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Einleitung

1. Einleitung

1.1 SignalUibertragung durch nukledre Hor mone

Hormone sind Botenstoffe, die eine Vielzahl von komplexen Vorgéngen wie z.B. die
Steuerung des Wachstums oder die Zelldifferenzierung koordinieren. Sie kbnnen in zwei
Gruppen unterteilt werden. Hormone, die an Membran-Rezeptoren binden, gehdren zu
einer Gruppe, wahrend die Hormone der zweiten Gruppe im Zelkern an Rezeptoren
binden. Die Hormone der zweiten Gruppe werden daher auch als nukledre Hormone
bezeichnet. Nuklegre Hormone sind kleine lipophile Molekiile, die problemlos durch die
Z€ll- und Kernmembran diffundieren kénnen. Klassische Beispiele fir nukledre Hormone
sind Steroidhormone wie Ostradiol, Cortison, Aldosteron, Progesteron und Testosteron,
das Schilddriisenhormon 3,5,3"-L-Triiodothyronin und die Vitamin A- und D-Derivate,
al-trans Retinsdure und 1a,25-Dihydroxyvitamin D, [1a,25(0H),D,].

Im Zellkern binden diese nuklegren Hormone mit hoher Affinitdt an spezifische
Rezeptoren (Abb. 1). Diese Rezeptoren sind Transkriptionsfaktoren, die wie dle
Transkriptionsfaktoren  Uber eine  DNA-Bindedoméne (DBD) und ene
Transaktivierungsfunktion (hier genannt activation-function 2, AF2-Domane) verfligen.
Mittels der DBD binden sie an bestimmte DNA-Bindemotive (Hormon-responsive
Elemente, HRE) in Promotorbereichen von Hormon-regulierten Genen. Die nukleéren
Rezeptoren besitzen darliber hinaus eine Ligand-Bindedoméne (LBD), die fur die
spezifische Interaktion des Rezeptors mit dem jeweiligen Hormon (Ligand) von
Bedeutung ist. Die Bindung des Liganden an den nukledren Rezeptor fihrt zu einer
Konformationsanderung der LBD, wodurch die AF2-Doméne exponiert und die Bindung
des Rezeptors an die DNA stabilisiert wird. Die Exposition der AF2-Domane ermdglicht
dem Rezeptor aullerdem, mit Kofaktoren und der basalen Transkriptionsmaschinerie zu
interagieren, wodurch die Transkription des entsprechenden Hormon-regulierten Gens
initiiert wird.

Nukledre Rezeptoren unterscheiden sich von anderen Transkriptionsfaktoren insbesondere
dadurch, dal3 sie durch Ligand-Bindung aktiviert werden kénnen. Die priméren
Genprodukte der Hormon-regulierten Gene kénnen im weiteren ihrerseits die Expression
anderer Gene modulieren, so dal3 ein Hormon an einer Vielzahl von Prozessen direkt oder
indirekt beteiligt sein kann. Durch die Bindung des Hormons an den nukleéren Rezeptor
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wird das Signal direkt weitergegebenen, was ein deutlicher Unterschied zu der
Signaltibertragung bei Membran-Rezeptoren ist. Bel den Membran-Rezeptoren wird das
primére Signal Uber eine komplexe Kaskade weitergeleitet, wodurch das urspriingliche
Signal an Spezifitét verlieren kann. Die Signal Ubertragung der nukledren Hormoneist im
Gegensatz dazu ein viel spezifischer und direkter Weg der Genregulation.

Zdlle
2 Cytosol h
4 N\
Zellkern
-
v~ 4
v /"
Hormon
kriptions- RNA
maschinerief™ M
Hor mon-responsives Element
N a,

Abb. 1.: Signalibertragung durch nukledre Rezeptoren. Schematische Darstellung der
Signal tibertragung nukledrer Hormone. Hormone diffundieren durch die Zell- und Kernmembran und
binden im Zellkern an nukledre Rezeptoren. Die Rezeptoren binden an DNA-Bindemotive, die sichin den
Promotoren von Zielgenen befinden. Der Ligand-gebundene Rezeptor kann mit K ofaktoren interagieren,
die den Kontakt zur basalen Transkriptionsmaschinerie vermitteln und die Transkription der Gene
initiieren.

1.2 Nukleére Rezeptoren —eine Superfamilie

Nukledre Rezeptoren kommen sowohl in Vertebraten, als auch in Arthropoden und
Nematoden vor. Durch sie kontrollieren und regulieren Hormone komplexe
physiologische Ereignisse wie Wachstum, Morphogenese, Zell-Proliferation, Zell-
Differenzierung, Homéostase und programmierter Zelltod. Die cDNAs der Rezeptoren flr
alle acht bis dahin bekannten nukledren Hormone wie die des Glucocorticoid-Rezeptors
(GR, [1]), Mineralocorticoid-Rezeptors (MR, [2]), Ostradiol-Rezeptors (ER, [3]),
Progesteron-Rezeptors (PR, [4]), Androgen-Rezeptors (AR, [5]), Thyroid-Rezeptors (T;R,
[6; 7]), Vitamin D,-Rezeptors (VDR, [8-10]) und des Retinséure-Rezeptors (RAR, [11;
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12]) wurden in der zweiten Halfte der 80-iger Jahren kloniert. Einige der Rezeptoren
haben mehrere Subtypen, die mit griechischen Buchstaben (a- g) bezeichnet werden. Der
Vergleich der Aminosduresequenz der nukledren Rezeptoren hat gezeigt, dald es sich um
strukturell verwandte Proteine handelt, die eine Superfamilie von Rezeptoren bilden [13-
15]. Die natrlichen Liganden dieser acht Rezeptoren waren al's Hormone schon lange Zeit
vor ihrer Klonierung bekannt.

In den letzten Jahren konnten, basierend auf neuen Klonierungsstrategien, eine wachsende
Anzahl neuer Mitglieder der nukledren Superfamilie identifiziert werden [16]. Von diesen
zuletzt isolierten Rezeptoren waren die nattrlichen Liganden zur Zeit der Isolierung nicht
bekannt. Sie wurden daher as ,verwaiste” oder Orphan-Rezeptoren bezeichnet. Die
prominentesten Orphan-Rezeptoren sind der Retinoid-X-Rezeptor (RXR, [17; 18]), der
Peroxisomen-Proliferation-aktivierende-Rezeptor (PPAR, [19]), der Nerven-Wachstums-
Faktor I-B (NGFI-B, [20]) der Reverse ErbA-Rezeptor (Rev-ErbA, [21; 22]) sowie der
Retinoid-Z-Rezeptor (RZR/ROR, [23-25]).

Bis heute konnten 70 nukledre Rezeptoren isoliert und beschrieben werden [26], von
denen der grofdte Teil zu der Gruppe der Orphan-Rezeptoren gehort. Die Identifikation
von potentiellen Liganden sowie die Klarung ihrer Funktion erdffnen waeitreichende,
besonders pharmakol ogisch interessante Perspektiven. Fir viele nukledre Rezeptoren gibt
es mittlerwelle eine ganze Reihe synthetischer Liganden, auch fir einige Orphan-
Rezeptoren konnten meist Cholesterin-Derivate as Liganden identifiziert werden [27].

Alle nuklegren Rezeptoren haben einen sehr ahnlichen, modularen Aufbau (Abb. 2). Am
Amino-terminden Ende (N-Terminus) befindet sich die A/B-Doméne. Bei viden
Rezeptoren enthdlt diese Doméne eine Ligand-unabhdngige konstitutiv —aktive
Transaktivierungsfunktion (AF1-Doméne). An die A/B-Domane schliefdt sich die DBD
an, die auch als C-Doméne bezeichnet wird. Die DBD beinhaltet zwei hochkonservierte
Zinkfinger-Motive, die fur die Interaktion der Rezeptoren mit der DNA von Bedeutung
sind. Sie besteht aus 66 bis 70 Aminosauren [28]. Eine flexible D-Region, Scharnier- oder
Hinge-Region genannt, verbindet die DBD mit der LBD (E-Domaéne). Die Flexibilitdt der
D-Region ist wichtig, damit es zu einer freien Rotation zwischen DBD und LBD kommen
kann. Am Carboxy-terminalen Ende (C-Terminus) bilden die ca. 250 Aminosauren der
LBD 12 a-Helices[26]. In Helix 12 (H12) befindet sich die Ligand-abhéngige AF2-
Domane, die aus sieben hochkonservierten Aminosiuren besteht [29]. Die LBD ist somit
nicht nur wichtig fur die eigentliche Ligand-Bindung des nuklegren Rezeptors, sondern ist
auch fur die Interaktion mit Kofaktoren und den Proteinen der basalen
Transkriptionsmaschinerie von Bedeutung. Durch Kontakt mit den Proteinen der basalen
Transkriptionsmaschinerie wird die Transkription von Hormon-regulierten Genen
induziert.
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Domaéanen A/B C D E
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Abb. 2: Der modulare Aufbau nukleédrer Rezeptoren. Nukledre Rezeptoren kénnen in die
Domanen A-E unterteilt werden, diese entsprechen den funktionellen Bereichen. Der N-Terminusist in
seiner GrofRe sehr variabel und kaum konserviert. Die DBD dagegen ist hoch konserviert. Sie besteht aus
zwei Zinkfinger-Motiven mit verschiedenen funktionellen Subdoméanen (P-, D-, T- und A-Box) und ist
Uber die HingeRegion mit der LBD verbunden. Die LBD enthdlt die Ligand-abhéangige
Transaktivierungsfunktion (AF2-Doméne).

1.2.1 DNA-Bindung nukleérer Rezeptoren

Die DNA-Bindung und damit die DBD nukledrer Rezeptoren ist essentiell fur die
Transaktivierung Hormon-regulierter Gene. Die funktionelle Einheit aus Rezeptor und
HRE wird als Rezeptor-Komplex bezeichnet. Es gibt monomere, homodimere und
heterodimere Rezeptor-K omplexe, da die nukledren Rezeptoren a's Mono-, Homo- oder
Heterodimer an ein HRE binden kdnnen. Heterodimerisierung ist eine Maglichkeit, um
mit einer kleinen Anzahl an Rezeptoren mdoglichst vide funktionell verschiedene
Komplexe zu generieren. Auch kénnen so vide verschiedene SignalUbertragungswege
nukledrer Hormone koordiniert wirken. Diese Moglichkeit besteht bei monomeren oder
homodimeren Rezeptor-K omplexen nicht.

Innerhalb der DBD und am Anfang der Scharnier-Region lassen sich weitere Bereiche
[30] unterscheiden (Abb. 2). Die Aminosaurereste der A- und P-Box dienen dem direkten
Kontakt mit dem Bindemotiv der DNA, wahrend die Aminosauren der D- und P-Box die
Interaktion der Partnerproteine des Rezeptor-K omplexes stabilisieren.
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Die ersten HREs (Abb. 3), die fur nukledre Rezeptoren identifiziert wurden, bestehen aus
zwel Kopien eines hexameren Bindemotives (AGGTCA), welche as Palindrom (P)
angeordnet sind [31]. Die meisten Mitglieder der Superfamilie der nuklegren Rezeptoren
sind in der Lage, das Bindemotiv RGGTCA (R = A oder G) zu erkennen. Die
symmetrische Struktur des Bindemotives suggerierte, dal3 die Rezeptoren al's Homodimere
an das Element binden.

Die ersten natirlichen HREs, die fir den VDR im Gen des Osteocal cin-Promotors [32;
33], fir den T,R im murinen Leukema-Virus [34] und fur den RAR im RARb2-Promotor
[35] gefunden wurden, zeigen allerdings, dal3 Wiederholungen des Bindematives nicht
immer palindromische angeordnet sein missen, es wurden auch direkte Wiederholungen
(DR) und invertierte Palindrome (1P) gefunden.

