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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung humaner GCNF-cDNAs

Ein neuer Waisen-Kernrezeptor der Maus ist von den Arbeitsgruppen von O"Malley und Jetten
beschrieben worden. Aufgrund seiner beinahe ausschliefdlichen Expression in den Keimzellen
des Testis und in reifenden Oozyten im Ovar adulter Tiere ist er ,Germ Cell Nuclear Factor”
(GCNF) (Chen et al., 1994) bzw. ,Retinoid Receptor Related Testis Associated Receptor”
(RTR) (Hirose et al., 1995) genannt worden. Zur Charakterisierung und Aufkléarung der
physiologischen Funktion von GCNF, insbesondere mit Hinblick auf eine mogliche Funktion
bei der Regulierung der zelularen Differenzierung wahrend der mannlichen
Keimzellentwicklung, sollte das humane Ortholog zur publizierten Maus GCNF-Sequenz
kloniert werden. Dazu wurde eine humane Testis cDNA-Bank mit einem durch PCR-
Amplifizierung hergestellten humanem GCNF-Fragment durchmustert.

4.1.1 Herstellung der Sonde

Zur Herstellung der humanen GCNF-cDNA Sonde wurde ein cDNA-Fragment aus humaner
Testis-cDNA durch RT-PCR mit degenerierten Primern (Primer #2 und #8) amplifiziert. Diese
waren durch einen Sequenzvergleich aus dem am besten konservierten Bereich der DNA-
Bindungsdomane von 28 Kernrezeptoren abgeleitet worden. Die amplifizierten Fragmente von
170 bp Lange (siehe Abb. 4) wurden in den pCR-Script SK(+)-Vektor (Stratagene) subkloniert,
und die Klone mit dem Oligonukleotid T3 sequenziert. Der Klon #4.1 enthielt ein cDNA-
Fragment von 170 bp Lange, das 88.3 % Sequenzidentitdt zur Maus GCNF-cDNA aufwies.
Desweiteren wurden cDNA-Fragmente der Kernrezeptoren TAK1, RORy, TR3, TR4, TR, RXR[3
und TR2-9 gefunden. Das Fragment der humanen GCNF-cDNA wurde als Sonde fur die

Durchmusterung der humanen Testis cDNA-Bank verwendet.
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ADbb. 4: Erzeugung eines humanen GCNF-Fragments durch RT-PCR. Einzelstrang cDNA aus
humaner TestismRNA diente as Matrize fur die PCR-Amplifikation mit degenerierten
Oligonukleotiden (Primer #2 und #8). Die erhaltenen Produkte wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Pfeil zeigt auf die hGCNF-Bande.

4.1.2 Durchmusterung einer humanen Testis cDNA-Bank

Zur Isolierung humaner vollstandiger GCNF-cDNAs wurden ungefahr 900.000 rekombinante
Phagen einer nicht-amplifizierten humanen Testis-Bank (Kratzschmar et al., 1996) mit dem
markierten hGCNF-cDNA-Fragment durchmustert. Insgesamt 21 Plaques wurden als primére
Kandidaten identifiziert und weiter vereinzelt. Die isolierten positiven Bakteriophagen-Klone

wurden durch in vivo-Exzision in pBluescript-Plasmide umgewandelt.

4.1.3 Restriktionsanalyse und Sequenzierung

Um die cDNA-Insertion der aufgereinigten Klone zu erhalten, wurde die Plasmid-DNA durch
Restriktionsspaltung mit EcoRIl und Xhol analysiert, und beide DNA-Strange wurden mit
flankierenden 3"- und 5°-Vektorprimern und ,, Primerwalking” sequenziert. Die zwei cDNA-
Klone Klon#l und Klon#5 mit je 1,9 kb Insertlange (siehe Abb. 5) und drel weitere Klone
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Klon#7 (3,6 kb Insertlénge), Klon#10 (1,8 kb Insertlénge) und Klon#12 (4,3 kb Insertlénge)
(siehe Abb. 5) wurden so identifiziert.

4268
3530

2027
1904 2027

1904

Klon#l Klon#5 M (bp) (bp) M Klon#10 Klon#7 Klon#12

Abb. 5: Restriktionsanalyse der cDNA-Insertion der isolierten Klone. Plasmid-DNA wurde mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRI und Nhel geschnitten und durch Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Die Pfeile zeigen auf die Banden der entsprechenden Inserts. . M = Marker

Durch Sequenzierung ergab sich die exakte Grofe der cDNA-Insertionen. Sie betrug fir
Klon#5 1909 bp und fur Klon#1 1910 bp mit einem Poly(A)-Schwanz von 31 bp bzw. 16 bp.
Die Sequenzanalyse ergab einen offenen Leserahmen von 480 bzw. 479 Aminosduren. Beide
Klone unterschieden sich nur in einer internen Deletion von drei Basenpaaren (Nukleotid-
Position 752-754) in dem offenen Leserahmen bei Klon#1, was zum Verlust eines Serinsin der
abgeleiteten Aminosdurensequenz, sowie einer etwas abweichenden Polyadenylierungsstelle
und 31 zusétzlichen Nukleotiden am 5 -Ende von Klon#1 (siehe Abb. 6), flhrte.
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1 CGOECECEGAGCCEEECEECT CEEEECCCAGAGAGAGCCECGECCEEGAGCTCECGEECTC
61 CTGACAACCTCCTCCCCT CEGECEGACGACGACCACGECGACT AGGECGLCCGGTCATGECG
121 GAGCAACAAACCCGGECGCGGACCCT AGGCACCACCGCAT GGAGCGEEGACGAACCGCCECC

1 M E R D E P P P
181 TAGCGGAGGEEGAGGECEECEEEEECT CEECEEEET TCCTGGAGCCT CCCGCCGCECTCCC
9 8§ GGG GG GG SAGFLEPPAALP

>< ><
241 TCCGCCGCCGECGCAACGGT TTCT GT CAGGATGAAT TGGCAGAGCT TGACCCAGGCACTAT
29 P P PRNGFOCOQDELAELDUZPGT I

301 TTCTGITTCAGATGATCGGEECTGAACAACGAACCTGICTCATTTGTI GGGGACCGCGCTAC

49 S vVSsSDbDDRAEOQRTT CLI CGDRAT
361 AGGCCTTGCACTATGGGATCATCTCCTGTGAGGGECTGCAAAGEGT TTTTCAAGCGGAGCAT
69 GLHY GI I §$ CEGCIKGFF KR S I

421 TTGCAACAAACGGEGTATATCGATGCAGT CGT GACAAGAACT GTGT CATGT CTCGGAAGCA
89 C N K R V Y R C S RDI KNZ CVMSR K Q

481 GAGGAACAGGTGCCAGTACTGCCGCCT GCTCAAATGCCT CCAGAT GGGGATGAACCGGAA
109 R NR CQVY CRULL KCOCL QMGMNR K
541 GGCTATCAGAGAAGAT GGCAT GCCT GGAGGCCGGAAT AAGAGCAT TGGEGECCAGI CCAGAT

129 A I R EDGMPGGRNIKS I GP V QI
601 ATCGGAAGAAGAAATCGAAAGGATCATGI CTGGEGCAGGAGT TTGAGGAAGAGGCCAATCA
149 S EEEI ERI MS GQEFETETEANH

661 CTGGAGCAACCATGGTGATAGI GACCACAGT TCCCCTGCGAACAGGGECT TCCGAGAGCAA
169 WS NH GD S DHS S P GNIRASE SN
(---)
721 CCAGCCCTCACCAGGCTCCACACTGICTTCCAGTAGGT CTGT GGAACTGAATGGATTCAT
189 Q P S PGS TL SS SRSV ELNGFWM
781 GGCCTTCAGGGAACAGTACATGEGAATGI CTGTGCCTCCACATTACCAATATATACCGCA
20 A FREQYMGMSVYVZPPHY QY I P H
841 CCTTTTTAGCTATTCTGGCCACTCACCACTTCTGCCCCAACAAGCTCGCAGCCTGGATCC
229 L F S Y S GHSPLL P QQARSLDFP
901 CCAGICATACAGTCTGATTCACCAGCTGITATCAGCCGAGGACCTGGAACCATTGGEGECAC

249 QSYy sSL I HQLL SAEUDULEWPLGT
961 GCCCATGITGATTGAAGATGGATACGCCT GTGACACAGGECAGAACTATTTGCCCTGCTTTG
269 P ML I EDGYAYVTOQATEILUFATLLC

1021 CCGCCTGECCGACGAGCTGCTCTTTAGGCAGATTGCCTGGATCAAGAAACTCCCTTTCTT
280 R L ADELLFRQI AWI KKWLPFF
1081 CTGCGAGCTCTCAATCAAGGAT TACACGT GCCTCT TGAGCT CTACGT GGCAGGAGCTAAT

309 Cc EL I KDYTI CLULSSTWQE L I
1141 CCTGCTGICTTCCCTCACCGT TTACAGCAAGCAGATCTTTGECGAACTGECTGATGTCAC
329 L L S$SSLTVYSKQQI F GEL ADWVT

1201 TGCCAAGTACTCGCCCTCCGATGAAGAACTACACAGATTTAGT GAT GAAGGGATGGAGGT
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349 A K'Y S P SDEELHRZFSDEGWMEV
1261 GATCGAGCGGCTCATCTACCT CTATCACAAGT TCCATCAGCTAAAGGT CAGCAACGAGEA

369 I E R L I Y L Y HKVFHQL KV S NE E
1321 GTATGCTTGCATGAAAGCAATTAACTTCCTAAATCAAGATATCAGGEGEGTCTGACCAGIGC
389 Y ACMKAI NFL NQDI RGL TS A
1381 CTCACAGCTGGAACAATTGAATAAACGATACTGGTACATTTGCCAGGATTTTACTGAATA
409 S QL E QL NKRYWY Il CQDVFTEY
1441 TAAATACACACATCAGCCGAACCCCTTTCCTGATCTCATGATGTGCTTACCTGAGATTCG
429 K'Y T HQPNRFPDLMMCLUPETI R
1501 ATATATTGCAGGAAAGATGGT GAAT GTGCCCCTGGAGCAGCTGCCCCTCCTCTTTAAGGT
449 Y I AGK MV NV P L EQL P L L F KV

1561 GGIGCTGCATTCCTGCAAGACCAGT GT GEECAAGGAAT GACCT GT TCCAGGCGECCCTCCT
469 V L H S C K T S V G K E *

1621 CAGGCCAACCACAGCGTCTTGGEGET GGGECAGGACAGGECT CTGGAGGGAAAAGCCAGAGAGA

1681 CCAAGATGGAGGECTGIGGAGCAGCATTTCCCGT TGCCTCCATAGCAAGAAGAGITTTTGT

1741 TTGITTGICTGITTTTTTAACCTCATTTTTCTATATATTTATTTCACGACAGAGT TGAAT

1801 GTATGECCTTCAACATGATGCACATCCTTTTGIGIGAATGCAGCCAATGCATTTTCTTAC

1861 AGITTACAGAATGTGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

|
( AAAAAAAAAAAAAAAA)

Abb. 6: Nukleotid-Sequenz und abgedeitete Aminosdurensequenz der beiden vollstdndigen
hGCNF-cDNAs Klon#5 und Klon#l. Die interne Deletion von 3 bp (Nuklectidposition 752-754) bei
Klon#l, die zum Fehlen der Aminoséure Serin in der kodierten Proteinsequenz fihrt, und die
aternative Polyadenylierungstelle sind in Klammern dargestellt. Die Regionen, die den PCR-Primern
zur Erstellung der 170 bp hGCNF-Sonde entsprechen, sind Uberstrichen. Die putative Lage zweier
Introns im hGCNF-Gen (nach Position 257 und 299) sind durch (><) markiert. Die Sequenz ist in der
Genbank unter der accession number U80802 abgel egt worden.

