin in der Zelle kolokalisiert (Akner et al. 1995). 

Das DC12 Protein wurde zusammen mit Tial 1 (TIAR) in einer Bande ermittelt. Die cDNA 

dieses Proteins wurde zwar bereits analysiert (zusammen mit 15000 anderen cDNAs), je-

doch existieren zu diesem Protein noch keinerlei Daten (Strausberg et al. 2002). Tial 1 oder 

TIAR (TIA-1 related) bindet AU-reiche regulatorische Sequenzen der TNF-α (tumor necrosis 

factor α) mRNA (Gueydan et al. 1999; Szpirer et al. 1999; Aritake et al. 2004). Die Expressi-

on von TIAL1 korrelliert mit einer schlechten Prognose bei Estrogen-Rezeptor (ER)-

positivem Brustkrebs (Aritake et al. 2004). Histon H1d ist eine Isoform des H1 Linker-

Histons, dass mit der Linker-DNA zwischen zwei Histon-Oktameren interagiert (Ohe et al. 

1989). Das 40S Ribosomale Protein ist eines der vielen Proteine der 40S-Untereinheit der 

Ribosomen. Die 60S und 40S-Untereinheiten der eukaryontischen Ribosome enthalten zu-

sammen 83 Proteine.  

Die Affinitätsreinigung von Kofaktoren des Glucocorticoid-Rezeptors bringt einige technische 

Schwierigkeiten mit sich. So ist es wichtig, alle unspezifisch bindenden Proteine so weit als 

möglich zu eliminieren, ohne dabei die Stringenz derart zu erhöhen, dass die GR-Kofaktor-

Komplexe zerstört werden. Die meisten der gefundenen Kofaktoren stehen in einer Bezie-

hung zu GR. Man kann also davon ausgehen, dass sich mit der Methode spezifisch GR-

interagierende Proteine präzipitieren und ermitteln lassen. Die Sequenzierung sehr dünner 

Proteinbanden war aus technischen Gründen leider nicht erfolgreich. Hier ist unter anderem 

die Kontamination mit Keratinen von Bedeutung, die neben der technischen Ausstattung oft 

die wichtigste Limitierung der Massenspektrometrie darstellt. Mittlerweile gibt es hochauflö-

sende Massenspektrometer, welche alle eluierten Proteine auf einmal (d.h. ohne vorherige 

Auftrennung im SDS-Gel) analysieren (persönliche Mitteilung V. Papov, Ridgefield). Man 

könnte die in der ABDCE-Proteinaufreinigung eluierten Proteine nach tryptischem Verdau mit 

dieser Methode untersuchen, und unter den ermittelten Peptiden gezielt nach Sequenzen 

relevanter Kofaktoren suchen. 

Die Hitzeschock-Proteine und Tubuline liegen in einer deutlich höheren Konzentration in der 

Zelle vor als die relevanten Koaktivatoren und Korepressoren. Dadurch verschiebt sich bei 

der Komplexbildung das Gleichgewicht zu Ungunsten der gesuchten Proteine. Man kann 

einen Teil der irrelevanten Proteine durch die Herstellung nukleärer Zellextrakte eliminieren. 
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Jedoch hat der Einsatz verschiedener nukleärer Extrakte bei den unterschiedlichsten gete-

steten Reaktionsbedingungen immer zu massiver Bindung unspezifischer Proteine geführt 

(Daten nicht gezeigt), so dass es sinnvoller erschien, mit Ganzzellextrakten zu arbeiten. 

HDACs befinden sich in vivo in Multiproteinkomplexen. Sie können ihre reprimierende kataly-

tische Funktion über eine direkte oder indirekte Assoziation mit transkriptionellen Korepres-

soren, oder durch direkte Bindung an Transkriptionsfaktoren ausüben (Alland et al. 1997; 

Glass et al. 1997; Hassig et al. 1997; Heinzel et al. 1997; Laherty et al. 1997; Nagy et al. 

1997; Huang et al. 2000; Kao et al. 2000).  