Umeosono et al. [36] machten Vorhersagen Uber den Aufbau der Bindemotive fir den
VDR, T;R und RAR, wonach es aus zwel direkten Wiederholungen des RGGTCA-
Motives mit einem Abstand von drei, vier bzw. finf Nucleotiden bestehen sollte. Diese
Vorhersage wird als 3-4-5-Regel bezeichnet.

hexameres Bindemotiv: T

Abstand: [
Palindrom (P): — < —
Direkte Wieder holung (DR): - B ———]

Invertiertes Palindrom (I P): 1 2

Abb. 3: Uberblick Giber den Aufbau von HREs. Die beiden Bindemotive kénnen als Palindrom
(P), alsdirekte Wiederholung (DR) oder asinvertiertes Palindrom (1P) angeordnet sein.

Aufgrund ihrer Eigenschaft als Mono,- Homo- oder Heterodimer mit dem jeweilige DNA-
Bindemotiv zu interagieren, ist eine einfache Einteilung der nukledren Rezeptoren in drei
Klassen moglich [37] (Abb. 4).

1. Indie erste Klasse der nukledren Rezeptoren gehoéren die klassischen Steroidhormon-
Rezeptoren wie GR, MR, ER, AR und PR, die ausschliefdich Homodimere bilden [38-
40]. Das HRE dieser Rezeptoren bestehen generell aus zwe paindromen
Bindemotiven. Die DBDs der beiden Partner interagieren jeweils mit einem DNA-
Bindemotiv, so dal3 symmetrische Strukturen entstehen [41].



Einleitung

2. Zu der zweiten Klasse der nukledren Rezeptoren gehtren der VDR, T,R und RAR. Sie
binden as Heterodimere mit dem RXR an die DNA [42-44]. Bel ihrem HRE handelt es
sich Uberwiegend um zwe direkte Wiederholungen des Bindemotives [45]. Diese
Komplexe sind asymmetrisch geformt.

3. Inder dritten Klasse sind die Or phan-Rezeptoren zusammengefaldt [16]. Diese Klasse
kann anhand der unterschiedlichen Dimerisierungstypen (Monomer, Homodimer oder
Heterodimer) in drel weitere Gruppen unterteilt werden (Abb. 4).

@@ | PR ARGR MRER klassische
—
Rezeptoren

@ . RAR TR,VDR
—
- Illa. zB.: RZR, NGFI-B
—

Orphan

— —p

@ llczB:PPAR
— —
. Rezeptor RXR - Nexameres Bindemotiv

Abb. 4: Dimerisierungstypen nukleadrer Rezeptoren auf verschiedenen HREs.

1.2.2 Ligand-Bindung nukleérer Rezeptoren

Bislang sind sieben Kristallstrukturen von LBDs nukledrer Rezeptoren bekannt. Hierbei
handelt es sich um die Kristallstrukturen des RXRa [46], RARg[47], TRb [48], ERa
[49], PPARg[50], PR [51] und des VDR [52]. Die LBDs dieser nukledren Rezeptoren
weisen einen allgemeinen Aufbau auf. Neben den 12 a-Helices (H1-12), besteht die LBD
aus einem b-Faltblatt und einer W- Schleife. Die Zahl der Helices kann variieren, so fehlt
sowohl im TR [48], alsauch im RAR [47] die H2, wahrend PPAR eine sehr kurze
zusétzliche H2" besitzt. Die Daten der Kristallstruktur zeigen, dal3 die 12 a-Helices der
LBDswie ein dreilagiges Sandwich angeordnet sind (Abb. 5).
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(a) N (b) N (c) N

Abb. 5: Kristallstruktur der LBDs verschiedener nukleérer Rezeptoren. a) apo-RARa, b)
holo-RARg, ) Antagonist-gebundener Era. [26].

Vergleiche der Kristalstrukturen von nicht Ligand-gebundenen Rezeptor (apo-Form,
Beispiel apo-RARa) und Ligand-gebundenen Rezeptor (holo-Rezeptor, Beispid holo-
RARg) zeigten deutlich die Wirkung der Ligand-Bindung (Abb. 5a-b). Der grofdte
Unterschied zwischen holo- und apo-RAR besteht in der Positionierung von H12, welche
die konservierte AF2-Domane beinhaltet. Im nicht Ligand-gebundenen Zustand weist H12
von der LBD weg. Die Ligand-induzierte Konformationsanderung bewirkt, dal3 H12 in
Richtung H4 orientiert wird. Auch H11 wird durch Ligand-Bindung neu positioniert und
verlangert dann in gerader Linie H10, wahrend H11 vor Ligand-Bindung im rechten
Winkel zu H10 lag. Die W Schleife zwischen H2 und H3 wird bel der
Konformationsénderung in Richtung H6 gedrtickt, wodurch es zur Neigung von H3
kommt. Diese Neigung von H3 bewirkt, dal3 der Ligand-gebundene Rezeptor in seinem
Umfang abnimmt [26].

Die Kristallstrukturen der LBDs bestétigen das sogenannte ,, Mausefallen-Modell“ [26],
welches die Ligand-Bindung und die damit einhergehende Konformationsinderung
beschreibt. Die Ligand-induzierte Konformationsdnderung der LBD bewirkt, dal3 sich
H12 anschlief3end in einer Position befindet, in der sie die Ligand-Bindetasche des
nukledren Rezeptors verschlief¥. Der jeweilige Ligand wird in der Ligand-Bindetasche des
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nukledren Rezeptors eingeschlossen. Es kommt auferdem zum Kontakt einiger
Aminosauren der H12 mit dem Liganden. Diese Interaktion stabilisert den Komplex
zusétzlich.

Die Kristallstruktur des Antagonist-gebundenen ER (Abb. 5¢) zeigt deutlich, dal3 durch
verschiedene Liganden unterschiedliche Rezeptor-Konformationen induziert werden. Die
Bindung des Antagonisten induziert ebenfalls ein Konformationsdnderung von H12. H12
ist nach der Konformationsanderung aber zwischen H3 und H4 positioniert. Verglichen
mit der Positionierung von H12 eines Agonist-gebundenen ER, ist H12 beim Antagonist-
gebundenen ER um 110° gedreht und um zehn A verschoben [53]. Der ,, Deckel* der
»Mausefalle" ist demnach nicht vollstandig geschlossen, was wahrscheinlich durch eine
zu grol3e Seitenkette des Liganden bedingt ist [26]. Untersuchungen an Antagonist
(RU468)-gebundenen PR haben gezeigt, da? mdglicherweise die Interaktion des
Rezeptors mit Kofaktoren beeinflufd wird [54].

Dem C-terminalen Ende der LBD kommt somit eine besondere Bedeutung fir die
Funktion nukledrer Rezeptoren zu, die auch durch die hohe Konservierung zwischen den
verschiedenen nukledren Rezeptoren deutlich wird. Durch die Ligand-induzierte
Konformationsadnderung von H12 werden andere Aminosduren an der Oberfléche des
Proteins exponiert. Diese Aminosauren kdnnen mit Kofaktoren interagieren [26]. Die
Interaktion nukledrer Rezeptoren mit Kofaktoren und den Proteinen der basaen
Transkriptionsmaschinerie vermittelt die Transaktivierung von Hormon-regulierten Genen
(sieheAbb. 1).

1.3 Nukledre Rezeptoren im zelluldren Kontext

Im Laufe der letzten Jahre konnten eine Reihe von Proteinen isoliert werden, die mit
Agonist-gebundenen nuklegren Rezeptoren interagieren. Diese Proteine sind in der Lage,
die transkriptionelle Aktivitét nuklegrer Rezeptoren zu steigern [55; 56]. Sie wurden daher
als Koaktivatoren bezeichnet. Bislang konnte eine ganze Reihe von Koaktivatoren isoliert
werden. Hierzu zéhlen TIF1 (transcriptional intermediate factor 1) [57], RIP140
(receptor interacting protein 140) [58] und ARA70 (androgen receptor activator 70)
[59]. Von besonderen Interesse erwies sich eine Protein-Familie von 160 kD grof3en
Proteinen, die als SRC-Familie bezeichnet wird. Der Name leitet sich von dem zuerst
isolierten Protein dieser Familie ab und kommt von steroid receptor coactivator-1 (SRC-
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1) [54]. Drel Proteine dieser Familie konnten bislang identifiziert werden. Neben SRC-1
gehoren die Proteine TIF2 (transcriptional intermediary factor 2, [56]) und RAC3
(receptor-associated co-activated 3, [60]) zur SRC-Familie. Die Proteine tragen, bedingt
durch eine Vielzahl von Homologen, noch zahireiche weitere Namen. SRC-1 wird auch als
NCoA-1 [61], TIF2 ads GRIPLUNCoA-2 [62; 63] wund RAC3 ads
ACTR/pCIP/AIBLUTRAM-1 bezeichnet [60; 64-66]. Bislang haben sich die Proteine der
SRC-Familie nicht als Rezeptor spezifisch erwiesen.

Alle drel Proteine der SRC-Familie zeichnen sich durch einen konservierten Proteinaufbau
und hohe Homologien aus (Abb. 6). Im N-Terminus befindet sich ein basisches Helix-
Loop-Helix-Motiv (bHLH), woran sich zwei PAS-Doméne (Per/Arnt/Sm) und eine
Serin/Threonin-reiche Region anschlief3t. Die Funktionen dieser Doménen sind alerdings
bisang unklar [65]. Fur die Interaktion mit nuklefren Rezeptoren beinhaten die
Interaktionsdoménen (1Ds) der Kofaktoren hochkonservierte Motive mit der Konsensus-
Sequenz LXXLL, (L = Leucin, X jede beliebige Aminosdure) [67; 68]. Desweiteren
zeichnen sich die Proteine der SRC-Familie durch eine Transaktivierungsdoménen (AD)
aus. Die LXXLL-Mative in der AD sind fir eine Interaktion der Koaktivatoren mit
weiteren Proteinen wichtig. Diese Proteine werden als Kointegratoren bezeichnet wie z.B.
CREB-binding protein (CBP oder das Maus-Homolog p300) [53]. C-terminal befindet
sich noch eine Glutamin-reiche Region, deren Funktion ebenfalls unklar i<t.

LXXLL-Motive

RAC 3 . l | | | | " r-nch/ 1417

65% 42% 58% 34%

TIF 2 . ] ||| | Q-rich 1464
58% 27% 44% 38%
e |WE W AN o]

HAT
CBP

Abb. 6: Proteinaufbau der Koaktivatoren der SRC-Familie. Koaktivatoren zeichnen sich N-
terminal durch eine bHLH-Doméane, zwei PAS-Domanen, eine Serin/Threonin-reich Region aus. Die
Funktionen dieser Doménen sind bislang unbekannt. Desweiteren besitzen Koaktivatoren zwei
Interaktionsdoménen (ID), die die LXXLL-Mative (rot) enthalten. Diese Motive sind fur eine Interaktion
mit nukledren Rezeptoren von Bedeutung. An die erste ID schliefdt sich die Aktivierungsdoméne (AD) an.
In diesem Bereich findet sich auch die Histon-Acetylaseaktivitéat (HAT) und die fir die Interaktion mit den
Kointegratoren (wie z.B. CBP) wichtigen Aminoséuren. C-terminal befindet sich eine Glutamin-reiche
Region (Q-Region), deren Funktion unbekannt ist. Daran schliefdt sich die zweite ID an. Die Homologie
der Proteine bzw. der Doménen ist in Prozent angegeben. Die Zahlen am Ende des jeweiligen Proteins
gibt die Anzahl der Aminosaure an.
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Durch Interaktion mit Kointegratoren kann die Transkription von Hormon-regulierten
Genen weiter gesteigert werden, da Koaktivatoren und Kointegratoren synergistische
Wirkung haben [69; 70].

Die Tatsache, dal3 sechs LXXLL-Motive in der Aminosauresequenz der Koaktivatoren zu
finden sind, scheint darin begrindet zu sein, dald verschiedene dieser Motive fir die
Interaktion mit unterschiedlichen nukledren Rezeptoren notwendig sind. Fir die
Interaktion von SRC-1 mit den Rezeptoren T,R und RAR scheint das zweite und dritte
LXXLL-Motiv von Bedeutung zu sein, wahrend fur die Interaktion mit ER das zweite
LXXLL-Motiv ausreicht [68].