Klon#7 und Klon#12 enthielten einen Grofdteil des offenen Leserahmens von Klon#5 (von
Nukleotidposition 257 bis 1597 in Abb. 6), zeigten jedoch unbekannte Sequenzen von 2,0 kb
bzw. 0,4 kb Lange am 5 -Ende (siehe Abb. 7). Der 3"-Bereich nach dem offenen Leseraster
umfaldte eine Lange von 0,3 kb bzw. 2,5 kb. Klon#10 enthielt von Nukleotid 300 (verglichen
mit Klon#5) an 237 bp des offenen Leserahmens von Klon#5. Am 5 -Ende befand sich eine
unbekannte Sequenz von 0,8 kb und am 3"-Ende eine unbekannte Sequenz von 0,8 kb Lange.
Klon#7 und Klon#12 zeigten ebenfalls wie Klon#5 keine interne Deletion an Position 752-754.
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158 1597
K lon#l: hGCNF
1 158 1597 1909
K lon#5: hGCNF
257 1597
Klon#7: hGCNF
300 537
Klon#10: PGCNA
257 1597 / é y
Klon#12: hGCNF 2.5kb

Abb. 7: Schematische Darstellung der isolierten hGCNF-cDNAs. Die kodierende Sequenz ist grau
dargestellt. Die Zahlen entsprechen den Nukleotidpositionen verglichen mit Klon#5 (siehe Abb. 6), der
als Bezug fur die Nomenklatur verwendet wurde, da mit dieser cDNA nachfolgend gearbeitet wurde.
Klon#l und Klon#b enthalten vollstdndige cDNAS.

4.1.4 Sequenzvergleich mit Sequenzen in 6ffentlichen Datenbanken

Die cDNA-Sequenzen von Klon#l und Klon#5 wurden mit Sequenzen in der ,, Gen-Bank*-
Sequenzdatenbank verglichen. Dazu wurde das Programm BLAST (Altschul et al., 1990)
verwendet. Die Maus GCNF-cDNA-Sequenz (Chen et al., 1994) und RTR (Hirose et al., 1995)
zeigten mit 89,1 % DNA-Sequenzidentitét die starkste Ahnlichkeit. Aufgrund der hohen
Identitét zur Maus-GCNF-Sequenz wurde angenommen, dal3 die isolierten cDNAs das humane
Ortholog von GCNF darstellen und wurden daher mit hGCNF bezeichnet. Da Klon#l eine
interne Deletion von drei Basenpaaren tragt (Nukleotid-Position 752-754), die bel der Maus
GCNF-Sequenz nicht beschrieben ist, wurde nachfolgend mit der humanen GCNF-Sequenz
Klon#5 weltergearbeitet.

Die hGCNF-cDNA kodiert fuir ein Protein von 480 Aminosauren. Ein Vergleich der

Aminosaurensequenzen mit mMGCNF und der spéter verdffentlichten Xenopus-GCNF Sequenz
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wies eine ldentitat von 98,3 % bzw. 82,7 % auf. Der einzige deutliche Unterschied zwischen
den Sequenzen ist eine Insertion bei MGCNF von 15 Aminosauren zwischen Position 47 und
48 bei hGCNF. Dieser Bereich fehlt bei dem N-termina kirzerem xGCNF vollig (siehe Abb.
8). Der bal Klon#l deletierte Aminosdurerest Serin ist sowohl bei Klon#5, Klon#7 und
Klon#12 as auch mGCNF vorhanden. Die Polyadenylierungsstelle der cDNA-Insertionen in
Klon#5 und Klon#7 liegt 279 bp stromabwarts vom Stop-Kodon und entspricht der Position
der Polyadenylierungsstelle, wie sie von Hirose et al. publiziet wurde. Nachfolgend
publizierte hGCNF Sequenzen von (Agoulnik et al., 1998), (Lei et al., 1997) und (Susens et
al., 1996) zeigten die gleiche Aminosaurensequenz wie das hier beschriebene hGCNF, geringe
Nukleotidabweichungen von der hGCNF-Sequenz von Le et. al. bestehen, aber die
entsprechenden Positionen der anderen publizierten Sequenzen stimmen an diesen Stellen

Uberein.

69



Ergebnisse

1 51
h GONF  MERDEPPPSGGGGGGGSAGFL EPPAAL PPPPRNGFCQDELAELDPGT. . . . ...\t . ... I SVS
m GONF  MERDERPPSGGGGGGGSAGHL EPPAAL PPPPRNGFCQDEL AEL DPGTNGETDSL TLGQGHI PVSVP
X GONE e NDTVE

e =] =] SR

h GCNF DDRAEQRTCLI CGDRATGLHYG | SCEGCKGFFKRSI CNKRVYRCSRDKNCVMSRKQRNRCQYCRL
m GCNF  DDRAEQRTCLI CGDRATGLHYA | SCEGCKGFFKRSI CNKRVYRCSRDKNCVMSRKQRNRCQYCRL
X GCNF DDRVDQRACLI CGDRATGLHYG | SCEGCKGFFKRTI CNKRVYRCSRDKNCVMSRKQRNRCQYCRL

* k k kk khkkhkkhkkhkhhkkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhhhhkhk, ) khhkhkhhhkhhhhhhhkhhkhkhdkhkkhkhkrkk kr*x*%

------- > 182
h GCNF  LKCLQVGVNRKAI REDGVPGGRNKSI GPVQ SEEEI ERI MBGQEFEEEANH, WBNHGDSDHSSPGN
m GCNF  LKCLQVGMNRKAI REDGVPGGRNKS! GPVQ SEEEI ERI MSGQEFEEEANH, WENHGDSDHSSPGN
x GONF  LKCLQMGVNRKAI REDGVPGGRNKSI GPVQ SDEEVER! MSGQEFEEEANT SWSNNGDSDHSSPGN

khkhkkkhkhkhkhkdhkhkhkkhhkdrhkdkhkhkhdkrhkdkhrhkhhkrhkdhrdx **% *hxkkdkhxkdxkdx*x* *kkhk*k khhkkkkhkkkkkx

183 <-
h GCNF RASESNQPSPGSTL SSSRSVEL NGFMAFREQYMAVBVPPHYQY! PHLFSYSGHSPL L PQQARSL DP
m GCNF  RASESNQPSPGSTL SSSRSVEL NGFMAFRDQYMGVEBVPPHYQYI PHLFSYSGHSPL L PPQARSLDP
X GCNF  AVSESNQPSPVSTPSSSRSMELNGFSSL RDQYLGTPGPTHYQYLPHLFSFSAHPTI | PAQSRSLDP

kkhkkkkhkhkxkk *k *kkhkkkx K*hkkk*k * k% % * *kkk*k kkkkk *x * * *x k*kkk*k

----- HL ------> Cemmmmeeee H3 s> <-
h GCNF QSYSLI HQLLSAEDLEPLGTPM.I EDGYAVTQAEL FALLCRLADELLFRQ AW KKLPFFCELSI K
m GCNF  QSYSLI HQLMSAEDLEPL GTPM.I EDGYAVTQAEL FALLCRLADELLFRQ AW KKLPFFCELSI K
X GCNF QSHTLI NQLLTAEDI EPLNTPM.I EDGYKVTQSELFALLCRLADELLFRQ TWKKLPFFCDLSI K

* % * % ** kkhk khhkk Fhkkkhkhkkkhkkhkk hhkk Fhkkkhkhkkkhkhkhkkkhkhkkxkkkhkhkkkhk *x Fhkkkhkkkk kkk*k

- H4 --><--- 5 ---> < Ho > <--- H/ ---->
h GCNF DYTCLLSSTWCQELI LLSSLTVYSKQ FGELADVTAKYSPSDEEL HRFSDEGVEVI ERLI YLYHKFH
m GCNF  DYTCLLSSTWQELI LLSSLTVYSKQ FGELADVTAKYSPSDEELHRFSDEGVEVI ERLI YLYHKFH
X GCNF DYTCLLSTTWQELI LLSSI TTYSKQ FGDLTDVTSKYSPSEDEL HRFSEDGVEVMERLI YLFRKFS

khkkhkkhkhkk K khkkhkhkkkhkhkkk *k *kkhkkkhk * kkh*k *(kkhkkhkk *khkhkkk*k kkkk Kkkhkkkkk * %

382 <--- H8 ---> Cemmmmn- HO - - -- > <-ee-- H10-
h GONF  QLKVSNEEYACMKAI NFLNQDI RGLTSASQLEQLNKRYWYI CQDFTEYKYTHQPNRFPDL MVICLPE
m GONF  QLKVSNEEYACMKAI NFLNQDI RGL TSASQLEQL NKRYWYI CQDF TEYKY THQPNRFPDL MVICLPE
X GONF  QLKVSNEEYVCMVKAI NFLNQDI QG SSASQVEQL NKRYWYVCQDFTEYRYPHQPNRFPDL MVCL PE

EE R I S O S R O O khkkk KAhkdkhkhkhkdkhkk Fhkhkdkhkxkk *x Fhkkhkhkkhkhkrkkkhkhkkkk

------ > < Hl2 > 480
h GCNF | RYI AGKMNVPLEQLPLLFKVWLHSCKTSVGKE
m GCNF | RYl AGKMNVPLEQLPLLFKVVLHSCKTSTVKE
X GCNF  VRYI AGKLVNVPLEQLPLLFKAFLHSCKTI VTKE

kkkhkkhkk *khkkhkkkhkkhkkkhkhkkkhkik kkkkk*k * %

Abb. 8  Sequenzgegeniberstellung der  humanen, Maus und Xenopus GCNF
Aminosaurensequenz. Positionen, die in dlen drei Sequenzen konserviert sind, sind durch ,, * “
markiert. Die DNA-Bindungsdoméne (DBD) und die putativen Helices (H1-H12), die aus einem
Sequenzvergleich mit RXRa und RARYy abgeleitet wurden, sind markiert. Die Numerierung entspricht
der humanen GCNF-Sequenz.
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Ein Sequenzvergleich mit den Kernrezeptoren RARy und RXRa zeigte, da? hGCNF die
typische Doméanenstruktur der Kernrezeptoren aufweist (siehe Abb. 8). Die A/B-Doméne, die
DNA-Bindungsdomane, die Scharnier-Region und die Ligandenbindungsdoméne (LBD) lief3en
sich anhand von invarianten oder hoch konservierten Aminosauren identifizieren. Innerhalb der
Ligandenbindungsdoméne konnten die meisten der maoglichen Helices, die anhand der
Kristallstrukturen von RARy und RXRa fir die Familie der Kernrezeptoren vorhergesagt
worden sind (Wurtz et al., 1996), zugeordnet werden. Allerdings ist hGCNF im Bereich des
C-Terminus um mindestens zehn Aminosduren kirzer als die Uberwiegende Mehrzahl der
Kernrezeptoren. Eine bedingte Homologie zur Konsensus-Sequenz der AF-2 Doméne 1813t auf
die mogliche Existenz einer Helix 12 schlief3en. Diese enthdlt aber nicht die sonst konservierte

saure Aminosaure (meistens Glu) sondern ein Lys an Position 467 (siehe Abb. 9).
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<--- H8 ---> S H -------- >