Zu den Transkriptionsfaktoren, die zumindest indirekt mit HDACs interagieren zählen neben 

Nukleären Rezeptoren beispielsweise Mad-Max (Ayer et al. 1995; Laherty et al. 1997; Eilers 

et al. 1999) Rel A (p65 von NF-κB) (Ashburner et al. 2001; Kiernan et al. 2003), Sp1 und Sp3 

(Sun et al. 2002; Won et al. 2002; Zhang und Dufau 2002). Für den Glucocorticoid-Rezeptor 

wurde bisher jedoch nur eine schwache Interaktion mit HDAC2 publiziert (Ito et al. 2000a). 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Histondeacetylase-Inhibitoren die 

GC-vermittelte Repression der Promotoren POMC und FasL aufheben. Da HDACs bei etli-

chen Transkriptionsfaktoren regulierend eingreifen, und die untersuchten Promotoren neben 

GR eine Vielzahl anderer Transkriptionsfaktoren binden, kann aus diesem Ergebnis nicht auf 

den Mechanismus der GC-vermittelten Repression geschlossen werden. Für den HDAC-

Inhibitor TSA (Trichostatin A) wurde eine unspezifische Aktivierung von Promotoren be-

schrieben (Dressel et al. 2000). Um zu untersuchen, ob HDACs für die GC-vermittelte Re-

pression verantwortlich sind, wäre eine Untersuchung in einem artifizielleren System not-

wendig. Es besteht beispielsweise die Möglichkeit, kurze GR-Bindungselemente in einen 

SV40-aktivierten Luciferasevektor zu klonieren, und gezielt die Repression dieser Elemente 

zu analysieren. Solche Konstrukte wurden beispielsweise für das nGRE des POMC-

Promotors kloniert. Diese Reporterplasmide reagieren jedoch nicht auf Glucocorticoide (per-

sönliche Mitteilung N. Novac, AG Heinzel). Auch in der Literatur wurden keine derartigen 

Ergebnisse beschrieben. Dies spricht möglicherweise für einen Verdrängungsmechanismus, 

bei dem der ligandengebundene GR durch seine Bindung an das nGRE aktivierende 

Transkriptionsfaktoren verdrängt. Eine andere Erklärung ergibt sich aus der Beobachtung, 

dass nGREs im Luciferase-Reportergentest lediglich eine Repression von ca. 30-40% verur-

sachen: Möglicherweise bewirken nGREs keine stark einschneidenden Veränderungen in 

der Transkriptionsregulation, sondern sorgen für eine Art Feinregulation der Transkription bei 

hohen GC-Konzentrationen. Dieser Mechanismus ist möglicherweise nicht stark genug, um 

den SV40-Promotor in seiner Aktivität zu beeinflussen. In diesem Zusammenhang wird 

ebenfalls diskutiert, ob nicht mehrere GR-Bindungselemente oder die Interaktion des GR mit 

anderen Faktoren für die Repression benötigt werden (Lefstin und Yamamoto 1998; Dostert 
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2004).  

5.6. Mögliche Mechanismen der GR-Genregulation 

Für die DNA-abhängige Repression des Glucocorticoid-Rezeptors wurden verschiedene 

Mechanismen vorgeschlagen. Es besteht die Möglichkeit, dass diese Mechanismen Promo-

tor-spezifisch sind. Dabei ist es denkbar, dass der nicht-konservierte Teil des nGREs, der in 

Footprint-Experimenten geschützt ist, den Mechanismus bestimmt. Bei dem Osteocalcin-

Promotor überlappt das nGRE die TATA-Box und inhibiert höchstwahrscheinlich die Forma-

tion des Transkriptionsinitiations-Komplexes. Bei dem POMC-Promotor überlappt das nGRE 

ein Bindungselement für den positiv agierenden Transkriptionsfaktor Nur77. Die Variabilität 

der nGREs könnte bedeuten, dass je nach Sequenz ein anderer Mechanismus abläuft. Da-

bei könnten Zelltyp-spezifische Faktoren eine Rolle spielen.  

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die GC-vermittelte Cis-

Repression erst bei deutlich höheren Konzentrationen einsetzt als die GC-vermittelte Aktivie-

rung des MMTV-Promotors. Beim MMTV-Promotor sind bereits kleinste Steroidmengen 

(FCS) ausreichend, die bei nGRE-regulierten Promotoren keine Reaktion zeigen. Die Se-

quenz der GR-Bindungselemente könnte durch die Bindungsaffinität bestimmen, bei welchen 

GC-Konzentrationen der Promotor auf die Glucocorticoide reagiert. Für den POMC- und den 

CRH-Promotor macht die Regulation der HPA-Achse bei höheren GC-Konzentrationen 

durchaus Sinn, weil eine bestimmte Menge an Glucocorticoiden im Blutstrom benötigt wird. 