Die Kristallstruktur des PPAR, bei der auch ein Teilfragment des SRC-1 Proteins co-
kristallisiert wurde [71], zeigt, dal3 der Koaktivator mit den LXXLL-Motiven wie eine
Klammer das Rezeptor-Dimer umschlield (Abb. 7). Der Kontakt der nukledren
Rezeptoren mit dem Koaktivator erfolgt Uber die AF2-Domanen der Rezeptoren. Der
Koaktivator bindet tiber zwei LXXLL-Motive an das PPAR-Dimer.

Abb. 7: Kristallstruktur der LBD des PPAR und die Lage des Kofaktors zur H12. In
blau und grin ist der homodimere PPAR-Komplex dargestellt. Das co-kristallisierte SRC-1 Fragment ist
in gelb dargestellt. Der Ligand ist s Kalottenmodel| eingezeichnet. Abbildung aus[71]

Kofaktoren konnen auferdem durch die Vidzahl an LXXLL-Motiven mit anderen
Rezeptor-assoziierten Proteinen einen multimeren Komplex bilden [53; 72]. In diesem
Komplex interagiert der Koaktivator einerseits mit nukledren Rezeptoren, andererseits mit
Kointegratoren [73]. Die Kointegratoren verfigen ebenfalls Gber LXXLL-Motive [74],
mittels derer sie mit weiteren Transkriptionsfaktoren interagieren kénnen [75]. Fur
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CBP/p300 konnte gezeigt werden, dald es mit einer Relhe von algemenen
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. dem AP-1 Protein (activator protein 1) oder dem STAT-
Protein (signal transducer and activator of transcription) interagieren kann.

Sowohl fir SRC-1 [76] als auch fur CBP/p300 [77] konnte gezeigt werden, dal3 sie Gber
intrinsi sche Histon-Acetyltransferase-Aktivitat (HAT-Aktivitét) verfigen. Allerdingsist die
HAT-Aktivitét der Kointegratoren deutlich stérker. Eine Acetylierung von Histonen ist mit
transkriptionell aktiven Chromatin verbunden. Durch Acetylierung der basischen
Aminosdure Lysin an den Positionen 8 und 16 in Histon H4 sowie an den Lysinen 9 und
14 in Histon H3 [78] wird die Ladung der Aminosduren neutralisiert. Die Affinitét der
Histone zur DNA vermindert sich und die Histone I6sen sich ab. Als Konsequenz éndert
sich die Konformation der Nucleosomen, wodurch mehr Platz fir transkriptionell
regulatorische Proteineist. Da Histon-Acetylierung zu einer Offnung der Chromatin-
Struktur [78] fuhrt, konnen HAT-Aktivitéat besitzende Proteine oder Protein-Komplexe in
Folge dessen die Chromatin-Struktur modulieren. Histon-Acetylierung ist somit ein
wichtiger Schritt in der Regulation der Gentranskription. Untersuchungen ergaben, daf3
verschiedene nuklegre Rezeptoren sich durch unterschiedliche HATs in  ihrer
transkriptionellen Aktivitét modulieren lassen. Fur den RAR konnte gezeigt werden, dal3 er
nicht durch die HAT-Aktivitét von CBP, sondern nur durch die HAT-Aktivitdt von p/CAF
(Hefe Homolog zu CBP) aktiviert werden konnte [79].

Viele nukledre Rezeptoren wie z.B. RAR und T,R binden auch in Abwesenheit ihres
Liganden an die entsprechenden HRES, wobel sie dann die Genaktivitét des Zielgens
reprimieren. Proteine, die mit nicht Ligand-gebundenen Rezeptoren assoziiert sind, werden
als Korepressoren bezeichnet. Bekannte Korepressoren sind z.B. NCoR (nuclear
receptor corepressor [80]) und das homologe Protein SMRT (silencing mediator of
retinoid and thyroid hormon receptor [81]), RIP13a[82], SUNCoR [83] sowie der erst
kirzlich entdeckte Korepressor Alien [84]. NCoR und SMRT sind eine Protein-Familie
von 270 kD grof3en Proteinen. Sie verfiigen Uber drei Repressionsdomanen (RD 1-3) [85]
und zwe Interaktionsdomanen (ID 1/2) [86]. NCoR und SMRT verfligen fur die
Interaktion mit nukledren Rezeptoren Uber ein dhnliches Motiv wie die Koaktivatoren der
SRC-Familie. Dieses Motiv wird als CoRNR-Box-Motiv bezeichnet [87]. Das
Hauptmotiv hat den Aufbau L/IXXI1/VI [87]. Jeweils eines dieser Motive findet man in
jeder ID (1/2). Das zuerst identifizierte Hauptmotiv wird moglicherweise durch einige
weitere Aminosauren erganzt, so daf3 das vollstandige Bindemotiv fiir die Korepressor-
Rezeptor-Interaktion auf der Seite der Korepressoren aus den Aminosauren
LXXI/HIXXXI/L bestehen kénnte [88]. Die fur die Korepressor-Interaktion benttigten
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Aminosauren der Rezeptoren sind zur Zeit noch unbekannt. Moglicherweise liegen siein
H1, aber auch H10 und H11 werden diskutiert [52].

NCoR [ [ Jom

RD1 RD2 RD3 ID1 1D2

Alien 305

Abb. 8: Aufbau der Korepressoren. NCoR und SMRT zeichnen sich durch drel N-terminale
Repressionsdoménen (RD, blau) und zwei | nteraktionsdomanen (1D, rot) aus. Uber den Aufbau von Alien
ist bislang nichts bekannt. Die Zahlen am Ende der Proteine stehen fur die Anzahl der Aminosauren.

Alienist im Vergleich zu diesen beiden Korepressoren mit einer Molekularmasse von 34
kD (305 Aminosauren) deutlich kleiner. Er weist keine Ubereinstimmungen mit NCoR
und SMRT auf [84], sein Aufbau ist zur Zeit noch nicht geklart (Abb. 8)

Schon seit mehr als 20 Jahren sind Reagenzien bekannt, die Inhibitoren von Histon-
Deacetylasen sind und bei deren Verwendung in zellularen Untersuchungen eine Zunahme
der Transkription beobachtet wird [89]. Hierzu gehtren Substanzen wie z.B. Sodium-
Butyrat, Trapoxin und Trichostatin A (TSA). Mit Hilfe des Deacetylase-Inhibitors
Trapoxin konnte der menschliche Histon-Deacetylase-Komplex-1 (HDACL) isoliert
werden [78]. Es zeigte sich, dal3 dieser Protein-Komplex mit anderen Proteinen, die als
Korepressoren (z.B. NCoR [90], SMRT [91]) bekannt waren, vorlag. Die Protein-Protein-
Interaktion der Korepressoren mit HDAC-Komplexen erfolgt Gber die
Repressionsdomanen der Korepressoren [92-94].

Da Histon-Acetylierung in die Aktivierung von Transkription involviert ist, ist es nicht
weiter erstaunlich, dald Histon-Deacetylierung an der Repression der transkriptionellen
Genaktivitéat beteiligt ist. Durch eine Histon-Deacetylierung wird die Nucleosomen-
Struktur verdichtet, wodurch eine Transkription einesin diessm DNA-Bereich liegenden
Gens nicht mehr moglich ist.

Die Signalibertragung nukledrer Hormone und die Transkription der entsprechenden
Hormon-regulierten Gene ist also primér abhangig von der Bindung und Stabilisierung
des Rezeptor-Komplexes. Die Transkriptionseffizienz des Zielgens wird aber, durch
weitere Proteine wie Koaktivatoren und Kointegratoren moduliert. Die Wirkung dieser
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Proteine kann ihrerseits wiederum, durch Phosphorylierung moduliert werden [95]. Die
Repression eines Hormon-regulierten Gens wird neben den nukledren Rezeptoren
ebenfalls durch weitere Proteine wie die Korepressoren und die HDAC beeinfluf3t.

Die Wirkung von Hormonen auf die Expression von Zielgenen erfolgt tUber nuklegre
Rezeptoren, deren Aktivitét durch Interaktion mit weiteren Proteinen feinreguliert wird.

1.4 10,,25-Dihydroxyvitamin D,

Die physiologisch aktive Form von Vitamin D, ist 1a,25-Dihydroxyvitamin D, [abgekirzt
1a,25(0H),D.]. 1a,25(0H),D, ist ein Secosteroid, das eine gemeinsame Vorstufe mit
dem Cholesterin hat und sich durch eine vollstandige Seitenkette und einen offenen B-
Ring auszeichnet (siehe Abb. 9). Physiologische Bedeutung kommt 1a,25(0H),D, bei
der Cacium- und Phosphor-Aufnahme, der Knochenbildung [96] und der
Aufrechterhaltung der Calcium- und Phosphor-Homoostase [97] zu. Zusétzlich hat es
Einflud auf die Zdll-Differenzierung, Zell-Proliferation und Apoptose [98].
1a,25(0OH),D,-Mangel fuhrt zu einem verminderten Mineral-Metabolismus und
beeinfluld® so die Zahnentwicklung und den Knochenaufbau. Der Phanotyp dieser
Mangelerscheinung wird als ,, Rachitis* bezeichnet. 1a,25(0OH),D,-Mangel ist eine der
haufigsten Ursachen fir Osteoporose (Verlust der Knochenstabilitét). Diese Krankheit ist
eine Folge von Alterungsprozessen und wird auf eine verminderte Produktion von
1a,25(0OH),D, zurtickgefuhrt. Da zu hohe Dosen an 1a,25(0OH),D, auf der anderen Seite
zur Hypercalcdmie und zur Hypercal curia fuhren [99], kann Osteoporose-Patienten nicht
unbegrenzte Mengen an 1a,25(0OH),D, zur Vorbeugung gegeben werden. Der Einsatz
von 1a,25(0H),D,-Anadlogen konnte eine Mdoglichkeit sein, diese Krankheit zu
behandeln.

Vitamin D,, welches auch as Prohormon bezeichnet wird, wird zum Teil tber die Nahrung
(z.B. Seefisch, Butter) aufgenommen. Die Uberwiegenden Mengen an 1a,25(0OH),D,
werden alerdings in der Haut sowie Leber und Niere aus 7-Dehydrocholesterin
(Provitamin D,) synthetisiert. Der Begriff ,, Vitamin“ wird deshalb fur 1a,25(0OH),D, im
eigentlichen Sinne nicht korrekt angewendet. Aus Provitamin D, (Abb. 9) wird in der
Haut mit Hilfe von UV-Strahlung (290-310 nm) Vitamin D, gebildet. Hierbel wird durch
die Energie der Strahlung der B-Ring des Provitamin D, gedffnet. Anschlief3end erfolgen
zwei enzymatische Hydroxylierungen an den Kohlenstoffatomen der Positionen C1 und
C25. In der Leber wird das Vitamin D, dann zundchst zu 25-Hydroxyvitamin D,
hydroxyliert [100] und anschlief3end erfolgt eine weiter Hydroxylierung in der Niere und
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anderen Organen zu der biologisch aktiven Form 1a,25 Dihydroxyvitamin D,. In der
Niere findet auch der Abbau von 1a,25(0H),D, durch die 24-Hydroxylase statt. Das Gen
der 24-Hydroxylase wird durch 1a,25(0OH),D, induziert und ist ein Biomarker fur die
Wirkung von 1a,25(0H),D,. Der Transport von 1a,25(0OH),D, und seiner Metabolite an
seinen Wirkort erfolgt im Blut. Dabel ist es gebunden an das Vitamin D,-Bindeprotein
(DBP), welches zu den Albuminen gehort. Die Affinitét von 1a,25(0OH),D, zu DBP ist
relativ gering (K, = 50 nM). Die 1a,25(0OH),D ,-Konzentrationen im Plasma betrégt etwa
0,1 nM [97], dies entspricht 30-60 pg/ml.
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Abb. 9: Syntheseweg von 1a,25(0H),D;. 1a,25-Dihydroxyvitamin D ist die biologisch aktive
Form von Vitamin D,. Vitamin D; wird in der Haut gebildet oder mit der Nahrung aufgenommen und

anschlief?end in zwei Hydroxylierungsschritten in der Leber und der Niere in die aktive Form
1a,25(0H),D; umgewandelt. Der Abbau erfolgt ebenfallsin der Niere.