.. LKVSNEEYACMKAI NFLNQ. . . ... .. DI RGLTSASQLEQLNKRYWYI CQDFTEYK
.. LKVSNEEYACMKAI NFLNQ. . . ... .. DI RGLTSASQLEQLNKRYWYI CQDFTEYK
.. LKVSNEEYVCMKAI NFLNQ. . . ... .. DI QA SSASQVEQLNKRYWYVCQDFTEYR
.. LELDDSDI SLFVAAI I CCG. ....... DRPGLLNVGH EKMQEG VHVLRLHLQSN
.. LQLNDAEFALLI Al SIFSA. .. ..... DRPNVQDQLQVERL QHTYVEALHAYVSI H
.. LEMDDTETGLLSAICLICG ....... DRIVDL EEPEKVDKL QEPLLEALRLYARRR
.. MVHLTEDEI ALFSAFVLMSA. . ... ... DRSW.QEKVKI EKL QQKI QLALQHVL QKN
.. LGVDVPAFACLSALVLIT. . ....... DRHGL QDPRRVEEL QNRI ASCLKEHMAAV
.. MQVDKTELGCLRAI VLFNP. . . ... .. DSKGLSNPAEVEAL REKVYASL EAYCKHK
.. LHVDSAEYSCLKAI VLFTS. .. ..... DACGLSDAAHI ESL QEKSQCALEEYVRSQ
. LQ DDNEYAYLKAI I FFDP. . ... ... DAKGL SDPGKI KRLRSQVQVSLEDYI NDR

- MNLQGEEFVCLKSI | LLNSGVYTFLSSTLKSLEEKDHI HRVLDKI TDTLI HLMAKA

<--- H8 ---> Ceammmn

DS H10 ---> < H12 >
Y. .. THQPNRFPDLMMCLPEI RYI AGKMWN. . .. ..... ... VPLEQLPLLFKVVLHSC
Y. .. THOPNRFPDLMVCLPEI RYI AGKMWN. . . . ... ... .. VPLEQLPLLFKVVLHSC
Y. .. PHQPNRFPDLMVCLPEVRYlI AGKLVN. . .. ..... ... VPLEQLPLLFKAFLHSC
H. . . PDDI FLFPKLLQKVADLRQLVTEHAQLVQ | KKTESDA. . . ALHPLLQEl YRDMY
H. . . PHDRLMFPRMLMKLVSLRTLSSVHSEQVFALRLQDK. . . . . KLPPLLSEI WDVHE
R .. PSQPYMFPRMLMKI TDLRG STKGAERAI TLKVEI PG. . . . PMPPLI REMLENPE
H. .. REDG MLTKLI CKVSTLRALCCRHTEKL MAFKAI YPDI VRLHFPPLYKELFTSEF
AGD. PQPASCLSRLLGKLPELRTLCTQGLQRI FCLKLEDLVPPPPI VDKI FMDTL SF*
Y. .. PEQPGRFAKLLLRLPALRSI GLKCLEHLFFFKLI GDT. . . . PI DTFLMEM_EAPH
Y. .. PNQPSRFGKLLLRLPSLRTVSSSVI EQLFFVRLVCKT. . . . PI ETLI RDMLLSGS
Q .. YDSRGRFGELLLLLPTLQSI TWOM EQ QFI KLFGVA. . . . KI DNLLQEMLLGGS
GLTLQQQ—IC_RLAQ_LLI LSHI RHVENKGVEHL YSMKCKNWV. . . . PLYDLLLEM_.DAHR
----- H10 ------><-- HI11 --> < Hl2 >
| | AF2] |
KTSVGKE*
KTSTVKE*
KTI VTKE*
*
*
MFEDDSSQPGPH. . .
EPAMQ DG*

*

Qvr

FSFNWPYMSI QCS*
PSDAPHAHHPLH. . .
LHAPTSRGGASV. . .

Abb. 9: Sequenzvergleich der C-Termini von GCNF-Proteinen und anderen Mitgliedern der
Kernrezeptorfamilie. Die bekannten bzw. putativen helikalen Regionen und die Kernregion der
Aktivierungs-Funktion 2 (AF2) innerhalb von Helix 12 sind markiert.

4.2 Untersuchung der Genexpression von hGCNF
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In der Maus war eine fast ausschliefdlich auf zwel Gewebe beschréankte Expression von GCNF
im Ovar und im Testis beschrieben worden (Chen et al., 1994) und (Hirose et al., 1995). Um
die Verteilung der Expression von GCNF in verschiedenen Geweben beim Menschen zu

untersuchen, sollten Northern-Blot-Hybridisierungen durchgefihrt werden.

4.2.1 Genexpression von hGCNF in ver schiedenen humanen Geweben

Die Expression von hGCNF in verschiedenen adulten humanen Geweben wurde mit Hilfe der
kommerziellen Northern Blots (Clontech) ,Human Multiple Tissue Blot 1“ (Herz, Gehirn,
Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskulatur, Niere, Pankreas) und ,,Human Multiple Tissue Blot
1" (Milz, Thymus, Prostata, Testis, Ovar, Dinndarm, Dickdarm, periphere Leukozyten), die
mit je 2 pg PolyA™-RNA beladen waren, untersucht. Als Sonde firr die Hybridisierung diente
ein 1054 bp hGCNF-Fragment (nt 519 bis nt 1572), das der Scharnier- und
Ligandenbindungsdoméne (PCR mit Oligonukleotid 2891 und 2869) entsprach, sowie als
interner Standard eine humane Cyclophilin-Sonde (Haendler et al., 1987). Es zeigte sich, dal3
im Testis zwel Transkripte gleicher Intensitét mit 8 kb und 2,2 kb Lange nachgewiesen werden
konnten, wahrend in allen anderen Geweben bis auf das Ovar, das im Gegensatz zur Maus
keine GCNF-Expression zeigte, nur Transkripte mit 8 kb Lange gefunden wurden (siehe Abb.
10). Die Ubrigen Banden traten durch die gleichzeitige Hybridisierung mit der Cyclophilin-
Sonde auf (Haendler et al., 1987). Die Expression der Transkripte wurde durch Messung der
Signalstéarke mit dem Phosphorimager (Molecular Dynamics) quantifiziert. Zur Bestimmung
der relativen Signade wurden die Signalstarken der einzelnen Organe anhand der
Cyclophilinsignale normalisiert. Fur die quantitative Auswertung wurden die normalisierten
Signale der beiden hGCNF-Transkripte des Testis addiert und mit dem Signal des 8 kb-
Transkriptes der anderen Gewebe in Relation gesetzt. Die mit Abstand stérkste Expression von
hGCNF zeigte sich im Testis (gleich 100% gesetzt), wahrend in der Plazenta nur 4,3 %, im
Dickdarm 4,0 %, im Pankreas 3,5 % und in den anderen Geweben ca. 2,0 % der Testis-

Expression gefunden wurde.
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Abb. 10: Genexpresson von hGCNF in verschiedenen humanen Geweben. A: MTN-Blots
(Clontech) wurden mit einer hGCNF-Sonde hybridisiert. Zur Normalisierung wurden die Blots mit
einer Cyclophilin-Sonde hybridisiert. Die hGCNF-spezifischen Signale sind jeweils mit einem Pfeil
markiert. B: Die Expression der Haupttransskripte von hGCNF wurde mit dem Phosphorlmager
quantifiziert und zur Expression von Cyclophilin in Relation gesetzt. Dabel wurde die Expression von
hGCNF gleich 100% gesetzt.
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4.2.2 Lokaliserungvon GCNF im Testis verschiedener Spezies

Die Northern-Blot-Analyse hatte gezeigt, dal3 hGCNF-mRNA hauptsichlich im Testis
exprimiert wird. Fir die Maus war durch in situ Hybridisierungen die Expression von mGCNF-
MRNA in runden Spermatiden gezeigt worden (Chen et al., 1994). Daim Testis oftmals der
Mechanismus der trandationalen Kontrolle zur Regulation der Expression von Proteinen
Verwendung findet (Schéfer et al.,1995; Kleene, 1996), 183 sich aus diesen Daten noch nicht
eindeutig auf das V orhandensein von GCNF-Protein in diesen Zellstadien schlief3en. Um genau
zu lokalisieren, von welchen Zellen des Testis GCNF exprimiert wird, sollten
immunohistochemische Untersuchungen durchgefthrt werden. Dazu sollten hGCNF-
Fragmente heterolog in E. coli exprimiert werden, und diese zur Herstellung von anti-GCNF-
Antikorpern verwendet werden. Mit den so gewonnenen Antikdrpern sollte dann GCNF in

Testis-Gewebeschnitten verschiedener Spezies nachgewiesen werden.

4.2.2.1 Expression und Reinigung von hGCNF-His; Fragmenten

Zwei Konstrukte fur die E.coli-Expression von hGCNF-Hiss mit jewells einem 139 As langen
C-terminalem hGCNF-Fragment mit C-terminalem Hiss-Tag (P1.5) und einem 338 As langen
C-termindlem hGCNF-Fragment mit N-terminaem Hiss-Tag (P9.2) wurden erstellt. Das
kirzere Konstrukt pl.5 wurde durch PCR-Amplifikation (Oligo #3106 und #3107) eines
hGCNF-Fragments von Nukleotid 1181 bis 1597 unter Einflgen der Restriktionsschnittstellen
Sohi/BamHI und der sechs C-terminalen Histidine und anschlief3ender Klonierung in den
Vektor pUC19 generiert. Das langere hGCNF-Fragment von Nukleotid 584 bis 1597, welches
anndhernd den gesamten ligandenbindenden Bereich von hGCNF umfali, wurde durch PCR-
Amplifikation (Oligo #3112 und #3113) erzeugt und Uber die so engefihrten
Restriktionsschnittstellen  Sphi/Hindlll in den Vektor pQE31 (Qiagen) kloniert. Das
entstandene Plasmid wurde as p9.2 bezeichnet. Beide hGCNF-Fragmente sind durch die
Klonierung bedingt N-terminal an 9 Aminosauren des lacZ-Gens aus der Multiple Cloning Ste
fusioniert. Als Matrize fur die PCR-Amplifikation diente jeweils die cDNA Klon#5. Beide
Konstrukte wurden durch Sequenzierung Uberpriift.

Die Expression der beiden GCNF-Proteinfragmente erfolgte im E.coli-Stamm BL20. Da dieser

nicht den lac-Repressor exprimiert, mufdte die Expression nicht durch IPTG induziert werden.
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Die Analyse der Totalextrakte durch SDS-PAGE zeigte im Vergleich zur Negativkontrolle bel
pl.5 eine pradominante Bande bel ca. 19 kDa und bei p9.2 eine prédominante Bande bei ca. 45

kDa (siehe Abb. 11). Als negative Kontrolle wurden Totalextrakte nicht transformierter BL20-
Zellen aufgetragen.

A:
1 480
hGCN Fﬂ . hGCNF:
342 480
P1.5: hGCNF1.5 |-Hiss
143 480
P9.2: Hiss- hGCNF9.2
B:
(kDa) M
495 —
325 —
275 —
185 —

pl.5 p9.2

Abb. 11: Expresson von hGCNF-Hiss-Fragmenten. A: Schematische Darstellung der
Proteinfragmente fir die E.coli-Expression. Zum Vergleich wurde hGCNF; dargestellt. Als
Ausgansvektor diente pUC19. Die Zahlen geben die Aminosaurepositionen an. B: Bakterientotal lysate
wurden aus mit p1.5 und p9.2 transformierten und nicht transformierten BL20-Zellen hergestellt. Die
Lysate wurden auf einem 12,5 % igem SDS-PAA-Gd aufgetrennt. (-) = nicht transformiert, (+) =
transformiert. Die Pfeile zeigen die Banden der exprimierten hGCNF-Fragmente an. (M) = Marker
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Um sauberes Antigen fur die Immunisierung zu erhalten, wurden die hGCNF-Fragmente unter
denaturierenden Bedingungen (Guanidiniumhydrochlorid) an NiNTA-Saulen (Qiagen)
aufgereinigt. Das 139-Aminosauren- (P1.5) und das 338-Aminosauren- (P9.2) Fragment lagen
nach der Aufreinigung sauber vor (siehe Abb. 12). Nach der Auftrennung im SDS-PAA-Gel
wurden beide exprimierten hGCNF-Fragmente N-terminal ansequenziert (durchgefiihrt von

Norbert Otto). Die ermittelten Sequenzen entsprachen den erwarteten Proteinsequenzen.