Wenn die beiden Promotoren bereits bei sehr geringen GC-Konzentrationen aktiv würden 

(wie die positiven GREs), dann wäre die verbleibende GC-Menge möglicherweise zu niedrig, 

um die Gluconeogenese zur regulieren.  

Denkbar wäre auch ein zweistufiger Regulationsmechanismus, der die Promotoraktivität zu-

erst über sterischen Ausschluss herunter reguliert (schnelle Reaktion), und bei anhaltend 

hoher GC-Konzentration mittels Rekrutierung von Kofaktoren die Histoneschwänze modifi-

ziert und damit zu einer nachhaltigen Beeinflussung der Promotoraktivität führt. 

5.7. Neue nGRE-regulierte Zielgene 

Die Microarray-Technologie spielt bei der umfangreichen Charakterisierung neuer Zielgene 

des GR eine wichtige Rolle. GC-regulierte Gene wurden bisher in Eosinophilen (Chauhan et 

al. 2002), in T-Zellen (Franchimont et al. 2002; Galon et al. 2002), in Typ II Lungenepithel-

Zellen (Gonzales et al. 2002), in Venen-Endothelzellen der Nabelschnur (McCormick et al. 

2001), in prä-B-Leukämie-Zellen (Planey et al. 2003), in Leukämie-Zellen (Tonko et al. 

2001), und in humanen Brustkrebs-Zellen (Wan und Nordeen 2002) analysiert. Diese Analy-

sen erlauben keine Aussage über den Mechanismus der GR-vermittelten Genregulation.  
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Das nGRE im IL-1ß-Promotor macht bereits deutlich, dass die nGRE-vermittelte Repression 

auch bei der Regulation inflammatorischer Zielgene eine Rolle spielen kann (Zhang et al. 

1997). Um zwischen Trans- und Cis-Modulation unterscheiden zu können, wurden im Labor 

von Günther Schütz vergleichende Microarray-Studien zwischen GRwt- und GRdim/dim-Mäusen 

durchgeführt. Die Analyse von Thymozyten-mRNA ergab einige Genkandidaten, die in der 

Immunmodulation eine Rolle spielen (persönliche Mitteilung W. Schmid, DKFZ). Einer dieser 

Kandidaten ist das SOCS-3-Gen. Die Rolle des SOCS-3-Proteins für die Regulation der 

HPA-Achse und die Repression des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges wurde bereits in 

der Einleitung (Kapitel 1.8.3) ausführlich beschrieben. 

Auch beim FasLiganden-Promotor ergab die Analyse der GRdim/dim-Mäuse, dass der Promo-

tor durch den Mechanismus der Cis -Repression reguliert wird (persönliche Mitteilung S. 

Baumann, Labor von Peter Krammer, DKFZ). Indirekte Mechanismen über die DNA-

abhängige Regulation anderer Proteine konnten ausgeschlossen werden (S. Baumann).  

5.7.1. FasLigand 

Glucocorticoide können den Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD) durch Repression des 

FasLiganden verhindern (Yang et al. 1995; Cui et al. 1996). Zum Mechanismus der Repres-

sion lagen bisher noch keine publizierten Daten vor. Durch vergleichende Analyse von GRwt- 

und GRdim/dim-Mäusen konnte ein Hinweis für die GC-vermittelte Cis-Repression des murinen 

FasL-Gens erhalten werden. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Hinweis in Luciferase-

Reportergentests für den humanen FasL bestätigt. Des Weiteren wurde die Lage der poten-

ziellen nGREs in dem murinen FasL-Promotor bestimmt. Wie Ergebnisse des ABCD-

Bindungstests zeigen, gibt es drei Bindungselemente, die den GR in vitro binden. Eine in-

nerhalb der Arbeitsgruppe (N. Novac) durchgeführte Chromatin-Immunpräzipitation konnte 

zeigen, dass in der Zelle sowohl das DNA-Element bei -700 als auch das DNA-Element bei 

+135 durch GR gebunden wird. Leider sind der humane und der murine FasL-Promotor nur 

im proximalen Bereich (von ca. -300 bis +1) konserviert. Die für den murinen Promotor ermit-

telten GR-Bindungselemente konnten im humanen Promotor nicht gefunden werden. Da der 

humane und der murine Promotor jedocoh funktionell konserviert sind, wird der humane 

Promotor derzeit nach dem hier etablierten Verfahren analysiert.  