14



Einleitung

1.6 Der Vitamin D;-Rezeptor (VDR)

Alle fur 1a,25(0H),D, beschriebenen postiven (Knochenaufbau) und negativen
Wirkungen (Hypercalcamie) werden durch den VDR vermittelt. Die Affinitdt, mit der
1a,25(0OH),D, an seinen Rezeptor bindet, ist mit K, = 0,1 nM sehr hoch. Die funktionelle
Relevanz von 1a,25(0OH),D, und ein Beleg der Beteiligung des VDR an der Wirkung von
1a,25(0OH),D, wird an VDR knock-out-Mausen deutlich [101]. Diese Méuse zeigten alle
Symptome des as 1a,25(0OH),D,-Mangel charakterisierten Rachitis-Phanotypen. Zu
diesem Erscheinungsbild gehdrt das Auftreten von Kahlheit (Alopezie), Hypocacamie
sowie erhebliche Deformationen an den Knochen. VDR knock-out-M duse sterben meist
innerhalb der ersten 15 Wochen ihres Lebens. Frihe Letditéd kann alerdings bei
menschlichen Patienten mit Rachitis nicht beobachtet werden.

Das Gen des menschlichen VDR liegt auf Chromosom 12 und umfalt ca. 75 kb [102].
Die 12 Exons dieses Gens werden in ein 427 Aminosauren grof3es Protein Ubersetzt [8].
Bislang konnte nur ein Gen des VDR gefunden werden, wéhrend fur einige verwandte
Rezeptoren wie z.B. T,R und RAR mehrere Gene identifiziert werden konnten [103; 104].
Der N-terminale Bereich des VDR-Gens ist sehr kurz, daher besteht die A/B-Doméne des
VDR aus nur 23 Aminosauren. Der VDR enthédlt demnach keine AF1-Domaéne. In dieser
sehr kurzen Region befindet sich aber das einzige beschriebene Alld der codierenden
Region des VDR. Bei etwa der Hélfte aller Menschen werden die ersten drei Aminosauren
des VDR nicht trandatiert. Bei diesen Menschen wird erst das an Position 4
vorkommende Methionin als Trandationsstart benutzt. Bislang ist die physiologische
Relevanz der beiden VDR-Formen (424 oder 427 Aminosauren) noch nicht vollstandig
gekléart [102; 105].

Der Promotor des VDR-Gens enthdt keine TATA-Box, dafir lassen sich DNA-
Bindemotive fir eine ganze Reihe von allgemeinen Transkriptionsfaktoren (SP-1, AP-1
und NFkB [25; 106]) identifizieren. Bindemotive fir den VDR kommen im Promotor des
VDR-Gens nicht vor, was vermuten |1&8%, dal3 die Regulation des VDR-Gens, wenn
tberhaupt, dann nur indirekt, durch 1a,25(0OH),D, vermittelt wird.

1.6.1 10,25(OH),D,-responsive Elemente (VDRES)
Bislang konnten einige funktionelle 1a,25(OH),D,-responsive Elemente (VDRES)

charakterisiert werden [107]. In Ubereinstimmung mit der 3-4-5-Regel [36] handelt es
sich bei den meisten dieser VDRES um eine direkte Wiederholung des Bindemotives mit
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einem Abstand von drei Nucleotiden (DR3-Typ VDRE, siehe Kapite 1.2.1). Dartber
hinaus wurden aber auch VDREs gefunden, die von der 3-4-5-Regel abweichen. Im
Promotor des Pit-1-Gens der Ratte [108] und im Promotor des Calbindin D.,-Gens der
Maus [109] konnten VDREs identifiziert werden, die eine DR4-Typ Struktur der
Bindemotive aufweisen. Bindemotive vom DR6-Typ konnten im 24-Hydroxylase
Promotor des Ratten-Gens [110], im menschlichen Osteocalcin-Gen [111] sowie im
Fibronectin-Gen bel Mensch, Maus und Ratte gefunden werden [112]. Auf3erdem wurden
nattrliche VDREs gefunden, bei denen die Bindemotive als invertiertes Palindrom
angeordnet sind wie z.B. beim c-fos-Gen [113]. Der Abstand der Bindemotive betrégt bei
diesen VDRESs neun Nucleotide (IPS-Typ VDRE, [114]).

Der VDR bildet Uberwiegend Heterodimere mit dem RXR aus, aber auch Heterodimere
mit anderen Rezeptoren (T,R [115], RAR [116]) oder Homodimere sind moglich. Die
Bindung des VDR-RXR-Heterodimers an strukturell verschieden VDREs (DR-Typ und
IP-Typ VDRE) erfordert ein hohes Mal3 an Flexibilitét [117]. Auf DR-Typ VDRES sind
die DBDs der beiden Rezeptoren asymmetrisch angeordnet, wéhrend sie auf einem I P-
Typ VDRE symmetrisch angeordnet sind (Abb. 10) [98].

DR3-Typ VDRE IP9-Typ VDRE
N
S ® ®
DBD
( DBD
L
N
LBD LBD
VDR RXR VDR RXR

Abb. 10: VDR-RXR-Heterodimere auf DR3-Typ und IP9-Typ VDRESs. Das Modell zeigt
die Interaktion des VDR-RXR-Heterodimers auf unterschiedlich strukturierten VDRESs. Auf dem DR3-Typ
VDRE liegen die beiden DBDs der Partnerproteine auf der selben Seite der DNA, wahrend sie beim 1P9-
Typ VDRE auf unterschiedlichen DNA-Seiten angeordnet sind.

1.6.2 Die Interaktion des VDR mit Liganden

Die Kristallstruktur der LBD des VDR, die seit kurzem verflgbar ist [52], bestétigte die
zuvor mittels Computer erstellten dreidimensionalen Modelle [118]. Der genaue
Anfangspunkt der 300 Aminosauren langen LBD des VDR ist nicht bekannt, ihr Aufbau
entspricht aber dem unter 1.2.2 beschriebenem Aufbau der LBDs nukledrer Rezeptoren.
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Aufgrund der Tatsache, dal3 1a,25(0OH),D, ein breites Spektrum physiologischer Effekte
zeigt, ist 1a,25(0OH),D, fir viele Behandlungen wie Schuppenflechte (Psoriasis), Krebs
oder Stoffwechselstérungen von therapeutischem Interesse [119]. Die Einsatz-
madglichkeiten sind jedoch durch die Nebenwirkungen (Hypercacdmie) von
1a,25(0OH),D, stark eingeschrénkt. Deshalb wurde versucht, Analoge mit enem
selektiven biologischen Profil zu erhalten. Nach diesem biologischen Profil sollten die
Analoge einen starken antiproliferativen Effekt zeigen, aber nur gering calcamisch sein.
Etwa 80 % der bisher synthetisierten 2000 1a,25(0OH),D ,-Anal oge tragen Modifikationen
an der Seitenkette des 1a,25(0OH),D,-Molekils. Beispide fur Analoge mit
Modifikationen der Seitenketten sind Gemini, welches an Position C20 zweimd die
Seitenketten des natirlichen Hormons trégt, oder 20-epi 1a,25(0OH),D, (MC1288)
(Struktur siehe 2.1.6.1). Viele dieser 1a,25(0OH),D,-Analoge weisen allerdings nur eine
schwache biologische Wirksamkeit auf, da sie meist schlecht an den VDR binden kdnnen.
Andere Analoge, die gut an den VDR binden kdnnen, haben sich teilweise als ebenso
calcamisch wie 1a,25(0OH),D, erwiesen und sind deshalb fir den therapeutischen Einsatz
ungeeignet.

Einige Analoge zeigen jedoch das gewlinschte biologische Profil und werden zum Tell
auch schon in der Klinik eingesetzt. Das bekannteste 1a,25(OH),D,-Analog ist das unter
dem Handel snamen Daivonex erhdtliche Schuppenflechte-Therapeutikum MC903 [120].
Es wird auf die Haut aufgetragen und aktiviert fUr einige Stunden loka dle VDR-
Molekule in den Keratinocyten. Es ist genauso potent wie 1a,25(0OH),D,, kann aber
schneller metabolisiert werden und zeigt geringe Affinitét zum DBP, wodurch keine
calcamischen Nebeneffekte auftreten.

Ein weiteres 1a,25(0OH),D,-Analog, welches zur Zeit in klinischen Studien der Phase 111
getestet wird, ist EB1089. EB1089 ist 50 % weniger calcamisch as 1a,25(0H),D, und in
vivo Studien haben gezeigt, da3 es sdekiiv starke antiproliferative Wirkung auf
Brustkrebszellen hat [121]. Erste vielversprechende Ergebnisse wurden bei Patientinnen
mit fortgeschrittenem Brustkrebs durch Verabreichung von EB1089 erzielt [122].
Ebenfalls von besonderen Interesse ist das 1a,25(0OH),D,-Anadog OCT, welches bei
Hyperparathyroismus verabreicht wird. Esinaktiviert gezielt das Parathormon-Gen (PTH).
Von diessm Anaog konnte auch gezeigt werden, dal’3 es sdektiv bestimmte VDR-
Kofaktor-Interaktion vermittelt [123].

Der Nachweis von Ligand-induzierten Konformationsdnderungen nukleérer Rezeptoren
ist eine Moglichkeit, die Ligand-Rezeptor-Interaktion zu verstehen. Allerdings ist der
Nachweis von Rezeptor-K onformationen Uber Kristallstrukturen langwierig und schwierig
und bietet daher nicht die Moglichkeit, eine Vielzahl von Analogen zu untersuchen. Eine
andere Mdoglichkeit ist der limitierte Proteaseverdau (LPD), der auf einer Ligand-
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induzierten Veranderung von Protease-Schnittstellen  (z.B. far  Trypsin - oder
Chymotrypsin) im Rezeptor basiert [124]. Die Ligand-abhangigen Protease-resistenten
Rezeptor-Fragmente werden al's funktionelle Rezeptor-K onformationen interpretiert [125-
127].

Fur den Ligand-gebundenen VDR wurden nach Verdau mit der Protease Trypsin drei
verschiedene Protease-resistende Fragmente mit einer Molekularmasse von 28, 25 und 23
kD erhalten. Diese drei Fragmente werden als Reprasentanten der VDR-Konformation
Cl o C2pp UNd €3,y interpretiert. Mit den meisten Analogen erhdlt man eine
Stabilisierung des Rezeptors in den Konformationen cl, , und c3, ;. Nur wenige Analoge
stabiliseren den Rezeptor in der Konformation c2 ., Bislang konnte nur der
Konformation c1, ., eine physiologische Bedeutung zugeordnet werden. Hierbei handelt
es sich um die agonistische Konformation des VDR [128]. 1a,25(0OH),D,-Anal oge oder
Liganden, die den VDR in dieser Konformation stabiliseren, haben sich als potent
erwiesen.

1.6.3 Der VDR im zelluldren Kontext

Die vielféaltigen Effekte, die durch 1a,25(0H),D, vermittelt werden, kdnnen nicht alleine
durch verschiedene Dimerisierungspartner auf unterschiedlichen VDRES zurlickgefuhrt
werden, zumal die Komplexausbildung nur der erste Schritt bei der Genaktivierung ist.
Die durch 1a,25(0OH),D, vermittelte Genaktivitét erfordert eine direkte Interaktion des
VDR mit Kofaktoren, die den Kontakt zu den Proteinen der basalen
Transkriptionsmaschinerie herstellen. Diese Proteine modulieren selbst oder durch
Kontakt mit welteren Proteinen, die Struktur des Chromatins, wodurch die
Transkriptionseffizenz des entsprechenden Hormon-regulierten Gens beeinflul® wird
(Kapitel 1.3). Eine in vitro Interaktion des VDR mit einigen Koaktivatoren (SRC-1)
konnte bereits gezeigt werden [129]. Die Aminosauren des VDR, die an der Interaktion
mit den Koaktivatoren beteiligt sind, befinden sich in der AF2-Doméane von H12 [129].
Die Positionierung von H12 und damit die K oaktivator-Interaktion ist Ligand-abhangig.
Die Interaktion des VDR mit den Kofaktoren héngt somit hauptséchlich von DNA- und
Ligand-induzierten Rezeptor-Konformationen ab. Es ist moglich, da3 manche
Konformationen eine selektive Interaktion mit Koaktivatoren erlauben, wie fir das Analog
OCT gezeigt werden konnte [123].