A: B
kDa M P15 kDa M P92
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© e g 50 m———
40 r—— WA
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Abb. 12: Reinigung der exprimierten hGCNF-His;-Fragmente an Ni-NTA-Sepharose. Die
exprimierten hGCNF-Fragmente P1.5 (hGCNF-Hisg) (A:) und P9.2 (Hiss-hGCNF) (B:) wurden an Ni-
NTA-Sepharose Saulen aufgereinigt und anschlief3end auf 12,5 %igen SDS-PAA-Gelen aufgetrennt.
(M) = Marker

4.2.2.2 Herstellung und Reinigung der hGCNF-spezifischen-Antiseren

Die beiden aufgereinigten hGCNF-Fragmente wurden zur zusétzlichen Reinigung durch SDS-
PAGE aufgetrennt, die entsprechenden Banden ausgeschnitten und zur Immunisierung von
jeweils zwei Kaninchen pro Fragment verwendet (Firma Eurogentec, Liegé, Belgien). Die Titer
der erhaltenen Antiseren wurden im ELISA abgeschétzt. Aufgrund der zunéchst niedrigen
Titer wurden die Tiere insgesamt sieben ma immunisiert. Erste Vorversuche zur
immunhistochemischen Lokalisierung von GCNF im Testis hatten keine positiven Ergebnisse
gezeigt. Daher wurden die Antiseren durch Affinitdtschromatographie an den jeweiligen
Antigen-beladenen NiNTA-Saulen aufgereinigt (siehe 4.2.2.1). Diese waren durch Bindung
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des rekombinantem 338-Aminosduren-hGCNF-Fragments (P9.2) und des 139-Aminosauren-
hGCNF-Fragments (P1.5) an NiNTA-Sepharose erstellt worden. Die gereinigten Antikorper
gegen das kirzere hGCNF-Fragment wurden mit anti-hGCNF-1.5 (1) und anti-hnGCNF-1.5 (2),
die Antikorper gegen das langere Fragment wurden mit anti-RGCNF-9.2 (1) und (2) benannt.
Die Antikorper-Préparationen hatten eine Antikorperkonzentration von ca. 2-10 pg/ml. Zur
Abschédtzung der Qualitét der gereinigten Seren wurden sie im Westernblot getestet. Anhand
von Verdinnungsreihen des Antigens P9.2 konnte gezeigt werden, dal3 anti-hGCNF (1) bei
einer effektiven Konzentration von ca. 50 ng/ml noch 0,5 ng Antigen detektiert. Mit anti-
RGCNF9.2 (2) (ca. 40 ng/ml) lief3en sich sogar noch Proteinmengen bis zu 0,1 ng nachweisen
(siehe Abb. 13).

A: B
0,25 0,51 5 10 20 50ng
b
=1 |
anti-hGCNF-1.5-(1) anti-hGCNF-9.2-(1)

Abb. 13: Nachweis der hGCNF Antigene mit den aufgereinigten anti-hnGCNF Antikorpern. A:
Verdinnungsreihe des exprimierten hGCNF-Fragmentes P9.2 und Detektion mit dem Antikorper anti-
hGCNF-1.5-(1). Steigende Mengen P9.2 wurden auf einem 12,5 %igem SDS-PAA-Gel separiert und
mit ca. 50 ng/ml anti-hGCNF-1.5-(1) Antikorper nachgewiesen. B: Verdinnungsreihe des exprimierten
hGCNF-Fragmentes P9.2 und Detektion mit dem Antikorper anti-hGCNF-9.2-(1). Steigende Mengen
P9.2-Protein wurden auf einem 12,5 %igem SDS-PAA-Gel separiert und mit ca. 40 ng/ml anti-hGCNF-
9.2-(1)-Antikorper nachgewiesen.
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4.2.2.3 Immunhistochemische Lokalisation von GCNF

Zur Lokalisation von GCNF im Testis verschiedener Spezies wurden Paraffin-Gewebeschnitte
(2-4 um) vom Menschen, Affen, Hund und Maus mit den aufgereinigten Antiseren gegen das
lange und kurze hGCNF-Fragment (siehe 4.2.2.2) angeféarbt. Als negativ Kontrolle dienten
ProteinA-gereinigte Kaninchen-1gGs bzw. aufgereinigte anti-ZPC-1gGs (Dr. U.Eberspécher,
Schering AG), as positiv Kontrolle wurden anti-CRISP Antiseren (Dr. U.Eberspécher,
Schering AG) verwendet. Wie in Abb. 14 zu sehen i, lief3en sich beim Hund spezifisch
postmeiotische runde Spermatiden in ca. einem von funf Tubuli anférben, was fir eine zeitlich
eng begrenzte Expression spricht. Die Farbung war in extranukledren Strukturen lokalisiert, die
dem proakrosomal en Blaschen entsprechen. Beim Affen und Menschen (siehe Abb. 15) konnte
in nahezu allen Tubuli eine deutliche Farbung von postmeiotischen runden und elongierten
Spermatiden gezeigt werden und eine schwache Farbung von einigen reifen Spermien. Die
Farbung war ebenfalls hauptséchlich an den Randern der proakrosomalen Bléschen lokalisiert.
Ohne die Gegenfarbung mit Hamatoxylin liefd sich zusétzlich auch Farbung von einigen
Nuklei zeigen, die vorher durch die Gegenfarbung verdeckt wurde. Bel der Maus konnten die
Restkérperchen von sich differenzierenden Spermatozoen angefarbt werden und ohne
Gegenféarbung erkennbar auch proakrosomale Blaschen. Die Signae waren aber deutlich
schwécher as bei den anderen Spezies. Die negativen Kontrollen zeigten bel allen Spezies
keine bzw. ganz schwache Hintergrundfarbung, wahrend die positiv Kontrolle sehr deutliche
Signale in den Nuklel der runden Spermatiden zeigten. Insgesamt konnten bei allen Spezies mit
den anti-GCNF-Antiseren postmeiotische Keimzellen angeféarbt werden, mit leicht
unterschiedlicher Intensitét und Vertellung Uber die Stadien der Spermiogenese.

Desweiteren wurden Organe vom Affen untersucht, die beim Menschen GCNF-mRNA-
Expression von bis zu ca. 5 % des testikuldren Levels gezeigt hatten. Weder in der Schilddriise,
der Bauchspeicheldriise, noch der Prostata konnten spezifische Signale detektiert werden
(Daten nicht gezeigt).
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Affe/anti GCNF/ohne Affe/anti GCNF/ohne

Affelanti GCNF/ohne Affelanti GCNF/ohne Hund/anti GCNF/ohne

Hund/anti GCNF/ohne Hund/anti GCNF/ohne Hund/neg. Kontrolle/ohne

Abb. 14: Immunhistochemische L okalisation von GCNF im Testis. GCNF wurde in Testis-Paraffin-
Gewebeschnitten (2-4 um) vom Affen und Hund mittels affinitétsgereinigter anti-hGCNF Antikorper
detektiert. Zur besseren Erkennung der spezifischen Signale wurden einige Schnitte nicht gegengeférbt.
Als negativ Kontrolle dienten gereinigte anti-ZPC-Antikorper. HE=Gegenfarbung mit Hamatoxylin,
ohne= ohne Gegenfarbung
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Mensch/anti GCNF/ohne

Mensch/anti GCNF/ohne

Mensch/anti GCNF/HE Mensch/neg.Kontrolle/HE Maug/anti GCNF/ohne

Abb. 15: Immunhistochemische L okalisation von GCNF im Testis. GCNF wurde in Testis-Paraffin-
Gewebeschnitten (2-4 pum) vom Menschen, Affen, Hund und Maus mittels affinitétsgereinigter anti-
hGCNF Antikorper detektiert. Zur besseren Erkennung der spezifischen Signale wurden einige Schnitte

nicht gegengeférbt. Als negativ Kontrolle dienten gereinigte anti-ZPC-Antikdrper. HE=Gegenférbung
mit Hamatoxylin, ohne= ohne Gegenféarbung
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4.2.3 IntrazdlulareLokalisation von hGCNF

Aufgrund der Ergebnisse aus den Experimenten zur immunhistochemischen Lokalisierung von
GCNF im Testis (pradominant extranukledre Signale) sollte untersucht werden, in welchem
zelluldren Kompartiment GCNF ohne Ligand nach Expression in HeLa-Zellen lokalisiert ist.
Dazu wurde zum einen direkt die Lokalisation des Fusionsproteins aus dem grin
fluoreszierendem Protein (GFP) und hGCNF anhand von Fluoreszensmikroskopie untersucht,
zum anderen wurde wildtyp hGCNF ohne Fusionsanteil exprimiert und durch
immunhistochemischen Nachweis an fixierten Zellen lokalisiert. Das ,Green Fluorescence
Protein® (GFP) aus Aequorea victoria und dessen Mutanten sind erfolgreich als
Lokalisationsmarker in tierischen Zellen verwendet worden (Chalfie et al., 1994). Im
Folgenden wurde die fluoreszenzoptimierte Mutante EGFP (Cormack et al., 1996) der Firma

Clontech verwendet.

4231 Lokalisation von hGCNF-EGFP

Zur Bestimmung der intrazelluldren Lokalisation von hGCNF wurde ein Konstrukt hergestellt
(p14), das fur ein Fusionsprotein aus EGFP und hGCNF kodiert. Dazu wurde durch PCR-
Amplifikation (Oligonukleotid #3125 und #3118) ein vollstandiges hGCNF-cDNA-Fragment
erzeugt und Uber die eingefuhrten Schnittstellen Hindll1/Xhol in den EGFP-tragenden V ektor
pEGFP-C1 (Clontech) (Hindlll/Sall) an das 3"-Ende im Leseraster fusioniert. Als Matrize
wurde das Plasmid pY EP-hGCNF5(AT) verwendet, das die im 5 -Bereich modifizierte, bel
gleicher kodierenden Aminosaurensequenz, GC-armere hGCNF Variante (siehe Abb. 16)
enthdt (Dr. M.Husemann, Schering AG). Das Fusionsprotein wurde transient in HeL a-Zellen
exprimiert und die Verteilung des Proteins mit Hilfe von Fluoreszensmikroskopie in der
lebenden Zelle analysiert. Als Kontrollen wurden EGFP (pEGFP-C1) und das Fusionsprotein
aus EGFP und dem humanen Ostrogen-Rezeptor EGFP-hER (pGFP-ER(46)) verwendet.
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M E R D E P P P
5-..ATG GAG CGT GAT GAA CCT CCA CCT AGT GGA GGT GGA GGT GGT GGT GGA
TCA GCT GGA TTT CTA GAA CCT CCA GCT GCA CTT CCA CCT CCA CCT AGG aac ggt
ttctgt cag gat gaa ... -3

Abb. 16: Nukleotidsequenz des 5-Bereichs der kodierenden hGCNF(AT)-Sequenz von
Aminosiurenposition 1 an. Der fett gedruckte Bereich (96 Nukleotide) entspricht der synthetischen
hGCNF-Sequenz, die bei gleicher Aminosdurensequenz GC-armer ist als die urspriinglich klonierte
hGCNF-cDNA. Die abgeleitete Aminosdurensequenz ist fir die ersten acht Aminosduren
wiedergegeben.