Abbildung 62 gibt einen Überblick über die bereits charakterisierten Bindungselemente des 

humanen FasL-Promotors. Die entsprechenden Referenzen und Bindungssequenzen wer-

den im zitierten Übersichtsartikel (Li-Weber und Krammer 2003) detailliert beschrieben. 
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Abbildung 62: Bindungselemente des humanen FasL (CD95L)-Promotors 

Für den humanen FasL-Promotor sind eine Vielzahl verschiedener Bindungselemente 
charakterisiert worden. Diese Bindungselemente sind über Stimulation des T-Zell-
Rezeptors (TCR) z.B. durch einen αCD3-Antikörper aktivierbar. Die Aktivierung des T-
Zell-Rezeptors kann pharmakologisch durch PMA (aktiviert Proteinkinase C) und Iono-
mycin (aktiviert den Ca2+-Calicneurin-NFAT Signaltransduktionsweg) simuliert werden 
(nicht dargestellt). STAT5 wird durch Interleukin 2 (IL-2) aktiviert. (Li-Weber und Krammer 
2003 und enthaltene Referenzen, Abbildung: S. Baumann) 

Für den FasL-Promotor wurden viele Bindungselemente charakterisiert, die der GR-Trans-

Repression unterliegen müssten: drei Bindungsstellen für NF-κB, zwei für NF-AT, eine weite-

re für AP-1 (FosB/c-Jun-Heterodimer) und eine Bindungsstelle für STAT5 (Trans-

Aktivierung). Jedoch kann die Trans-Repression durch Experimente mit GR dim/dim-Mäusen 

von S. Baumann ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis wurde in der vorliegenden Arbeit 

für den humanen FasL-Promotor bestätigt. 

Auf die Frage, warum GR hier nicht über Trans-Repression agiert, kann derzeit keine durch 

die Literatur unterstützte Aussage getroffen werden. Denkbar ist, dass die Transkriptionsfak-

toren in diesem Kontext durch Koaktivator-Komplexe besetzt und somit für den GR nicht 

zugänglich sind. Die Analyse der DNA-Sequenz in unmittelbarer Umgebung der nGREs er-

gab keine relevanten Transkriptionsfaktoren, die der GR potenziell durch sterischen Aus-

schluss hemmen könnte (Prestridge 1991). In diesem Zusammenhang erscheint die Rekru-

tierung von Korepressor- und HDAC-Aktivität zur Repression des FasL-Promotors plausibler. 

5.7.2. SOCS-3 

Bei der Ratte konnte gezeigt werden, dass SOCS-3 durch Glucocorticoide reprimiert wird 

(Tollet-Egnell et al. 1999; Paul et al. 2000; Madiehe et al. 2001). Zu andern Spezies sowie 

zum Mechanismus der Repression lagen bisher keine publizierten Daten vor. Durch Microar-
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ray-Daten aus dem Labor von Günther Schütz konnte erstmals ein Hinweis für die GC-

vermittelte Cis-Repression des murinen SOCS-3 erhalten werden. In der vorliegenden Arbeit 

wurde dieser Hinweis mit Luciferase-Reportergentests bestätigt und die Lage des potenziel-

len nGREs auf einen Bereich von ca. 600 bp eingegrenzt (-855 bis -273). Wie vorläufige Er-

gebnisse des ABCD-Bindungstests zeigen, gibt es in diesem Abschnitt des Promotors zwei 

Elemente, die den GR in vitro binden. Ein weiteres Element bindet mit sehr niedriger Affinität. 