Obwohl Zellspezifitét von Kofaktoren haufig diskutiert wird, haben Expressionsstudien
bisher keine Unterschiede in den Expressionsmengen von Koaktivatoren aufzeigen
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konnen [130]. Die Ergebnisse der SRC-1 knock-out Maus, haben gezeigt, dal3 andere
Koaktivatoren die Funktion von SRC-1 kompensieren kénnen [127]. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dal? es keine selektiven Unterschiede zwischen den Koaktivatoren der
SCR-Familie gibt. Die beobachteten Analog-abhéngigen zellspezifischen Unterschiede
[125] liegen demnach auch eher in einer seektiven Induktion von Rezeptor-
K onformationen begrindet.

Eine VDR vermittelte Repression verschiedener 1a,25(0OH),D,-regulierter Gene (z.B.
PTH) ist seit langem bekannt [103; 131]. Eine intrinsische repressorische Eigenschaft des
VDR oder eine Interaktion des VDR mit Korepressoren wurde bislang noch nicht
nachgewiesen. Esist jedoch nicht unwahrscheinlich, dal3 der VDR mit den bekannten
K orepressoren interagieren kann, da sich die bekannten Korepressoren bislang nicht als
Rezeptor-spezifisch erwiesen haben. Der Einfluld der Ligand-Bindung auf eine bestehende
Rezeptor-K orepressor-Interaktion ist noch weitgehend unbekannt. Diese Interaktion ist
aber ebenfalls von den an der Oberflache zugénglichen Aminosiuren abhangig, wodurch
auch diese Interaktion Ligand-abhangig und dadurch modulierbar wird.

Generell haben aber auch, zelluldren Mechanismen die als , cross-talk” bezeichneten
werden, Einflul® auf die Regulation der Gene. Hierzu z&hlen unter anderem die zelluléare
Rezeptor-Stéchiometrie, die Kompetition um Partnerrezeptoren und um Kofaktoren [132],
die Inhibierung der Komplex-Ausbhildung durch andere Transkriptionsfaktoren (z.B. AP-1
oder NFkB [133]) und die Phosphorylierung des VDR [134]. All diese Faktoren dirften
ebenfalls Einfluf auf die VDR-vermittelte Genaktivitdt und die pleiotropen Effekte von
1a,25(0OH),D, haben.
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1.7 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

1a,25-Dihydroxyvitamin D, ist ein nukledres Hormon, das in einer Vielzahl von
physiologischen Effekten involviert ist. Zu diesen Effekten z&hlen neben der Calcium-
Homoostase auch zelluldre Effekte, die den Zelzyklus betreffen. Alle beschriebenen
Effekte von 1a,25(0OH),D, werden durch den VDR vermittelt, der as Heterodimer mit
dem RXR an strukturell verschiedenen VDREs binden kann. VDR-RXR-VDRE-
Komplexe stellen somit den Ausgangspunkt fur multiple 1a,25(0OH),D,-Signalwege dar.
Sie werden als Grundlage fur den molekularen Mechanismus der Genaktivierung von
1a,25(0OH),D ,-regulierten Genen verstanden. Durch Interaktion des VDR mit Kofaktoren
wird die Genaktivitét des 1a,25(0OH),D,-regulierten Gens moduliert. Dabel kommt es zur
Stimulation der Transkription des Gens, wenn der VDR mit Koaktivatoren interagiert,
wahrend moglicherweise die VDR-vermittelte Repression durch Interaktion des VDR mit
Korepressoren bedingt ist. Die Interaktion des VDR mit Kofaktoren ist strikt Ligand-
abhangig. Ligand-abhangigist auch die Stabiliserung der VDR-Konformationen, von
denen bisher drel bekannt sind.

Diese Arbeit soll sich auf eine detaillierte molekulare Analyse der Interaktion des VDR mit
Kofaktoren (Koaktivatoren und Korepressoren) konzentrieren sowie den Einflul® der
Ligand-induzierten Rezeptor-Konformationen auf die Rezeptor-Kofaktor-Interaktion
untersuchen. Im diesem Zusammenhang sollen die drei Ligand-induzierten VDR-
Konformationen nadher charakterisert werden. Folgende Fragen sollten beantwortet
werden:

1. Ist die Fahigkeit des VDR, Genaktivitét zu reprimieren, durch die Interaktion des VDR
mit Korepressoren zu erkl&ren und sind die auftretenden Mechanismen der Repression
vergleichbar mit denen anderer Rezeptoren, d.h. kann ein Einflu3 von Histon-
Deacetylasen nachgewiesen werden? Ist die VDR-Korepressor-Interaktion Ligand-
abhangig im Verstandnis einer Ligand-abhangigen Genaktivierung?

2. Kann eine Ligand-abhéngige Interaktion des VDR mit den Koaktivatoren der SRC-
Familie nachgewiesen werden und gibt es Unterschiede beziglich der Ligand-
induzierten Interaktion des VDR mit einzelnen K oaktivatoren? Kann die Bedeutung der
Aminosduren der AF2-Doméne fir die V DR-K oaktivator-Interaktion bestétigt werden?
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3. Hangt die Konformation des VDR dlein vom Ligand ab oder gibt es auch hier
zusétzliche modulierende Parameter? Gibt es z.B. einen gegenseitigen Einflul? zwischen
der Bindung von Kofaktoren und der Ligand-induzierten Konformation des Rezeptors?

4. Ist es moglich die VDR-Korepressor-Dissoziation oder die VDR-Koaktivator-
| nteraktionen durch verschiedene Liganden zu modulieren?

5. Welche funktionelle Relevanz haben die verschiedenen Konformationen des VDR?
Kann man den unterschiedlichen Konformationen eine physiologische Bedeutung
zuordnen? Welche Rolle spielen die einzelnen Konformationen bel der Rezeptor-
K of aktor-Interaktion?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Epicurian XL1-Blue: rec Al end A1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F pro
AB lacl® ZDM15 Tn10 (Tet)] (Stratagene, Heidelberg)

BL21(DE3)pLysS: E.coli BF dcm ompT hsdS(r;-m,-) gal (DE3) [pLysS Cant]
(Stratagene)

2.1.2 Chemikalien

DOTAFP: Roth (Karlsruhe)
Glutathion-Sepharose-Beads (4B): Amersham-Pharmacia (Freiburg)
IPTG: Roche Diagnostics (Mannheim)
Radiochemikalien: Hartmann Analytic (Braunschweig)
([*S]-Methionin; [a*P]-dCTP)

RNAsin Ribonuclease Inhibitor: Promega (Mannheim)

TSA: Wako Pure Chemicals (Japan)

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalienin z.A. Qualitét wurden von folgenden
Firmen bezogen:

Biorad (Munchen)

Merck (Darmstadt)

Riedel-de Haen (Seelze)

Promega

Serva (Heidelberg)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen)
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2.1.3 Enzyme

Klenow-DNA-Polymerase:
native PfU DNA-Polymerase:

Restriktionsendonukleasen:
(Xbal, Hindl 1, BamHI, EcoR)

Shrimp-Alkalische-Phosphatase:
Tag-Polymerase:
T,-DNA-Ligase:
T,-DNA-Polymerase:
T,-RNA-Polymerase:

Promega
Stratagene
Promega

Roche-Diagnostics

Life Technologies (Eggenstein)
Promega
Amersham-Pharmacia

Promega

Trypsin (Seg. Grade Modified Trypsin, Porcine): Promega

Die Enzyme wurden unter den von den Herstellern angegebenen Bedingungen mit den

dazugehorigen Reaktionspuffern verwendet.

2.1.4 Gerate

Bioimager FLA 2000:
Gel-Trockner Modell 538:

Gelkammern, Mini- und Maxi- (horizontal):

Gelkammer, Mini- (vertikal):
Gelkammer V15-17 (vertikal):
Multilabelcounter Lucy2:
Multilabelcounter Victor 1420:

2.1.5Kits

b-Galactosidase-Reportergen-Assay:

Bio-Rad-Protein-Assay:

in vitro Transkriptionskomponenten:

Fuji (Tokyo, Japan)

Biorad

Biorad

Biorad

Life Technologies

Anthos (Salzburg, Osterreich)
Wallac (Freiburg)

Roche Diagnostics
Biorad

Promega
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L uciferase-Reportergen-Assay:

QIAquick Ge Extraction Kit:
Rabbit Reticulocyten Lysate System:

Wizard™ Maxiprep DNA Purification System:
Wizard™ Miniprep DNA Purification System:

2.1.6 Liganden

Canberra-Packard
(Groningen, Niederlande)

Qiagen (Hilden)
Promega
Promega

Promega

Alle benutzten Liganden wurden in Isopropanol gelést und ausgehend von dieser
Stammlosung in DM SO (bei dlenin vitro Assays aul3er dem GST-Pulldown Assay) oder
Ethanol (bel dlen in vivo Assaysund dem GST-Pulldown Assay) weiter verdinnt.

2.1.6.1 10,,25(0OH),D, und 1a,25(0OH),D,-Analoge

Die Struktur der Seitenketten von 1a,25(0OH),D, sowie den verwendeten 1a,25(0OH),D,-
Analogen ist abgebildet. Das Steroidgrundgeriist ist bei alen Anaogen identisch und

unter (R =) abgebildet (Abb. 11).

10,25(0H),D;3 on

*
MC1288 T\/\KOH
x
ZK161422 MoH
3

HO OH

Gemini HOWOH
x 07NN
7ZK159222 d

Abb. 11: Strukturen der verwendeten Analoge.
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2.1.7 Nucleinsauren

2.1.7.1 Expressionsvektoren

Ausgangsmaterial fur die in vitro Synthese (Transkription und Translation), Mutagenese
und Transfektion der untersuchten nukledren Rezeptoren und Kofaktoren waren
Konstrukte der Expressionsplasmide pSG5 (Stratagene), pPCM X [80] sowie pAB [84]
(Tab. 1). Folgende Plasmid- und cDNA-Kontrukte wurden verwendet:

cDNA Organismus/Herkunft | Klonierungs-
schnittstellen
[ pSG5-VDR [135] Mensch BamHI7Hindl1
pSG5-RXR [136] Mensch EcoRI/Bglll
pSG5H-TIF2 [56] Mensch EcoRl
pCMX-RACS3 [66] Mensch Xbal/BamHI
pCMX-SRC-1 [54] Mensch EcoRI/Xhol
pCMX-NCoR [80] Maus BamHI/Notl
pAB-Alien [84] Mensch Smal/Xhol
pCH110 Amersham-Pharmacia -

Tab. 1. Expressionsvektoren. Die Tabelle zeigt die verwendeten Expressionsvektoren

2.1.7.2. PCR-Primer fir die C- und N-terminal verkrzten K ofaktor -Proteine

Fur diein vitro Synthese von C- und N-terminal verkirzten Kofaktor-Proteine (der Index
bezeichnet die Aminosaureposition innerhalb der jeweiligen Proteine) wurden folgende
Primerkombinationen (Tab. 2) fur die PCR verwendet:

K ofaktor

Primersequenz (5 -3 )

SRC- 159& 790

sense-Primer

TAATACGACT CACTATAGGGCCATGATTCAGT CCGACAACAGC

antisense-Primer

GITACAAGGATCCATCTGITC

TI F2 646-926

sense-Primer

TAATACGACT CACTATAGGGCCATGACCAAATCTGATCAGATGGG

antisense-Primer

ATCATCCCTTGATTACCCATC

RA C3673-1106

sense-Primer

TAATACGACT CACTATAGGGCCATGCATGGGT CACTGTTACAAG

antisense-Primer

CTGATCCATCATTACTGCTGC

Tab. 2: Primerkombinationen. Abbgebildet sind die fir die PCR von C- und N-terminal verkirzten
K of aktor-Proteine verwendeten Primer.
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Bel der fett markierten Nucleinsduresequenz handelt es sich um die Erkennungssequenz
der T,-DNA-Polymerase.