In Abb. 17 sind exemplarisch die Ergebnisse von den transfizierten Zellen dargestellt. Das
Kontrollprotein EGFP-hER zeigte eine beinahe ausschliefdliche Griin-Fluoreszenz im Zellkern.
Im Gegensatz dazu war die Grun-Fluoreszenz in EGFP-transfizierten Zellen homogen Uber das
Zytoplasma und den Zellkern verteilt. Dies ist auch fir CHO-K1-Zellen beschrieben worden
(Rizutto et al., 1995). Die Expression des EGFP-hGCNF Fusionsproteins fuhrte zu einer
deutlichen griinen Fluoreszenz des Nukleus (wie durch die DAPI-Kernférbung zu erkennen ist)
und einer leichten Farbung des Zytoplasmas. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 hGCNF
zum grofdten Teil im Zellkern lokalisiert ist und sich nur wenig Protein im Zytoplasma
befindet. Die nukledre Lokalisation von EGFP-hGCNF ist daher auf den Einflu® von hGCNF

zurtckzufthren.
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a) EGFP b) hGCNF-EGFP

¢) hGCNF-EGFP

d) hGCNF-EGFP ) DAPI

Abb. 17: Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von hGCNF durch hGCNF-EGFP
Fusionsprotein. In HeLaZellen wurde hGCNF-EGFP Fusionsprotein b,c,d,e) oder EGFP a)
exprimiert. Lebende Zellen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die selben Zellen wie
in d) wurden mit DAPI geférbt und die Fluoreszenz mit den entsprechenden Filtern detektiert. Die
Aufnahmen d) und €) wurden von Dr. A.Cooney (Houston) erstellt.
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4.2.3.2 Lokalisation von hGCNF durch mmunhistochemie

Um die Ergebnisse zur Lokalisation des Fusionsproteins EGFP-hGCNF (siehe 4.2.3.1) im
Zellkern zu bestdtigen und zusédtzlich die Funktionalitdt der gereinigten anti-hGCNF-
Antikorper nachzuweisen, wurde hGCNF in HelLa Zellen exprimiert und durch
Immunhistochemie lokalisiert. Dazu wurden zwel hGCNF kodierende Expressionsplasmide
erstellt, indem durch PCR-Amplifikation (Oligonukleotid #3126 und #3118) mit pYEP-
hGCNF5(AT) as Matrize hGCNF-Fragmente amplifiziert wurden, die Uber die eingefihrten
Schnittstellen Nhel/Xhol in die Vektoren pSl (pl5a) und pCl (pl5b) der Firma Promega
eingefligt wurden. Mit diesen Konstrukten transfizierte HeLa-Zellen wurden fixiert und mit
gereinigten anti-hGCNF-Antikdrpern und als Negativkontrolle mit anti-ZPC-Antiserum (Dr.
Eberspacher, Schering AG) inkubiert. Zur Detektion wurde ein sekundéarer Cy3-markierter
anti-Kaninchen-Antikorper (Dianova) verwendet, wodurch sich die Lokalisation durch Rot-
Fluoreszenz am Fluoreszenzmikroskop analysieren lief3. Wiein der

Abb. 18 exemplarisch zu sehen ist, zeigten nicht transfizierte Zellen ein sehr schwaches
Hintergrundsignal, wahrend die transfizierten Zellen eine spezifische, zellkernassoziierte Rot-
Fluoreszenz zeigten. AulRerdem zeigte sich vereinzelt auch an peri-nukledren Strukturen
Farbung, die wahrscheinlich dem Endoplasmatischen Retikulum zuzuordnen ist. Das anti-ZPC-
Antiserum fihrte nur zu einer schwachen zytoplasmatischen Farbung. Dieses Ergebnis
bestétigt die Daten der nukledren Lokalisation von EGFP-hGCNF (siehe 4.2.3.1) und
unterstreicht weiterhin die Verwendbarkeit der gereinigten anti-hGCNF-Antikorper fur die
Immunhistochemie.

Zusammenfassend haben die Experimente zur Lokalisation von hGCNF gezeigt, dal3 sowohl
EGFP-hGCNF al s auch Wildtyp-hGCNF in den Zellkern transl oziert werden.
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a neg. Kontrolle b: anti GCNF

c: anti GCNF

Abb. 18: Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von hGCNF durch Immunhistochemie.
Vollstdndiges hGCNF wurde in HelLaZellen exprimiert und mit anti-GCNF-Antikorpern
nachgewiesen. Die Signale des Fluoreszenzfarbstoff markierten zweiten Antikérpers wurde im
Fluoreszenzmikroskop detektiert. Als negativ Kontrolle diente ein gereinigter anti-ZPC Antikorper.

4.3 Untersuchungen zur Funktion von hGCNF

4.3.1 Einflu von hGCNF auf die L ebensfahigkeit von Zellen

Bel den Untersuchungen zur intrazelluldren Lokalisation von EGFP-hGCNF (siehe 3.2.4.1)
war beobachtet worden, dafd3 die stark EGFP-hGCNF exprimierenden Zellen (stark griin
fluoreszierend) anscheinend friher abstarben as wenig oder nicht EGFP-hGCNF
exprimierende Zellen. Um einen moéglichen Einfluld3 von hGCNF auf die Lebensféhigkeit von

Zellen zu untersuchen, wurden BHK-Zellen mit EGFP-Plasmid als Reporter und steigenden
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Mengen hGCNFq—Konstrukt kotransfiziert. Die Anzahl der fluoreszierenden Zellen wurde
nach 24 h bestimmt. Wie aus der Abb. 19 ersichtlich ist, zeigte sich kein nennenswerter Einfluf3
der hGCNF-Expression auf die Anzahl der EGFP exprimierenden Zellen.
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0 ug pCl- 1 ug pCl- 3 ug pCl- 5 ug pCl-
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Abb. 19: Einflu von hGCNF auf die L ebensfahigkeit von Zellen. BHK-Zellen wurden mit pEGFP-
C1 und steigenden Mengen hGCNF,—K onstrukten kotransfiziert. Die Anzahl der griin fluoreszierenden
Zellen wurde nach 24 h durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmt.

4.3.2 Einflul3 von hGCNF auf Reportergenaktivitéat

Die Sequenzanalyse der aus der cDNA abgel eiteten hGCNF-Proteinsequenz hatte ergeben, dal3
GCNF zur Familie der Kernrezeptoren gehort, welche durch Bindung an spezifische DNA-
Bereiche die Transkription von Zielgenen regulieren. In der Arbeitsgruppe von Borgmeyer
konnte gezeigt werden, da® hGCNF, wie auch mGCNF, an DRO-Elemente und in
schwéacherem Ausmal3 auch an SF-1 ,, Extended Halfsites* bindet (Borgmeyer, 1997). Um erste
Aussagen Uber die Funktion von hGCNF machen zu kénnen, sollte im Transaktivierungsassay
die Fahigkeit von hGCNF untersucht werden, ein Reportergen zu regulieren. Dazu wurden
zwei Modelle verwendet. Zum einen sollte der Einflul3 vom Fusionsprotein Galpgp-hGCNF_gp
auf das Reportergen Galge-TK-Luc zum anderen der Einflufd von hGCNF;, auf das Reportergen
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DRO,-TK-Luc untersucht werden. Durch Verwendung des Galpgp-hGCNF_gp Fusionsproteins
sollten mogliche unspezifische Effekte von hGCNF durch zuféllige Bindung an DRO-Elemente
im Genom der Wirtszelle ausgeschlossen werden. Die Daten sollten nachfolgend durch

Verwendung von Reporterplasmiden mit dem nattrlichen DRO-Element verifiziert werden.

4.3.2.1 Kotransfektion von Galpgp-hGCNFpe und Galge-TK-L uc

Der Einfluf von Galpgp-hGCNFpe auf die Reportergenaktivitdt von Galge-TK-Luc-Plasmiden
wurde mit einem dualen Transaktivierungsassay durch Kotransfektion von BHK-Zellen und
P19-Zellen mit dem Expressionsplasmid und dem Reporterplasmid untersucht. P19-Zellen
exprimieren nach Stimulation mit Retinsdure endogen GCNF (Heinzer et al., (1998). Diese
Zdllinie sollte daher alle nétigen Kofaktoren, die fur die Funktion von GCNF bendtigt werden,
exprimieren. Um unspezifische Effekte ausschlief3en zu kénnen, wurde zusétzlich mit einem
Konstrukt (pSV40), das konstitutiv Renilla-Luziferase exprimiert, kotransfiziert und gegen die
gemessene Renilla-Luziferase-Aktivitét normiert. Zur Erstellung des Expressionsplasmids
(p11) wurde der Scharnier- und Ligandenbindungsbereich von hGCNF durch PCR amplifiziert
(Oligonukleotid #3117 und #3118) und Uber die eingefiihrten Restriktionsschnittstellen
EcoRI/Xhol unter Beibehaltung des Leserasters an das 3"-Ende von Galpgp (Vektor pCMX-
Galpgp) fusioniert. Als Reportergen wurde ein Konstrukt verwendet, das drei Kopien des Gal-
Elements (17mer) mit dem Thymidin-Kinase Promotor (-105/+51) vor dem Luziferase-Gen
tragt (pGal-TK-Luc). Wie in der Abb. 20 zu erkennen ist, exprimiert das Reporterkonstrukt
eine basale Luziferaseaktivitédt. Durch Kotransfektion mit steigenden Mengen Galpgp-
hGCNFpe-kodierendem Plasmid (Konstrukt pll) (20, 40, 80, 120 ng) zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Repression der Reportergenaktivitét auf ca. 35 % des basalen Wertes.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit BHK-Zellen erzielt (Daten nicht gezeigt).

In diesem Modell funktioniert hGCNF ohne das Vorhandensein eines moglichen Liganden as
Repressor der Reportergenaktivitét.
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Abb. 20: Einflul von Galdpep-hGCNF auf die Reportergenaktivitdt. P19-Zellen wurden mit
steigenden Mengen Gal4pgp-hGCNF-Plasmid (20, 40, 80 ,120 ng) und jeweils dem Reporterplasmid
Galge-TK-Luc kotransfiziert. Gemessen wurde die Firefly-Luziferaseaktivitét. Diese wurde durch
Messung der kotransfizierten konstitutiven Renilla-L uziferaseaktivitdt normiert.

4.3.2.2 Kotransfektion von hGCNF; und DRO-TK-Luc

Zur Bestétigung der Daten aus 4.3.2.1 wurde der Einflu® des Wildtyp-hGCNF kodierenden
Expressionsplasmids pl5b auf die Reportergenaktivitdt von DRO-TK-Luc im dualen
Transaktivierungsassay durch Kotransfektion von BHK- und P19-Zellen gemessen. Die Daten
wurden ebenfalls durch Kotransfektion mit Renilla-Luziferase-Konstrukten normiert.

Wie in der Abb. 21 zu sehen ist, zeigt das Reporterplasmid eine basale Expression an
Luziferase. Nach Kotransfektion mit steigenden Mengen (6, 9, 12, 15 ng) an Wildtyp-hGCNF
(p15b) ist eine dosisabhangige Repression auf ca. 20 % der basalen Reportergenaktivitét zu
erkennen. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit BHK-Zellen erzielt (Daten nicht
gezeigt).

Zusammenfassend wurden die Daten aus 4.3.2.1 bestétigt. Sowohl vollsténdiges hGCNF als
auch nur das Scharnier-L BD-Fragment wirken als Repressor auf die Expression von Zielgenen.

89



Ergebnisse

120000

100000 -+ “'

7
S 80000
: |
55}
[}
2]
© 60000 J_
2
.g I
-
— 40000
o
—E—
20000 ==
0

DRO-TK-Luc hGCNFy; hGCNF;  hGCNF;  hGCNF

Abb. 21: Einflu von Wildtyp-hGCNF auf die Reportergenaktivitat. P19-Zellen wurden transient
mit steigenden Mengen (6, 9, 12, 15 ng) des GCNFq-Konstrukts p15b und dem Reportergen DRO-TK -
Luc tragenden Plasmid pDRO-TK-Luc transfiziert. Gemessen wurde die Firefly-Luziferaseaktivitét. Die
Werte wurden durch Messung der kotransfizierten konstitutiven Renilla-L uziferaseaktivitdt normiert.