Die Analyse der DNA-Sequenz in unmittelbarer Umgebung der nGREs ergab keine relevan-

ten Transkriptionsfaktoren, die der GR potenziell durch sterischen Ausschluss hemmen 

könnte (Prestridge 1991). Leider sind der humane und der murine SOCS-3-Promotor prak-

tisch nicht konserviert (Daten nicht gezeigt). Deshalb müssen für den humanen SOCS-3-

Promotor vergleichbare Analysen durchgeführt werden. Diese Experimente werden dem-

nächst in der Arbeitsgruppe durchgeführt. 
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Abbildung 63: Schematische Darstellung des murinen SOCS-3-Promotors 

Der murine SOCS-3-Promotor enthält ein AP-1-Bindungselement (JunB/Fos) und ein 
STAT3-Bindungselement, die beide den Promotor aktivieren. Die in der vorliegenden Ar-
beit ermittelten potenziellen nGREs binden den Glucocorticoid-Rezeptor und reprimieren 
den SOCS-3-Promotor (Cis-Repression).  

Der murine SOCS-3-Promotor enthält ein Bindungselement für AP-1 (JunB/Fos) und ein 

Bindungselement für STAT3 (Abbildung 63). In der Abbildung sind die beiden im ABCD-

Bindungstest ermittelten potenziellen nGREs eingezeichnet. SOCS-3 wird neben LIF  (leu-

kemia inhibitory factor) auch von anderen gp130-stimulierenden Zytokinen wie Interleukin-6, 

Interleukin-11, Leptin, GH (growth hormone) und Prolaktin über den JAK/STAT-

Signaltransduktionsweg aktiviert (Auernhammer et al. 1999). Dieser Effekt ist aufgrund des 

schnellen proteosomalen Verdaus des SOCS-3-Proteins von kurzer Dauer. Durch die Akti-

vierung von SOCS-3 wird die Wirkung der Zytokine in einem Rückkopplungsmechanismus 

kurzfristig aufgehoben. 

In korticotrophen Zellen wird sowohl SOCS-3, als auch POMC durch CRH (corticotropin re-

leasing hormone) und LIF aktiviert (Abbildung 64). Interessanterweise werden beide Promo-

toren auch über Cis-Repression von Glucocorticoiden reguliert. SOCS-3 reprimiert nun den 

JAK/STAT-Signaltransduktionsweg, und verhindert in einer Rückkopplung die LIF-induzierte 

Aktivierung beider Promotoren.  
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Wenn -wie man bisher annahm- nur der POMC-Promotor ein nGRE enthielte, dann würde 

dieser durch GCs reprimiert, während SOCS-3 gleichzeitig die POMC-Promotoraktivierung 

von LIF unterbinden würde. Da jedoch beide Promotoren über ein nGRE reprimiert werden, 

bleibt die Information des LIF damit erhalten. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Genregula-

tion sehr vielschichtig ist, und das durch die zahlreichen involvierten Faktoren eine Integrati-

on vieler verschiedener Informationen (hier z.B. Dex, CRH und LIF) zustande kommt. 
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Abbildung 64: Modell der Regulation corticotropher Zellen  

Sowohl POMC als auch SOCS-3 werden in corticotrophen Zellen durch Dexamethason, 
CRH und LIF reguliert. Die Identifizierung des nGRE im SOCS -3-Promotor müsste sich 
danach auf die Signaltransduktion von LIF auswirken. Da SOCS-3 von Dex reprimiert 
wird, wird gleichzeitig die Blockade des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges durch 
SOCS-3 aufgelöst. (Abbildung modifiziert und ergänzt nach Auernhammer und Melmed 
2001) 

5.7.3. Die Bedeutung der neu charakterisierten Cis-reprimierten Zielgene 

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Ermittlung neuer negativer Bindungselemente 

des GR ein Hinweis dafür erbracht werden, dass negative GREs auch im Kontext der Im-

munmodulation eine Rolle spielen. Bisher war nur für den Promotor des Interleukin 1ß-Gens 

ein negatives GR-Bindungselement beschrieben. 