2.1.7.3 DNA-Konstrukte fur die GST-Fusionsproteine

Alle aufgefuhrten Fragmente wurden im Lesarraster mit der Thrombin-Schnittstelle
entweder in den Polylinker des GST-Fusionsvektor pGEX-KGK oder pGEX-AHK (beide
Amersham-Pharmacia) subkloniert (Tab. 3). Die Sequenzen der Polylinker sahen wie
folgt aus, wobel die Thrombin-Schnittstelle kursiv und die Schnittstellen der verwendeten
Endonucleasen fett dargestellt sind:

pGEX-KGK:
BamHlI
5-GGA TCT CGT CGT GCATCT GTT GGA TCC CCG GGA ATT TCC GGT GGT GGT
EcoRlI Ncol Xhol Hindll1

GGT GGA ATT CTAGACTCC ATG GGT CGA CTC GAG CTCAAG CTT AAT-3

pGEX-AHK:
BamHl
5-GGATCT CGT CGT GCATCT GTT GGA TCC CCG GGA ATT TCC GGT GGT GGT
EcoRI Notl Ncol Xhol

GGT ATTGAATTC GTCGACTCT AGA GCG GCCGCTCCATGG CTC GAGCTC

Hindl11
AAG CTT AAT-3

Folgende DNA-Konstrukte von GST-Fusionsprotei nen wurden verwendet:

Protein (Organismus) Vektor Aminosaureregion | Klonierungsschnitt
des Proteins stellen
VDR (Mensch) | pGEX-KGK 1-427 BamHI/Hindlll
SRC-1* (Mensch) | pGEX-KGK 596-790 BamHI/Hindll1
TIF2* (Maus) pGEX-KGK 646-926 BamHI/HindlIll
RAC3* (Mensch) | pGEX-KGK 673-1106 BamHI/HindlIll
NCOR" 479 5455 (MaLIS) pGEX-AHK 1679-2453 Nocl (Nocl/Notl)
NCOR",, 145455 (MaLIS) pGEX-AHK 2218-2453 Nocl/Notl
Alien** (Mensch) [ pGEX-KGK 1-305 EcoRI/Xhol
Tab. 3: DNA-Konstrukte. Die Tabelle zeigt die DNA-Konstrukte der verwendeten GST-
Fusionsproteine.
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Die mit einem Stern* versehenen Konstrukte wurden im Rahmen dieser Arbeit kloniert.
Die anderen Konstrukte wurden mir mit freundlichen Dank von PD Dr. Banhiamad (**,
Uni-Gief3en) und Dr. Heinzel (#, Uni-Frankfurt) zur Verfligung gestellt.

C- und N-terminal verkirzter Kofaktoren wurden mittels PCR mit den in Tab. 4
aufgefuhrten Primern hergestellt. Die DNA-Matrizen wurden anschlief3end in den GST-
Vektor (pGEX-KGK) subkloniert.

K ofaktor Primersequenz (5 -3 )
[ SRC-1.,.0 | SENSE-Primer AT TGGATCCAT TCAGTCOGACAACAGC
antisense-Primer ATTAAGCTTCAGI TACAAGGATCCATCTGITC
TIF25,6.9,6 | SENSE-Primer ATTGGATCCACCAAATCTGATCAGATGGAG
antisense-Primer ATTAAGCTTCATATCATCCCT TGATTACCCATC
RACS;,; 1105 | SENSE-Primer AT TGGATCCCATGGEGTCACTGT TACAAG
antisense-Primer ATTAAGCTTCACTGATCCATCATTACTGCTGC

Tab. 4: Primer. Die Tabelle zeigt die fir die Primer, die fir die Herstellung von C- und N-terminal
verkirzten Kofaktor-Konstrukten, die fir die Klonierung ind den GST-V ektorverwendet wurden. Die fett
markierten Nucleinsduren markieren die Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme BamHI (sense-Primer)
und Hind I (antisense-Primer).

2.1.7.4 DNA-Konstrukte fur das Mammalian-One-Hybrid-System

Bei den Konstrukten des Mammalian-One-Hybrid-Systems wurde die DBD des Hefe
Transkriptionsfaktors Gal4 (aa 1-147) hinter den CMV-Promotor kloniert und mit den
unten aufgefihrten cDNAs fusioniert. Das Reportergenkonstrukt bestand aus drel Kopien
der Gal4-Bindestelle, die vor dem Thymidinkinase-Promotor (tk) und ein Luciferase-
Reportergen (LUC) fusioniert worden war (Abb. 12). Folgende Plasmid- und cDNA-
Konstrukte wurden verwendet:

Gal4-DBD| CMV
Gal4,;,-CMV (Kontrollvektor)

Gal4d,;,-VDR 5, (8a109-427) |[: V—Gal4-DBD[VDR-LBD}

Gal4,,,-T,Rb1, ,, (a8 165-461) {@\4@ DR TR}

Gal4,,,-NCoR-ID1 (aa 1-393)
ll[: Q >|G§|4—DBD | NCoR-I Dll-

{Gal4{Gal4} Gal4 LUC

(Gal4),-tk LUC

Abb. 12: Konstrukte fir den Mammalian-One-Hybrid-Assay
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2.1.7.5 DNA-Konstrukte fur das L uciferase-Reporter gen-System

Bel den Vektoren fur das Luciferase-Reportergen-System handelt es sich um die
Vektoren, die auch fir diein vivo Tranglation und Transkription verwendet wurden (siehe
2.1.7.1). Beim Luciferase-Reportergen-System besteht das Reportergen aus vier Kopien
eines vor den tk-Promotor fusioniertem VDRE (im Beispiel, das DR3-Typ VDRE des
Ratten ANF-Promotors) und dem LUC-Reportergen. Die Nukleotidsequenz des VDR-
und RXR-Gens sowie einiger Kofaktoren wurden hinter einen SV 40-Promotor im pSG5-
Vektor (Stratagene) fusioniert (Abb. 13). Die unten abgebildeten Konstrukte sind
beispielhaft. Die Ubrigen verwendeten Konstrukte sind unter (2.1.7.1) aufgefuhrt:

. pSG5-VDR [

¢ pSG5-RXR ‘W’ EXR]
pSG5-TIF2 a2y
(DR3),-tk-LUC 33> 3 3= R UCH
(1P9),-tk-LUC =9 }= o= OxJ=O=}RL UC}

Abb. 13: Konstrukte fir den Luciferase-Reportergen-Assay

2.1.7.6 VDREs

In der folgenden Tabelle sind die vewendeten VDREs dargestellt. Bel den
hervorgehobenen Nucleotiden handelt es sich um das Haupt-Bindemotiv (Tab. 5).

"'DNA-Bindemotiv Gen (Or ganismus) Nucleotidsequenz

[DR3-Typ VDRE ANF (Ratte) [110] | AGAGGT CATGAAGGACA

DR3/DR6-Typ VDRE [ Osteocdlcin (Ratte) | TTTGGIGACTCACCGGGT GAACGGGGGA
[33] AP- 1

IP9-Typ VDRE c-fos(Maus) [114] | TGACCCTGGGAACCGGGTCCA

Tab. 5: Aufbau der VDRESs. Dargestellt sind die verwendeten VDRES

Die abgebildeten VDRESs wurden sowohl as Oligonucleotide in Gelshift-Assaysals auch
als Fusionskonstrukt im Luciferase-Reportergen-System verwendet.

28



Materia und Methoden

2.1.7.7 DNA-Molekular gewichtsstandar ds

Bel Agarosegelen wurden wahlweise folgende Molekulargewichtsmarker aufgetragen:

100 bp Marker:
| /Hindlll Marker:

Amersham-Pharmacia

Promega

Beide Molekulargewichtstandards wurden auf eine Konzentration von 0,1 pg/l eingestel It

und aiquotiert bei -20° C aufbewahrt.

2.1.8 Puffer, Losungen, M edien und Antibiotika

Acrylamid-Stammldsung (40 %):

Aminosauremix komplett:
Aminosauremix ohne Methionin:
Ampicillin (1000 x):

basischer Puffer (b-Gal-Assay):
b-Gal actosidase-Substrat:
Chloramphenicol (1000 x):

Column wash solution I ;

Column wash solution |1:

DidesoxyNucleotid-Abbruchmixe:

DMEM:

Enzyme-dilution-buffer:

Ethidiumbromid (20000 x):
Ficoll/TBE-Puffer:

Verhdtnis Acrylamid/N,N-Methylen-Bisacrylamid
(325:1

1 mM je Aminosdure (Promega)

1 mM je Aminosdure, kein Methionin (Promega)
100 mg/ml (in dH,O gelGst)

Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

40 mg/ml (in 100% (v/v) Ethanol gel0st)

8,3mM Tris/HCl (pH 7,5); 80 mM Kaliumacetat;
0,04 mM EDTA; 50 % (v/v) Ethanol (Promega)

80 % (v/v) Ethanol

80 uM dNTP; 80 uM ddA TP, ddCTP, ddGTP,
(ddNTP) oder ddTTP, 50 mM NaCl

1,0 g/l Glucose, Pyridoxin-HCI, NaHCQO,, ohne L-
Glutamin, ohne Phenolrot (Sigma-Aldrich)

20 mM KH,PO,-Puffer (pH 7,4); 20 mM DTT;
0,1 mM EDTA; 50% (v/v) Glycerin
(Amersham-Pharmacia)

10 mg/ml

50 % (v/v) Ficall; 0,05 % (w/v) Bromphenol blau
(in1x TBE)
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1 x Gelshift-buffer:

8 %i ge Gel shift-Stamml dsung:

Harnstoff-RNA-Beladungspuffer:

10 x Klenow-buffer:

LB-Agar:

LB-Medium:

L-Glutamin:
Luciferase-Substrat:
Lysispuffer (GST-Bakterien):

Lysozym:

10 x Multicore-buffer:

Nuclease-freies Wasser:

Nucleotidmix:

1x PBS:

Penicilin/Streptomycin (100 x):

PPI-Puffer:

Proteingel -Beladungspuffer:

Protein-Laufpuffer:

Purification-resin:

10 mM Hepes (pH 7,9); 1 mM DTT; 0,2 pg/ul
poly(di/dC); 5 % (v/v) Glycerin

8 % Acrylamid [Verhdtnis Acrylamid/N,N-
Methylen-Bisacrylamid (32,5: 1)]; 0,5 x TBE

1 x TBE; 7 M Harnstoff; 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau

500 mM Tris/HCI (pH 7,2); 100 mM MgSO,;
1 mM DTT (Promega)

1,5 % (w/v) Bactoagar in LB-Medium
(Difco-Labs, Detroit, USA)

1 % (w/v) Bactotrypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt;
0,5 % (w/v) NaCl (Difco-Labs)

200 mM (Sigma-Aldrich)
Canberra-Packard

50 mM Tris (pH 7,8); 0,4 M NaCl; 0,5 mM
EDTA; 10 % (v/v) Glyceral; 0,1 % (v/v) NP4O;
[pro 10 ml wurden eine compelete-Mini-Tablette
(Protease-Inhibitor; Roche Diagnostics) und

50 mM b-Mercaptoethanol frisch zugesetzt]

10 mg/ml Lysozym (Fluka); 25 mM Tris HCI
pH 8,0

25 mM Trig/Acetat (pH 7,8); 100 mM
Kaliumacetat; 10 mM Magnesiumacetat; 1 mM
DTT (Promega)

Promega
7.5uM dATPR;, 7,5 uM dGTP; 7,5 uM dTTP

137 mM NaCl; 6,5 mM Na,HPO,; 2,7 mM KCl;
1,5 mM KH,PO,; (pH 7,0 mit NaOH eingestelIt)