4.3.3 Eingrenzung der Repressordomaneim Transaktivierungsassay

Die im Abschnitt 4.3.1 beschriebenen Ergebnisse zeigten, dal3 sowohl Wildtyp-hGCNF als
auch das hGCNFpe-Fragment in der Lage sind, die Transkription des unter der Kontrolle von
Gal4- bzw. DRO-Elementen stehenden Reportergens Luzferase zu reprimieren. Um die
Repressordomane von hGCNF  einzugrenzen, <sollte en etwas modifizierter
Transaktivierungsassay verwendet werden. Bisher wurde die Repression der basaen
Promotoraktivitét des Thymidin-Promotors gemessen. Nun sollte der Einfluld von hGCNF-
Fragment-Fusionen an das Fusionsprotein Galpgp-VP16 bestimmt werden, das ein starker
Transaktivator des Reporters Gal4-TK-Luc ist. Durch die Fusion eines Kontrollproteins an den
C-Terminus sollte die aktivierende Eigenschaft von Gal-VP16 nicht wesentlich beeinflufit
werden. Durch die Fuson enes Repressors an  Ga-VP16 sollte  dessen
Transaktivierungsfunktion reprimiert werden.
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Als Positivkontrolle wurde ein Gal4pgp-VP16 Konstrukt (p33) durch Insertion des Gal4pgp-
Fragmentes aus pPCMX-Galpgp Uber die Kpnl-Schnittstelle in den Vektor pPCMX-PL2-VP16
erzeugt. Die Negativkontrolle Gadpgp-VP16-ERa wurde durch Insertion des ERape-
Fragmentes aus pCMX-Galpgp-ERope (Dr.L.Toschi, Schering AG) Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI/Nhel in das Konstrukt Galdpgp-VP16 (p33) hergestellt.
Basierend auf dem Konstrukt Gal4pgp-VP16 (p33) wurden verschiedene Deletionsmutanten
von hGCNF im durchgehenden Leseraster an das 3"-Ende von Gal4pgp-V P16 fusioniert (siehe
Abb. 22). Dazu wurden jewells durch PCR-Amplifikation hGCNF-Fragmente unter
Einfhrung der Schnittstellen EcoRI/Nhel amplifiziert und in das Konstrukt p33 ligiert. Fur die
PCR-Amplifizierung und anschlief3ende Klonierung der hGCNF-Fragmente wurden folgende
Oligonukleotide verwendet: Konstrukt pGal-31 (#3165,#3166), pGal-32 (#3167,#3166), pGal-
34 (#3170,#3166), pGal-42 (#3167,#3176), pGal-41 (#3175,#3166).

Die auf die Renilla-Aktivitat normierten Ergebnisse des Transaktivierungsassays sind in

Abb. 22 dargestellt. Die Positivkontrolle Gal4dpgp-VP16 zeigte verglichen mit der basalen
Reporteraktivitét eine 134-fache Aktivierung des Reportergens Luziferase. Die Fusion von
ERape an den C-Terminus fuhrte nur zu einer geringen Abnahme der Reportergenaktivitét.
Durch die Fusion von hGCNFy; an Ga4pgp-V P16 wurde die Luziferaseaktivitét verglichen mit
Galdpep-VP16 auf 41% reprimiert. Dieses Ergebnis bestétigte die unter 4.3.1 beschriebene
Repressorfunktion von hGCNF. Das hGCNFg-Fragment fihrte zu einer Reprimierung der
Galdpgp-VP16 Aktivitdée auf 18 %. Daraus 18t sich ableiten, da? nur die
Ligandenbindungsdoméane von hGCNF fur die Vermittlung der Repression ausreicht. Durch
eine weitere Deletion der ersten drei Helices der LBD blieb die Reportergenaktivitét mit einem
Wert von 14 % wenig verandert. Eine weitere Eingrenzung der hGCNF-Fragmente auf die
Bereiche von Helix 1-6 und 7-12 zeigte, dal} jeweils eine Repression auf 26 % bzw. 28 %
erreicht wurde. Es liegen aso mindestens zwei Repressordoménen vor, die im Bereich von
Helix 1-6 und 7-12 lokalisiert sind.

Zusammenfassend 18/% sich sagen, dal3 die Ergebnisse der Transaktivierungsassays gezeigt
haben, dal3 fur die Vermittlung der Repression von hGCNF die Ligandenbindungsdomane
ausreicht. Innerhalb dieser liegen moglicherweise zwei Repressordomanen vor, da beide
Teilstlicke der LBD von Helix 1-6 und 7-12 reprimierend wirken.
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Abb. 22: Eingrenzung der Repressordomane von hGCNF im Transaktivierungsassay. A:
Schematische Darstellung der Deletionskonstrukte. Als Ausgansvektor wurde p33 verwendet. Die
Zahlen geben die Aminosaurenpositionen an B: BHK-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt Gal ge-
TK-Luc und verschiedenen D etionsmutanten von hGCNF fusioniert an Gal4pgp-V P16 kotransfiziert.
Als Negativkontrolle diente Gal4dpgp-VP16-ER0. Die gemessene Luziferaseaktivitét wurde anhand der
gemessenen Renilla-Luziferaseaktivitét normiert.
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4.3.4 EinfluR von NCoR auf die Repression von hGCNF

Wie unter 4.3.1 beschrieben wurde, konnte gezeigt werden, dald GCNF reprimierend auf die
Genexpression von Gal4- und DRO-Reporterkonstrukten wirkt. Transkriptionelle Repression
wird durch die Rekrutierung von Kofaktoren, sogenannten Korepressoren, vermittelt. Die
beiden wichtigsten Korepressoren sind der von der Arbeitsgruppe von Rosenfeld beschriebene
NCoR (Nuclear Receptor Co-Repressor) (Horlein et al., 1995) und der von der Arbeitsgruppe
von Evans beschriebene SMRT (Slencing Mediator of Retinoic Acid and Thyroid Hormone
Receptor) (Chen et al., 1995). Beide interagieren z.B. mit dem nicht-ligandengebundenen
Thyroid-Rezeptor, einem Kernrezeptor, der dhnlich wie GCNF ohne Ligand als Repressor
wirkt. Fir NCoR existierten erste Hinweise, dal3 er mit GCNF interagieren kann (Cooney
personliche Mitteilung). Um zunéchst eine mdgliche Beteiligung von NCoR an der
Vermittlung der Repression von hGCNF aufzuzeigen, sollte der Einflul3 von steigenden
Mengen mNCoR auf die Repression von hGCNF im dualen Transaktivierungsassay untersucht
werden. Dazu wurden, wie unter 4.3.1 beschrieben, BHK-Zellen mit dem Expressionsplasmid
Gal4pep-hGCNFpe (pll), dem Reporterplasmid Gal-TK-Luc und zusétzlich steigenden
Mengen mMNCoRs-Konstrukt kotransfiziert. Zur internen Normierung wurde zusétzlich das
konstitutiv Renilla-Luziferase exprimierende Plasmid pSV 40 kotransfiziert. Wiein der Abb. 23
dargestellt ist, erfolgte durch Galdpgp-GCNFpe aleine eine Repression der basalen
Luziferaseaktivitét des Reporters auf ca. 68 %. Durch die zusétzliche Kotransfektion von
steigenden Mengen (10, 20, 40 ng) mMNCoRs—Konstrukt (Dr. H. Beekman, Schering AG)
konnte diese Repression auf ca. 38 % der basalen Reporteraktivitéat verstarkt werden. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dal3 NCoR in der Lage ist, die repressorischen Eigenschaften von
GCNF zu vermitteln.
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Abb. 23: EinfluR von mNCoR auf die Repression von hGCNF im Transaktivierungsassay. BHK-
Zellen wurden transient mit den Reporterplasmid pGalge-TK-Luc und zusétzlich mit Galpgp-hGCNFpe
und steigenden Mengen (10, 20, 40 ng) mNCoRy kodierenden Plasmiden transfiziert. Die gemessene
Luziferaseaktivitat wurde anhand von konstitutiv exprimierter Renilla-L uziferaseaktivitét normalisiert.

Da sowohl hNCoR als auch hSMRT von den entsprechenden Arbeitsgruppen (siehe oben) fir
weitere Experimente nicht zur Verfligung gestellt wurden, sollten beide nachkloniert werden.
Dies gelang nur fur die C-terminalen Interaktionsdoménen ID-I und I von hNCoR (siehe
4.4.1.2). Aus diesem Grund sollte nachfolgend nur die Interaktion von NCoR mit hGCNF
untersucht werden.

4.4 Nachweisder Interaktion von GCNF und NCoR

Im Kapitel 3.3 konnte gezeigt werden, dal3 hGCNF ein transkriptioneller Repressor ist.
Zusétzlich konnte durch die Verstarkung der Repression von hGCNF durch Koexpression von
MNCoRy en erster Hinweis dafir erbracht werden, da3 NCoR an der Vermittlung der
Repression beteiligt ist. Um dieses Ergebnis zu bestétigen, sollte die Moglichkeit der

Interaktion von hGCNF mit NCoR nachgewiesen werden. Dazu sollte die Interaktion in vivo
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im Hefe- und Saugetierzellen-Zwei-Hybrid System untersucht werden und als unabhangiges

System in vitro im GST-pull-down Experiment verifiziert werden.

4.4.1 Nachwesder Interaktion im Hefe-Zwei-Hybridsystem

4.4.1.1 DasPrinzip desHefe Zwel-Hybrid Systems

Das Zwei-Hybrid-System ist ein Testsystem zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen
auf der Grundlage des Hefe-Transkriptionsfaktors Gal4 (Fields & Song, 1989). Gal4 reguliert in
seiner natUrlichen Funktion die Expresson von Genen, die fur Enzyme des
Galaktosidasestoffwechsels kodieren. Die Doménenstruktur von Gal4 mit seinen zwel
funktionell trennbaren Doménen fir die DNA-Bindung (AS 1-147) und fur die Aktivierung der
Transkription (AS 768-881) ist die Basis des Testsystems und wird bei der Herstellung der
Hybridkonstrukte genutzt. Dabei besteht eines der beiden Konstrukte ,, Koder aus der Gal4-
DNA-Bindungsdoméne (Gal4pgp) fusioniert mit einem bekannten Protein X und das zweite
Konstrukt aus der Gal4-Transaktivierungsdomane (Gal4ap) fusioniert mit einem Protein Y. In
einem Rekongtitutionsexperiment kann in einem Gal™ Hefestamm mit der Hilfe von
Reportergenen (z.B. his3, lacZ), die unter der Kontrolle des funktionellen Gal4-
Transkriptionsfaktors stehen, eine potentielle Interaktion zwischen Protein X und Protein Y
Uber die Aktivitdt der Reportergenprodukte Imidazolglycerolphosphatdehydratase und [3-
Galaktosidase gemessen werden.

Die Anwendungsmdglichkeiten des Zwel-Hybrid-Systems sind vielfdltig. So kdnnen
Interaktionen zwischen zwel bekannten Proteinen gezielt untersucht werden. Die minimale
Interaktionsdomanen  zwischen zwei  interagierenden  Proteinen  konnen  durch
Deletionskostrukte kartiert und der Einfluf® von Punktmutationen auf die Bindung ermittelt
werden. Alternativ kann der Einflu3 anderer Faktoren, z.B. die Koexpression anderer
Bindungspartner oder die Zugabe von Liganden , auf die Interaktion zweier Proteine untersucht
werden. Ein weiteres Anwendungsgebiet des Systemsist die Isolierung und Identifizierung von
neuen unbekannten Proteinen, die mit einem Koderprotein interagieren. Dazu wird eine
Galdap-cDNA-Expressionsbank  nach  Bindungspartnern  des  Ga4pgp-K6derproteins

durchsucht. Hefezellen, in denen es zu einer Interaktion des Koderfusionsproteins mit einem
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unbekannten Protein Z kommt, kdnnen Uber positive Selektion isoliert und die cDNA-Sequenz,
die fur das Protein Z kodiert, ermittelt werden. Der grof3e Vorteil eines solchen Systems im
Vergleich zu anderen Systemen besteht darin, dal3 die analysierten Interaktionen intrazellulér
unter physiologischen Bedingungen stattfinden. Auch schwache Interaktionen kdnnen durch
die hohe Sensitivitét des Assays detektiert werden. Ein Nachteil des Testsystems ist, dal3 sich
nicht ale Proteine als Koder eignen, z.B. wenn sie selbst eine transaktivierende Funktion

ausiiben oder extrazellulér lokalisiert sind.