Es ist seit 1995 bekannt, das Glucocorticoide und auch Retinsäure AICD durch Repression 

von FasLigand verhindern können (Yang et al. 1995; Cui et al. 1996). Während Dexametha-

son auf der einen Seite Apoptose in T-Zellen induziert, verhindert es interessanterweise den 

Aktivierungs-induzierten Zelltod AICD. Ob der Glucocorticoid-Rezeptor FasLigand über den 

Mechanismus der Cis- oder der Trans-repression reguliert, war bisher noch nicht publiziert 

worden. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein negatives Bindungsele-

ment des GR (nGRE) die Repression vermittelt (Baumann, Dostert et al., Manuskript in Vor-

bereitung). 
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Zu den nGRE-regulierten Genen, die bislang von größerem Interesse waren, gehören POMC 

und CRH, die beide in die Regulation der HPA-Achse involviert sind. Mit dem  

SOCS-3-Gen konnte in der vorliegenden Arbeit ein weiteres nGRE-reguliertes Gen identifi-

ziert werden, dass ebenfalls für die Regulation der HPA-Achse von Bedeutung ist.  

Von Seki et al. konnte gezeigt werden, dass die Expression von SOCS-3 in den peripheren 

T-Zellen von Patienten mit Typ TH2-Erkrankungen wie atopisches Asthma und Dermatitis 

eng mit der Schwere der Erkrankung korrelliert (Seki et al. 2003). Je schwerer der Krank-

heitsverlauf, desto höher war die Expression von SOCS-3 in den T-Zellen. Die Repression 

von SOCS-3 durch Glucocorticoide könnte somit eine wichtige Bedeutung für die Therapie 

dieser Erkrankungen haben.  

Die Entwicklung dissoziierter GR-Liganden konzentriert sich bisher in erster Linie auf die 

Trans-reprimierten Zielgene des Glucocorticoid-Rezeptors. Die hier vorliegende Arbeit er-

bringt Hinweise, dass auch die DNA-abhängige Cis-Regulation für die Wirkung von Gluco-

corticoiden in der Therapie von entzündlichen Erkrankungen von Bedeutung sein könnte. 

Das könnte bedeuten, dass die sich derzeit in der Entwicklung befindenden Liganden nicht 

uneingeschränkt wirksam sind, und möglicherweise wichtige Aspekte der GC-Wirkung feh-

len. Es bleibt herauszufinden, ob weitere nGRE-regulierte Zielgene in die Immunmodulation 

involviert sind und ob diese Gene pharmakologisch von Relevanz sind.  
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6. Ausblick 

Die Nukleären Hormon-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Ho-

möostase des Körpers. Hormone sind (außer dem zentralen Nervensystem) der wichtigste 

Weg, über den das Gehirn (Hypothalamus und Hypophyse) auf die Vorgänge des Körpers 

Einfluss nehmen kann. Es kommt hinzu, dass diese Signaltransduktionswege pharmakolo-

gisch leicht zu beeinflussen sind. Jedoch ist die Wirkung der einzelnen Hormone ein äußerst 

komplexer und vielschichtiger Prozeß. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit am Beispiel des 

Glucocorticoid-Rezeptors dargestellt.  

Die Charakterisierung weiterer neuer nGRE-regulierter Zielgene ist sicher ein interessanter 

Punkt, den es weiter zu verfolgen gilt. Hierzu haben Microarray-Analysen aus dem Labor von 

Günther Schütz (DKFZ) eine wertvolle Basis gelegt. Es gibt Hinweise auf weitere Cis-

reprimierte Gene, die in der Immunmodulation und in der Apoptose eine Rolle spielen. Die 

Klonierung und Analyse dieser Gene mit den hier am Beispiel des FasL- und SOCS-3 Pro-

motors vorgestellten methodischen Konzepten steht im Zentrum der weiteren Bemühungen. 

Auch soll die Rolle des Korepressors N-CoR für die GR-vermittelte Cis-Repression weiter 

untersucht werden. Es ist von großem Interesse, ergänzend zu den jetzt vorhandenen in 

vitro-Daten die Situation in der intakten Zelle zu untersuchen und zu klären, ob N-CoR in vivo 

die erwartete Rolle spielt; ob es sich dabei um einen universellen Mechanismus handelt, 

oder ob die jeweiligen Zielgene unterschiedlich reguliert werden.  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Analyse der nGREs neben dem 

Mechanismus der Transrepression vermutlich von größerer Bedeutung ist, als man bisher 

angenommen hat. Die stärkere Berücksichigung dieses in den Hintergrund geratenen Berei-

ches wird sicher einen Beitrag zur weiteren Aufklärung der Wirkmechanismen der Glucocor-

ticoide leisten. 
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