10.000 U, 10 mg/ml, endotoxinfrei, steril filtriert
(PAA-Laboratories, Wien, Ostereich)

20 mM Hepes (pH 7,8); 200 mM KCI; 1 mM
EDTA; 4 mM MgCl,; 45 mM DTT; 0,1 % (v/v)
NP40; 10 % (v/v) Glycerin

0,25M Tris/HCI (pH 6,8); 20 % (v/v) Glycerin;
5% (v/v) b-Mercaptoethanol; 2 % SDS; 0,025 %
(w/v) Bromphenolblau

24,8 mM Trig/HCI (pH 8,8); 193 mM Glycin;
0,1 % (v/iv) SDS

Harzsuspensionin 7 M Guanidin in HCI
(Promega)
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Reporter-gene-lysis-buffer:
4 x Sammel gelpuffer:

Sequenzgel bel adungspuffer:

10 x Stratagene-reaction-buffer:

8 % Sequenziergell6sung:

TBE (1 x):

TE-Puffer:

5x Transcription-optimized buffer:

4 x Trenngelpuffer:
TSA:
Trypsin-EDTA (1x):

2YT-Medium:

2.1.9. Sequenzierprimer

Reporter-gene-lysis-buffer-Stamml 6sung (Roche
Diagnostics) wurde 1:5 mit dH,O verdunnt

0,5M Trig/HCI (pH 6,8); 0,4 %(v/v) SDS

10 mM NaOH; 95 % (w/v) Formamid; 0,05 %
(v/v) Bromphenolblau; 0,05 % (v/v)

Xylencyanol FF

200 mM Trig/HCI (pH 8,75); 100 mM KClI;
100 mM (NH,),SO,; 20 mM MgSO,; 1 % (v/v)
Triton-X 100; 1 mg/ml Rinderserumalbumin
(BSA)

1 x TBE; 7 M Harnstoff; 8 % (w/v)
AcrylamidlGsung

90 mM Tris; 90 mM Borsdure; 2,4 mM EDTA
(pH 8,3)

10 mM Tris; 1 mM EDTA (pH 8,3)

200 mM TrigHCI (pH 7,5); 30 mM MgCl,;
50 mM NaCl; 10 mM Spermidin (Promega)

1,5M TrigHCI (pH 8,8); 0,4 % (v/v) SDS
10* M Stammldsung (Wako Pure Chemicals)

0,59/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA in PBS (Sigma
Aldrich)

16 g/l Bacto Tryptone, 10 g/l; Bacto Yeast, 5 ¢/l
NaCl (Difco-Labs)

PGEX-KGK: 5-AGGTTTTCACCGTCATCACC-3

2.1.10 Software

Adobe: Photoshop 3.0

Claris Corporation: MacDrawPro 1.0
Cricket Software: Cricket Graph 1.3.2
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Microsoft: Word 6.01; Excel 5.0; Powerpoint 4.0
Raytest: Image Reader 1.4E; Image Gauge 3.01

2.1.11 Zdlkulturmaterialien

Alle verwendeten Medien und Zusdtze [Glutamin, Penicillin-Streptomycin und fotales
Kélberserum (FBS)] sowie Trypsin-EDTA wurden von der Firma Sigma-Aldrich
bezogen. Die verwendete sterile Plastikware wurde von der Firma Greiner (Solingen)
bezogen.

2.1.12 Zdllinien

Cos-7 Zdlen: SV40-transformierte Nierenzellen der grinen Meerkatize (Deutsche
Zdlkulturbank Braunschweig)

Hel a Zellen: menschliche Gebarmutterhal skrebszellen (mit freundlichem Dank von Dr.
Heinzel, Uni-Frankfurt zu Verfigung gestellt)

MCF-7 Zdllen: humane Brustkrebszellen (ATCC, Rockville, Maryland, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine molekular biologische M ethoden

2.2.1.1Invitro Transkription

Die in vitro Transkription mittels der T,-RNA-Polymerase dient dazu, ausgehend von
cDNA-Matrizen RNA zu synthetisieren. In einem weiteren Schritt, der Translation, wird
ausgehend von der RNA funktionelles Protein hergestellt. Matrizen fir die RNA-Synthese
konnen mittels PCR-generierte cODNASs oder linearisierte Plasmide sein. Die Bedingungen,
die diese DNA-Matrizen erfiillen missen, sind die, dal3 sich im 5"-Bereich der cDNA ein
T,-Promotor befindet und da? die DNA-Matrizen linearisert vorliegen. Die
Linearisierung der DNA-Matrize ist deshalb von Bedeutung, da ein Terminationspunkt
bendtigt wird. Die Restriktionsschnittstelle mul3 deshalb so gewahlt sein, dal3 es sich um
elne singulére Restriktionsschnittstelle handelt, dieim 3"-Bereich der zu transkribierenden
cDNA liegt. Da die verwendeten Rezeptoren alle im pSG5-V ektor kloniert waren (2.1.7.1),
konnte die 3" liegende Xbal-Schnittstelle verwendet werden. Der Restriktionsansatz sah
hier wiefolgt aus:

30,0 pg cDNA inpSG5-Plasmid
10,0 10 x Puffer H (Promega)
100 Xbal (10 U/pl)

ad 100 yl dH,O

Der Restriktionsansatz wurde fur 1,5 - 2,0 Stunden bel 37 °C inkubiert und anschlief3end
wurde die DNA uber Saulen (Wizard™ Plus Miniprep DNA Purification) aufgereinigt.

a) Aufreinigung von DNA-Matrizen

Das Aufreinigen der DNA-Matrizen dient dazu, diese Nuclease-frel zu bekommen. Hierzu
wurde der Restriktionsansatz (DNA-Konzentration 0,3 pg/pl) mit 1 ml Purification-Resin
gemischt und 5 min bel RT inkubiert. Anschlieffend wurden die Proben in Saulen
(Wizard™ Plus Miniprep DNA Purification) gefullt und Uber eine Vakuum-
Absaugvorrichtung (Vac-Man, Promega) lber die Saulen gesaugt. Die an das Resin

33



Materia und Methoden

gebundene DNA wurde mit 2 ml Colomn wash solution | und 1 ml Colomn wash
solution 11 gewaschen. Anschlief3end wurde der auf den Saulen verbliebene Alkohol
mittels Zentrifugation (2 min, 20.000 g) entfernt und die DNA nach Zugabe von 100 pl
Nuclease-freiem Wasser durch erneutes Zentrifugieren (2 min, 20.000 g) euiert. Die
Konzentration der aufgereinigten DNA wurde auf eéinem 1 %igem Agarosegel Uberprift.

b) Transkriptionsansatze

Dabei der Transkription RNA synthetisiert wird, ist hierbei auf RNAse-freies Arbeiten zu
achten. Die Ansétze sahen wiefolgt aus.

10,0 W 5x Transcription-optimized-buffer
50 g 100mM DTT
50 W 5mMrNTPs
25 Wy Ribonuclease Inhibitor (RNAsin, 40 U/ul)
25 W T,-RNA-Polymerase (10-20 U/pl)
20 pg Nuclease-freie DNA-Matrize
ad 50 Wl dH,0O

Die Transkriptionsansdtze wurden 2 Stunden bel 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurden
Quantitét und Qualitét der RNA auf einem 8 %igem denaturierenden Sequenzgel
Uberprift. Nach einem Vorlauf von 1 Stunde bei 15 Watt in 1 x TBE (vertikde
Gelkammern V15-17) wurden je 5 pl jedes Transkriptionsansatzes mit 8 pl Urea-loading-
buffer versetzt und 1 Stunde bei 20 Watt im Gel aufgetrennt. Anschlief3end wurde das Gel
in einem 1 x TBE-Ethidiumbromid-Bad (Ethidiumbromid-K onzentration 1,0 ug/ml) 15
min gefarbt. Unter UV-Strahlung konnte die RNA-Menge, im Vergleich zu ener
Referenz, abgeschétzt und ihre Qualitét Uberprift werden.

2.2.1.2 In vitro Trandation

Aus transkribierter RNA kann mit Hilfe der in vitro Trandation funktionelles Protein
synthetisiert werden. Die Trandlation erfolgt nach dem Protokoll der Firma Promega,
wobei jedoch die eingesetzte RNA-Menge je nach Qualitdt und/oder Quantitét der RNA
variieren kann:

34



Materia und Methoden

350 u  Kaninchen-Reticulocytenlysat (Nuclease behandelt)
105 p  Nuclease-freies Wasser

1,0 g 1mM Aminosdure-Mix

1,0 p  RNAsin (40 U/ul)

25 W RNA

Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 30 °C inkubiert und konnte anschlief3end fir die weiteren
Experimente eingesetzt werden. Fir Untersuchungen, bei denen radioaktiv-markiertes
Protein bendtigt wurde, wurde zu dem obigen Translationsansatz zusatzlich noch [*S]-
markiertes Methionin gegeben. Bel diesen Ansétzen wurde dann ein Aminosaure-Mix
verwendet, der kein Methionin enthielt.

2.2.1.3 Gelshift-Assay

Diese Methode untersucht die sequenzspezifische Bindung von nukledren Rezeptoren an
verschiedene doppelstréngige DNA-Fragmente in vitro. Die Methode basiert auf der
Verminderung der elektrophoretischen Mobilitét von Protein-DNA-Komplexen gegeniiber
freien DNA-Molekilen (,, shift* des Komplexes). Um diese Protein-DNA-Komplexe
sichtbar machen zu kénnen, werden radioaktiv-markierte doppel stréangige Oligonucleotide
verwendet und mit in vitro translatierten Proteinen inkubiert. Die Trennung der Protein-
DNA-Komplexe von den freien Oligonucleotiden erfolgt elektrophoretisch in nativen
Polyacrylamidgelen.

a) Annealing von Oligonucleotiden

Aquimolare Mengen eines Oligonucleotids mit dem zu untersuchenden DNA-Bindemotiv
(VDRE) und ein kirzerer antisense-Primer wurden in einem Reaktionsansaiz mit
Multicore-buffer und dH, O fir 10 min bei 70 °C inkubiert und anschlief3end langsam auf
RT abgekuhlt. Das doppel strangige Oligonucleotid wurde auf eine Konzentration von 50
ng/Wl eingestellt.
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b) Klenow-Auffillreaktion — Markierung von DNA mit [a**P]dCTP

Die Markierung der Oligonucleotide erfolgte mittels einer Klenow-fill-in-Reaktion, wobei
die Oligonucleotide mit [a*P]-dCTP endmarkiert wurden.