G @?

Gd RE lacZ

Abb. 24: Schematische Darstellung des Prinzips des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems. Durch die
Interaktion der Proteine X und Y werden die funktionellen Domanen Galpgp und Galap rekonstituiert.
Dadurch kommt es zur Expression des unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors Gal4 stehenden
Reportergens lacZ.

4.4.1.2 Klonierungvon hNCoR|p.j/

Zur Herstellung eines C-terminaen hNCoR-Fragments, das die von Seol et al. (1996)
beschriebene Interaktionsbereiche ID-I und -1 (nuclear receptor interaction domain | und I1)
enthdt, wurde eine PCR-Amplifikation mit den Oligonukleotiden #3144 und #3145 auf
humane Prostata cDNA durchgefiihrt. Das erhaltene Fragment von 1810 bp Lange wurde Uber
die eingefuhrten Schnittstellen BamHI/Sall in den Vektor pGAD424 eingefiihrt und somit an
das 3-Ende der Galdap fusioniert (p21). Anschlief?end wurde, unter Verwendung der
Oligonukleotide #3146-#3156, durch Sequenzierung von Strang und Gegenstrang die Sequenz
bestimmt. Der Sequenzvergleich der abgeleiteten Aminosdurensequenz (598 AS) vom bisher
nicht publizierten humanen NCoR-Fragmentes mit der entsprechenden Maus-NCoR-Sequenz

zeigte eine Identitdt von 91 %.
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Abb. 25. Sequenzvergleich der Aminosdurensequenz von mMNCoR mit der abgeleiteten
Aminosaurensequenz der klonierten hNCoR-cDNA-Sequenz. Die Zahlen geben die Position der
Aminosaurereste der mNCoR-Sequenz an (Seol et al., 1996). Positionen, die in beiden Sequenzen
identisch sind, sind mit ,,*“ markiert. Der Interaktionsbereich ID-1l reicht von AS 2063-2142, ID-| von

AS 2239-2300.
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4.4.1.3 Interaktion zwischen hGCNF und hNCoR

Zur Erstellung des Koderkonstruktes Galdpgp-hGCNFgp (pQl) wurde durch PCR-
Amplifikation die Ligandenbindungsdomane von hGCNF amplifiziert und Gber die
eingefuhrten Schnittstellen Ndel/Pstl in den Vektor pAS2 (Clontech) eingebracht
(Arbeitsgruppe Dr. M.Husemann, Schering AG). Die Sequenz wurde durch Sequenzierung auf
ihre Richtigkeit hin untersucht. Die Herstellung von Gal4ap-hNCOoR ... (p22) wurde unter
4.4.1.2 beschrieben.

Zur Untersuchung der Interaktion wurden das Reportergen lacZ tragende Y 187 Hefe-Zellen
sequentiell mit  Galdpgp-hGCNF_gp—Konstrukten und Gal4ap-hNCOR|p./-i-Konstrukten
transformiert. Mit Hilfe eines (-Galaktosidasetests wurde dann die Reportergenaktivitat
mehrerer verschiedener Klone gemessen (siehe Abb. 26).

Hefe-Klone, die mit dem Vektor pAS2 und p22 (Ga4ap-hNCoR p..;) transformiert wurden,
zeigten eine sehr geringe Reportergenaktivitdt. Im Gegensatz dazu wurde in Klonen, die mit
pQl (Gadpep-hGCNF gp) und pGAD transformiert worden waren, ene leichte
Hintergrundaktivitét des Reportergens gemessen. Dies ist eventuell auf das Fehlen von
Korepressoren in der Hefe zurlickzufihren, da ein vergleichbares Konstrukt in Saugerzellen
zur Repression der Reportergenaktivitét fuhrte (siehe 4.3.2.1). Nach der Kotransformation von
Y 187-Zellen mit NCoR- und GCNF-Fusionsproteinen (p22 und pQ1) zeigte sich eine vierfache
Induktion der Reportergenaktivitét verglichen mit Klonen, die Galdpgp-hGCNF gp (pQL)
exprimierten. Diese Daten zeigen, dal3 hNCoR und hGCNF im Hefesystem in der Lage sind zu

interagieren.
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Abb. 26: Nachweis der Interaktion zwischen hNCoR und hGCNF im Hefe Zwei-Hybrid System.
A: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. Die Zahlen geben die
Aminosaurenpositionen an. Fur das hNCoR-Konstrukt sind die entsprechenden Aminosdurenpositionen
der mNCoR-Sequenz angegeben. B: Mit Galpgp-hGCNFe-Konstrukt stabil transformierte Y 187 Hefe
Zellen  wurden zusdtzlich mit  Gal4ap-hNCoR(p.iy-Konstrukt  transformiert.  Die (-
Galaktosidaseaktivitdt des Reportergens lacZ wurde im Flussigtest bestimmt. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte aus 3, 6 bzw. 8 Klonen.
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4.4.2 Nachweis der Interaktion von GCNF und NCoR im Saugetier-Zwei-Hybrid-
System

1.1.1.1 DasPrinzip des Saugetier-Zwei-Hybrid-Systems

Das Saugetier-Zwei-Hybrid-System basiert auf dem gleichen Prinzip wie das Hefe-System
(sehe 3.4.1.1). Als Koder wird ebenfalls ein Fusionsprotein aus der Gal4-DNA-
Bindungsdomane (Gal4pgp) und einem bekanntem Protein X verwendet. Im Gegensatz zum
Hefe-System besteht das zweite Konstrukt aus der VP16-Transaktivierungsdomane (VP16ap)
fusioniert mit einem bekannten Protein Y. VP16 ist ein Protein des Herpes Smplex Virus und
hat eine starke transkriptionsaktivierende Funktion. Da in eukaryontischen Zellen exprimiert
wurde, konnte nicht die Galap verwendet werden. Der Vorteil des Systems gegentiber dem
Hefe-System liegt darin, dal3 die Interaktion in eukaryontischen Zellen unter physiologischen

Bedingungen untersucht werden kann.

4.4.2.2 Interaktion zwischen mGCNF und mNCoR

Um die Daten des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems zu bestdtigen, wurde zunéchst die Interaktion
von MGCNF und mNCoR in eukaryontischen Zellen untersucht. Dazu wurden BHK-Zellen
transient mit Gal4pgp-mMNCoR, MGCNF;-VP16 und als Reporter Gal4gre-TK-Luc transfiziert.
Das Ga4pgp-mNCcoR p...; Fusionskonstrukt wurde durch Klonierung eines mNCoR-PCR-
Fragmentes (Nukleotidposition 5658-7478 nach Seol et al.,1996) Uber die eingefihrte
Schnittstelle BamHI in den Vektor pPCM X-Galpgp erstellt (Dr. H.Beekman, Schering AG). Das
MGCNF;-VP16 Konstrukt wurde freundlicherweise von Dr. A.Cooney (Houston, Texas) zur
Verflgung gestellt.

Wie aus der Abb. 27 ersichtlich ist, hatten jewells die Konstrukte Galdpgp-mNCoR und
MGCNF-VP16 keinen nennenswerten Einfluld auf die Expression des Reporters Luziferase.
Erst nach Kotransfektion der beiden Konstrukte zeigte sich ene deutliche
Reportergenaktivierung, die konzentrationsabhéngig von GCNF bis auf ca. den funffachen
Wert, bezogen auf Gadpgp-mNCOR, anstieg. Daraus 183 sich folgern, dal3 auch im
eukaryontischen System die Interaktion von mGCNF mit mNCoR mdglich ist..
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Abb. 27: Nachweis der Interaktion zwischen mGCNF und mNCoR im Sdugetier-Zwei-Hybrid
System. A: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. Die Zahlen geben die
Aminosaureposition an. B: BHK-Zellen wurden transent mit Gal4pgp-mNCOR p.i..;, MGCNF-VP16
und jeweils als Reporter Galdgre-TK-Luc transfiziert. Alle Werte wurden durch die kongtitutive
Expression von Renilla-Luziferase normalisiert. (R) = Reporter Galge-TK-Luc, (MNCoR) = Galpgp-
MNCORp.1.11, (NGCNF) = mGCNFq-V P16
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4.4.2.3 Interaktion von hGCNF mit hNCoR

Zur Untersuchung der Interaktion von humanem GCNF mit humanem NCoR wurde ebenfalls
das Saugetier-Zwei-Hybrid-System verwendet. Zundchst wurde das Konstrukt VP16-hGCNFpe
(p30) erstellt. Dazu wurde das hGCNFpeg-Fragment aus Konstrukt pll mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRI/Nhel herausgeschnitten und im durchgehenden Leseraster in
den Vektor pCMX-PL2-VP16 Kkloniert. Das humane NCoR-Fusionskonstrukt Galpgp-
hNCoRp.i..i1 (p21) wurde durch PCR-Amplifikation (Oligonukleotid #3144 und #3142) eines
hNCoR-Fragmentes mit humaner Prostata-cDNA als Matrize und anschlief3ender Klonierung in
den Vektor pPCMX-Galpgp Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI/Nhel generiert.

Die Konstrukte p30 und p21 wurden zusammen mit dem Reporter Galre-TK-Luc in BHK-
Zellen kotransfiziert und die Reportergenaktivitdt des Luziferasegens bestimmt. Die
gemessenen Werte wurden durch Bestimmung der kotransfizierten Renilla-Luziferaseaktivitét
normiert. Es zeigte sich, dal3 die Negativkontrollen VP16-hGCNFpe und Galpgp-hNCOoR\p./-
alleine die Reportergenaktivitdt erhdhten (siehe Abb. 28). Nach Kotransfektion der beiden
Konstrukte konnte eine etwa 1,5 fache Steigerung der Luziferaseaktivitét gemessen werden,
bezogen auf die Aktivitdt der beiden Konstrukte alleine. Dies zeigt, da3 auch hGCNF und
hNCoR im Sdugetiersystem interagieren konnen, allerdings ist die Interaktion nicht so stark
wie zwischen mGCNF und mNCoR.

Zusammenfassend |83t sich sagen, dal3 die Daten aus der Interaktionsanalyse von GCNF und
NCoR im Saugetier-Zwei-Hybrid-System die Ergebnisse des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems
bestétigt haben.

102



Ergebnisse

1859 2453
Galpep hNCoRp.i1-11

125 480
hGCNFpe VP16

100000

90000

80000 T
1

70000

60000

50000

40000

30000

rel. Luziferaseaktivitatt
HH
—r

Hi

20000

10000

0
GaIRe-TK-Luc Ga|4DBD-hNCOR|D.|/.|| hGCNFDE -VP16 GaI4DBD-hNCoR|D.|/.”

+hGCNFpe -VP16

Abb. 28 :Nachweis der Interaktion zwischen hGCNF und hNCoR im Saugetier-Zwei-Hybrid
System. A: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. Die Zahlen geben die
Aminosaurenposition an. Fir das hNCoR-Konstrukt sind die entsprechenden Aminosdurenpositionen
der mNCoR-Sequenz angegeben. B: BHK-Zellen wurden transient mit Gal4pgp-hNCoR\p.1.y1, VP16-
hGCNFpe und jeweils a's Reporter Galdge-TK-Luc transfiziert. Alle Werte wurden durch Messung der
Expression von Renilla-Luziferase normalisiert.

443 Nachwesder Interaktion in vitro

Die Ergebnisse des Hefe- und des Saugetier-Zwei-Hybrid-System haben gezeigt, da? GCNF
und der Korepressor NCoR in beiden Systemen miteinander interagieren konnen. Um dieses

Ergebnis zusétzlich in einem unabhangigen System zu bestétigen, sollte die Interaktion in vitro
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nachgewiesen werden. Dazu wurde der sogenannte ,, GST-pull-down-Test” verwendet. Bei
diesem Test wird ein bekanntes Protein X als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase
(GST) in E.coli-Zellen exprimiert und an Glutathion-Sepharose gebunden. Das bekannte
Protein Y wird dann unter Verwendung von radioaktivem Methionin in vitro transkribiert und
trandatiert. Bei erfolgreicher Interaktion der Proteine X und Y kann das radioaktive Protein Y
durch die Protein X-beladenene-Glutathion-Sepharose nach Zentrifugation sedimentiert und
durch SDS-PAGE autoradiographisch nachgewiesen werden.

<GST NCOR. .1 hGCNFoe VP16

Glutathion-Sepharose

Abb. 29: Schematische Darstellung des Prinzips des , GST-pull-down-Tests*. Das Fusionsprotein
GST-NCoRp.i..; wurde durch Bindung an Glutathion-Sepharose immobilisiert und zur Sedimentation
von in vitro trandatiertem, radioaktiv markierten hGCNFpe-V P16 verwendet, das in der SDS-PAGE
autoradiographisch nachgewiesen wurde. Der Stern symbolisiert die radioaktive Markierung.

4.4.3.1 ,GST-pull-down-Test"

Das Fusionsprotein GST-mNCoR|p.,.; wurde durch Klonierung eines mNCoR-Fragmentes
(Nukleotidposition 5658-7478 nach Seol et al.,1996) , das die Interaktionsdomanen ID-l und —
Il enthdt, in durchgehendem Leseraster Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI/EcoRI in
den Vektor pGEX-2T (Pharmacia) generiert (Dr. H.Beekman, Schering AG). Fir die in vitro
Transkription/Trandlation wurde sowohl hGCNFy (pl5a) as auch VP16-hGCNFpe (p30)
verwendet, wobei das fur die Interaktion nicht relevante Protein VP16 als Negativkontrolle
diente (Konstrukt pCM X-PL2-VP16). Die Interaktionsanalyse zeigte, dal3 hGCNF; und VP16-
hGCNFpe mit mMNCoR auch in vitro interagieren (siehe Abb. 30). Die Interaktion ist spezifisch,
da keine Bindung an GST auftrat und die Negativkontrolle VP16 ebenfalls kein Signal zeigte.
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Damit konnte in drei unabhangigen Systemen (Hefe-Zwei-Hybrid, Saugetier-Zwei-Hybrid und
GST-pull down) gezeigt werden, dal? GCNF und NCoR interagieren kénnen.

GST GST- | GST GST- GST GST-
NCoR NCoR NCoR

o V.

hGCNF+ VP16-hGCNFe VP16

Abb. 30: Nachweis der Interaktion zwischen hGCNF und mNCoR im ,, GST-pull down assay”. In
E.coli exprimiertes GST-NCoR und GST wurde an Glutathion-Sepharose gebunden und zur
Sedimentation von radioaktiv markierten hGCNF Fusionsproteinen verwendet. (I) = Input, (GST) =
Glutathion-S-Transferase, (GST-NCoR) = Glutathion-S-Transferase-mNCoR|p.,.;. Der Input entspricht
1/10 der Menge des eingesetzten markierten Proteins.

45 Eingrenzung der Bindungsregion von GCNF an NCoR in vitro

Im Abschnitt 4.4 wurde nachgewiesen, dal? GCNF und NCoR interagieren konnen. Dabei
zeigte sich bereits, dal3 dafiir die Ligandenbindungsdoméne von GCNF ausreicht. Zusétzlich
wurde im Abschnitt 4.3.3 gezeigt, da® mindestens zwel Bereiche innerhab der
ligandenbindenden Domane (Helix 1-6 und Helix 7-12) die Repression vermitteln konnen.

Um die Bindungsregion innerhalb von GCNF an NCoR genauer zu kartieren, sollte im in vitro
System  (,GST-pull-down-Test”) durch  Verwendung von Deletionsmutanten die
Bindungsregion bestimmt werden. Wie im Abschnitt 4.4.3.1 beschrieben, wurde fir dieses
System ein GST-mNCoR Fusionsprotein in E.coli exprimiert und an Glutathion-Sepharose
gekoppelt. Die fur die in vitro Transkription/Trandation verwendeten hGCNF-
Deletionsmutanten wurden durch PCR amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen
EcoRI/Nhel in den Vektor pCMX-PL2-VP16 Kkloniert (siehe Abb. 32). Fir die PCR-
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Amplifizierung und anschliefende Klonierung der hGCNF-Fragmente wurden folgende
Oligonukleotide verwendet: Konstrukt pl5a (siehe 4.2.3.2), p32 (#3167,#3166), p42
(#3167#3176), pd4l (#3175#3166), p4d (#3175#3173), pd6 (#3167,#3182), p45
(#3170,#3176), pA7 (#3175,#3183), p48 (#3184,#3173).

Bei den so entstandenen Fusionsproteinen aus VP16 und hGCNF war der VP16-Antell fir die
Bindung an NCoR unerheblich und diente nur als negative Kontrolle.

Die Ergebnisse zeigten zunachst (wie bereits in Abschnitt 4.4.3.1 beschrieben), dal3 sowohl
hGCNFy als auch hGCNFg in der Lage sind, mit mNCoR zu interagieren. Aus den Ergebnissen
zur welteren Eingrenzung ging hervor, daf}, wie bereits bei der Eingrenzung der
Repressordomane unter 4.3.3 beschrieben, sowohl die GCNF-Fragmente Helix 1-6 als auch
Helix 7-12 in vitro mit NCoR interagieren. Um den interagierenden Bereich genauer zu
lokalisieren, wurden beide interagierende Fragmente weiter verkleinert. Wie aus der Abb. 32
ersichtlich ist, zeigte das Fragment Helix 1-3 noch eine schwache Bande, wéahrend das
Fragment Helix 4-6 und das Fragment Helix sheet-6, das die B-Faltblattstruktur zwischen Helix
5 und Helix 6 einschliefdt, kein Signal mehr zeigten. Das Fragment Helix 7-12 wurde auf den
Bereich von Helix 7-10 verkleinert, der ebenfalls mit NCoR interagiert. Daher wurde dieses
Fragment weiter in die Subfragmente Helix 7-8 und Helix 9-10 zerlegt. Beide Bereiche zeigten
im GST-pull-down-Test noch eine schwache Bande. Zusammenfassend lief3 sich sowohl fir das
hGCNF Fragment Helix 1-3 als auch Helix 7-8 und 9-10 eine Interaktion mit mMNCoR in vitro
nachweisen. Bei den eingegrenzten Interaktionsbereichen mul? es sich nicht zwangslaufig um
verschiedene Bindungsbereiche von NCoR handeln, da die beschriebenen Helices eventuell im

nativen Wildtyp-GCNF-Protein alle zu einer Bindungsstelle beitragen.
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Abb. 31: Eingrenzung der Bindungsregion von GCNF an NCoR in vitro im GST-pull-down-Test.
Schematische Dar stellung der Deletionskonstrukte. Die Zahlen geben die Aminosaurepositionen an.
Der hGCNF-Anteil am Fusionsprotein ist grau unterlegt. Die Symbole in der Spalte , Interaktion*
bedeuten: + = gut, [J = durchschnittlich, - = schlecht
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Abb. 32: Eingrenzung der Bindungsregion von GCNF an NCoR in vitro im GST-pull-down-Test.
In E.coli exprimiertes GST-NCoR und GST wurde an Glutathion-Sepharose gebunden und zur
Sedimentation von radioaktiv markierten VP16-hGCNF Fusionsproteinen verwendet. (I) = Input,
(GST) = Glutathion-S-Transferase, (GST-NCoR) = Glutathion-S-Transferase-NCoRp...;. Der Input
entspricht 1/10 der Menge des eingesetzten markierten Proteins.
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4.6 Nachwels der Genexpresson von NCoR in verschiedenen Zellstadien der

Sper matogenese

In den Abschnitten 4.4 und 4.5 war durch die drei unabhéngigen Testsysteme Hefe-Zwei-
Hybrid System, Saugetier-Zwei-Hybrid System und ,, GST-pull-down-Test“ gezeigt worden,
dal3 GCNF und NCoR interagieren konnen. Um zu untersuchen, ob dies auch in vivo méglich
ist, sollte die NCoR-Expression in den verschiedenen Zellstadien der Spermatogenese
untersucht werden, in denen auch GCNF exprimiert wird. Dazu sollten, anhand von RT-PCR,
NCoR-Transkripte in aufgereinigten Keimzellen nachgewiesen werden.

Ratten-cDNA aus aufgereinigten priméren Spermatozyten, runden Spermatiden und
elongierten Spermatiden aus Ratten Testis wurde von Dr. M.Fritsch (Schering AG) zur
Verfigung gestellt. Fir die Amplifikation der rNCoR-Fragmente wurden die rNCoR
spezifischen Oligonukleotide #3180 und #3181 verwendet. Im Agarosegel konnten in den vier
untersuchten Zellfraktionen (primdre Spermatozyten, primdre Spermatozyten/runde
Spermatiden, runde Spermatiden und elongierte Spermatiden) die erwarteten PCR-Produkte
von ca. 150 bp Léange nachgewiesen werden (siehe Abb. 32). Die negativ Kontrolle (Wasser)
zeigte kein Signal.

In den Keimzellstadien, in denen GCNF exprimiert wird, konnte damit auch die Expression

von NCoR nachgewiesen werden.
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Abb. 33: RT-PCR Nachweis von rNCoR-Transkripten in verschiedenen Keimzellstadien aus
Ratten Testis. RNA aus verschiedenen aufgereinigten Keimzellstadien aus Ratten Testis wurde revers
transkribiert und mit den fir rNCoR spezifischen Oligonukleotiden #3180 und #3181 als Matrize in der
PCR verwendet. (a) = primére Spermatozyten, (b) = primére Spermatozyten/runde Spermatiden, (c)
runde Spermatiden, (d) = elongierte Spermatiden, (-) = negativ Kontrolle. Das erhaltene Produkt wurde
im Agarosegel separiert. Als negativ Kontrolle diente Wasser.

Um auch fur hGCNF und hNCoR zu zeigen, dal3 beide Proteine in denselben Zellstadien
exprimiert sind und somit in vivo eine Interaktion moglich ist, sollte ebenfalls die Expression
von hNCoR untersucht werden. Da keine humanen aufgereinigten Keimzellen vorlagen, wurde
kommerziell erhdtliche humane Testis-cDNA verwendet. Fir die Amplifikation des hNCoR-
Fragments wurden die Oligonukleotide #3152 und #3142 verwendet. Das Ergebnisist in Abb.
34 dargestellt. Im Agarosegel konnte eine Bande von ca. 650 bp detektiert werden. Humanes
NCoR wird in der Testis exprimiert. Die Negativkontrolle (Wasser) zeigte kein Signal.

Die nachgewiesene Expression von NCoR im humanen Testis bzw. in runden und elongierten
Ratten-Spermatiden, also den Zellstadien der Spermatogenese in denen auch GCNF exprimiert
wird, 183t darauf schlief3en, dal’ die gezeigte mogliche Interaktion von GCNF und NCoR auch

in vivo stattfinden kann.
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Abb. 34: RT-PCR Nachweis von hNCoR-Transkripten in humaner Testis-cDNA. Einzelstrang-cDNA
aus humaner TestissRNA wurde als Matrize mit den fir hNCoR spezifischen Oligonukleotiden #3152
und #3142 zur PCR-Amplifikation verwendet. (a) = humane Testis-cDNA, (-) = negativ Kontrolle, (M)
= Marker. Das erhaltene Produkt wurde im Agarosegel separiert. Als negativ Kontrolle diente Wasser.
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