Zur Markierung von Oligonucleotiden wurde folgender Ansatz fir 30 min bei 37 °C
inkubiert:

20 p  10x Klenow-Puffer (Promega)
20 p  dA/dC/AT Nucleotide (10 mM)
3,0 W doppelstrangiges Oligonucleotid (50 ng/ul)
1,0 W [a¥®P]-dCTP (10 uCi/ul)
11,0 W dH,0
1,0 W  Klenow DNA-Polymerase (5 U/ul)

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde die markierte DNA mit Hilfe von Saulen
(Mini Quick Spin™ Oligo Column, Roche Diagnostics) von den freien, nicht eingebauten
Nucleotiden getrennt. Hierzu wurde der Reaktionsansatz auf eine Saule gegeben und 5
min bel 1.000 g zentrifugiert, wodurch das markierte Oligonucleotid eluiert wurde. Die
freien Nucleotide verbleiben in der Saulen-Matrix. Nach der Elution wurde die
Konzentration der DNA mit TE-Puffer auf 1 ng/pl eingestellt. Bei dieser Konzentration
entsprechen 1 W radioaktivem Oligonucleotid etwa 50.000 cpm.

c) Native Polyacrylamid-Gelektrophorese von Proteinen

Mittels nativer Polyacrylamid-Gelektrophorese werden unter nicht-denaturierenden
Bedingungen Protein-DNA-Komplexe von ungebundener DNA getrennt. 8 %ige native
Polyacrylamidgel e setzen sich wie folgt zusammen:

50,0 ml 8 %ige Gelshift-Stammldsung
250,0 d  25% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat (APS)
250 ' N,N,N',N-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED)

Nach der Polymerisation der Gele wurden sie luftblasenfrei in eine Gelapparatur (V15-17)
eingespannt und der Vorlauf erfolgte eine Stunde bei 200 V in 0,5 x TBE-Laufpuffer.
Anschliel3ende wurden die Gele mit den Proben der verschiedenen Gelshift-Assays
beladen.
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d) Gelshift-Assay

Der Ansatz zur Untersuchung der Bindung des VDR-RXR-Heterodimers an verschiedene
VDREs sah wiefolgt aus:

25 W invitrotrandatierter VDR
25 d invitrotrandatierter RXR
40 W  5x Gesnift-buffer

25 g 1MKCI

55 g dH,O

Der Ansaiz wurde 10 min bei RT inkubiert, bevor 2,0 yl Ligand (oder DMSO)
hinzugegeben wurde und die Inkubation 15 min fortgesetzt wurde. Anschlief3end wurde 1
Ul [¥*P]-markiertes doppelstrangiges Oligonucleotid hinzugegeben (Konzentration 1
ng/pl) und weitere 20 min bei RT inkubiert. Die Proben wurden nach Beendigung der
Inkubationszeit auf native 8-%ige Polyacrylamid-Gele aufgetragen (siehe 2.2.1.3c). Die
Trennung der Protein-DNA-Komplexe von freien Oligonucleotiden erfolgte fir 105 min
bei 200 V. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die Gele auf Whatmanpapier
transferiert und im Vakuum-Geltrockner fir 90 min bei 80 °C getrocknet. Anschlief3end
erfolgte eine Exposition der Gele auf einem BAS-MP Phosphor-Imager-Screen Uber
Nacht. Die Menge von Protein-DNA-Komplexen in Relation zum freien Oligonucleotid
wurde nach Einlesen der Screensim Bioimager FLA-2000 mit Hilfe der Image Gauge
Software quantifiziert.

€) Supershift-Assay

Beim Super shift-Assay kann die Ligand-abhangige Interaktion von K ofaktoren mit VDR-
RXR-VDRE-Komplexen untersucht werden. Diese Interaktionen werden dadurch
deutlich, dal3 der quartdre Komplex aus VDR, RXR, VDRE und Kofaktor noch geringere
elektrophoretische Mobilitdt im nativen Polyacrylamidgel aufweist als der terndare
Komplex und es dadurch zu einem ,, supershift® der DNA-Bande kommt. Fir diese
Untersuchung wurden die Ansdize nach dem unter 2.2.1.3d beschrieben Protokoll
inkubiert und im Anschlufd an die Inkubation mit Ligand wurden 3,0 pl bakteriel-
exprimierter Kofaktor (Protein-Konzentration 1,0 pg/l) hinzugegeben, woraufhin die
Inkubation 10 min fortgesetzt wurde. Dann wurde 1,0 Wl der radioaktiv-markierten DNA
hinzugegeben und wie unter (2.2.1.3d) beschrieben weitere 20 min inkubiert, bevor die
Proben auf native Polyacrylamidgele aufgeladen und elektrophoretisch aufgetrennt
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wurden. Das Trocknen und Exponieren der Gele erfolgte wie unter (2.2.1.3d)
beschrieben.

2.2.1.4 Limitierter Proteaseverdau (L PD)

a) LPD mit monomer en Rezeptor-Proteinen

Beim limitierten Proteaseverdau (LPD, vom englischem limited protease digestion Assay)
handelt es sich um eine in vitro Untersuchungsmethode, bei der Ligand-induzierte
Konformationsdnderung des Rezeptors analysiert werden konnen. Beim LPD wird in
vitro trandatierter, [*S]-Methionin markierter Rezeptor mit einer Endoprotease (z.B.
Trypsin) partiell verdaut. Ein vollstandiger Abbau des Rezeptors durch die Endoprotease
wird durch die Interaktion des Rezeptors mit seinen spezifischen Liganden verhindert. Die
Protease-resistenten Proteinfragmente werden als funktionelle Konformationen des
nukledren Rezeptorsinterpretiert. Der LPD mit monomeren Rezeptor-Proteinen wurde wie
folgt durchgefihrt:

25 u invitrotrandatierter, [*S]-Methionin markierter Rezeptor
25 W unprogrammiertes Lysat
40 W 5x Gdshift-buffer
25 g 1MKC
20 Ligand (oder DMSO)
ad 20 Wl dH,0

Der Ansatiz wurde fir 15 min bei RT inkubiert. Anschlieffend wurden 4,0 pl
Trypsinl6sung hinzugegeben und der Ansatz wurde fur weitere 15 min bei RT inkubiert.
Die eingesetzte Proteasemenge entspricht einer finden Trypsinkonzentration von 8,3
po/ul. Anschlief?end wurde der Proteaseverdau durch Zugabe von 25 pl Proteingel-
Beladungspuffer und 3 min Denaturierung bei 85 °C beendet. Die Auftrennung der
Proteinfragmente erfolgte auf 15 % denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen (siehe
2.2.1.4d). Die Quantifizierung der Proteinfragmente erfolgte mit Hilfe der Image-Gauge
Software, nachdem die Gele auf BAS-MP Imager-Screens exponiert und im Bioimager
eingelesen worden waren.
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b) LPD mit DNA komplexierten Heter odimeren

Der LPD mit DNA komplexierten Heterodimeren stellt eine Weiterentwicklung des LPDs
mit monomeren Rezeptor-Proteinen dar, daer mehr an die in vivo Situation angepaldt ist.
Der Reaktionsansatz sah hierbel wie folgt aus:

25 u invitrotrandatierter, [*S]-Methionin markierter VDR
25 d invitrotrandatierter RXR

40 W 5x Geshift-buffer

25 W 1MKC

55 W dH,0

Dieser Ansatz wurde fur 10 min bei RT inkubiert, bevor 2,0 ul Ligand (oder DM SO)
hinzugegeben und die Inkubation fir 15 min fortgesetzt wurde. Anschlief3end wurde 1 pl
doppel strangiges, nicht radioaktiv-markiertes Oligonucleotid (1 ng/pl), welches ein VDRE
enthielt, zugesetzt und fir weitere 20 min inkubiert. Zu diesem Ansatz wurden 4,0 pl
Trypsinlésung (finale Konzentration 8,3 pg/pl) gegeben. Die Proben wurden im weiteren
Verlauf wie unter (2.2.1.4a) beschrieben behandelt. Auch die Auswertung verlief analog
dazu.

c) LPD von VDR-RXR-VDRE-K ofaktor-K omplexen

Der LPD von VDR-RXR-VDRE-K of aktor-K omplexen unterscheidet sich vom LPD mit
monomeren Rezeptor-Proteinen und dem LPD von DNA-komplexierten Heterodimeren
dadurch, dal3 dem I nkubationsansatz auf3erdem Kofaktor hinzugegeben wurde. Der Ansatz
sah dabei wiefolgt aus:

25 u invitrotrandatierter, [*S]-Methionin markierter VDR
25 W invitrotrandatierter RXR

40 W 5x Geshift-buffer

25 W 1MKC

05 W dH,0

Es erfolgte eine 10 mindtige Inkubation bel RT und anschlief3end wurden 5,0 pl bakteriell-
exprimiertes Kofaktor-Protein (1 pg/l) zugegeben, wonach die Inkubation um weitere 30
min verléngert wurde. Die weiteren Schritte (Zugabe von Ligand und DNA) sowie die
Inkubationszeiten erfolgten wie unter (2.2.1.4a) beschrieben.
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d) Proteintrennung mittels SDS-Polyacrylamid-Gelektrophor ese

Die Proteintrennung in einer SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese erfolgt nach dem
Masse/Ladungsverhdtnis der einzelnen Proteine. Fur die Proteintennung wurden Gele mit
15 % Trenngele und 3,6 % Sammelgele verwendet. Die Z&hne der verwendeten Kédmme
ergaben Geltasche mit einem Ladevolumen von 60 pl. Die Gele wurden in Protein-
Laufpuffer eine Stunde bei 15 Watt vorlaufen gelassen, bevor die Proben auf ein Gel
aufgetragen wurden. Nach dem Auftragen wurden die Proben eine Stunde bei 5 Watt ins
Sammelgel einlaufen gelassen. Anschlief3end erfolgte die Proteintrennung fir 2,5 Stunden
bei 15 Watt. Nach Beendigung des Gellaufes wurde das Trenngel auf Whatmanpapier
transferiert und im Geltrockner zwel Stunden bei 80 °C getrocknet, wobel ein
Temperaturanstieg von 1 °C pro Minute eingestellt wurde, um ein Reif3en der Gele zu
verhindern.

Trenngel (15 %):
150 ml 40 % (w/v) Acrylamid-Stammldsung
10,0 ml 4x Trenngelpuffer
150 ml  dH,O
2000 y  25% (w/v) APS
2000 W TEMED

Sammege (3,6 %):
1,8 ml 40 % (w/v) Acrylamid-Stammldsung
50 ml 4xSammelgelpuffer
132 ml dH,0
1000 W 25% (w/v) APS
100 W  TEMED

2.2.1.5 PCR zur Erzeugung von C- und N-terminal verkurzten
K oaktivator-Proteinen

Um N- und C-terminal verkirzte Proteine zu erzeugen, wird mittels PCR ein Teilbereich
der entsprechenden Plasmid-DNA amplifiziert. Die eingesetzten Primer (siehe Tabelle
2.1.7.2) enthalten im sense-Primer jewells zusétzlich zur entsprechenden Konsensus-
Sequenz den Promotor der T,-RNA-Polymerase sowie ein Start-Kodon. Diesist nétig,
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um die erzeugte DNA-Matrize anschlief3end fur die Transkription und Trandation
(2.1.7.1) verwenden zu konnen. Der Ansatz fir die PCR sah wie folgt aus:

50 p  10x Tag-Polymerase-Puffer (Life Technologies)
15 W 50mM MgCl,
50 u  Plasmid-DNA
1,0 W 10mM dNTP
1,0 W sense-Primer (20 pmol/u)
1,0 W antisense-Primer (20 pmol/ul)
05 W  Tag-Polymerase (5 U/ul)
350 g dH,O

Das PCR-Profil sah wiefolgt aus:

1x 4min94°C
35x0,5min94°C, 1 min60°Cund1,5min72°C

Nach Beendigung der PCR wird ein Aligout des PCR-Ansatzes auf eéinem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt. Nach Erhalt von Banden der entsprechenden Fragment-Grofie
wurde der gesamte PCR-Ansatz RNAse frei aufgereinigt (siehe 2.2.1.1a). Die DNA
konnte direkt fUr diein vitro Transkription und Trandation (2.1.7.1) eingesetzt werden.

2.2.1.6 Klonierung von GST-Fusionsproteinen mit C- und N-terminal
verkirzten Kofaktor-Proteinen

Protein-Protein-I nteraktionen zwischen Kofaktoren und nukledren Rezeptoren lassen sich
invitroim GST-Pulldown nachweisen. Hierfir wurden die verkirzte DNA-Matrizen der
Kofaktoren, die mittels PCR amplifiziert worden waren, in den Vektor pGEX-KGK
kloniert. Der einzige Unterschied zu dem oben beschriebenen Ansatz (2.2.1.5) bestand in
den verwendeten Primern. Die bei der Klonierung verwendeten Primer (siehe Tabelle
2.1.7.3) wiesen angelle der T,-RNA-Polymerase Konsensussequenz, Erkennungs-
sequenzen fur Restriktionsenzyme auf. Nach Beendigung der PCR wurden die DNA-
Fragmente aufgereinigt und mit Restriktionsenzymen (Hindl Il und BamHI) geschnitten,
ebenso wie der Vektor pGEX-KGK. Vom Vektor und den PCR-DNA-Fragmenten
wurden 30 pg DNA in einem Gesamtvolumen von 100 pl geschnitten. Die Restriktion
wurde auf einem 1 %igem Agarosegel Uberprift. Anschlieffend erfolgte eine
Dephosphorylierung des Vektors.
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a) Dephosphorylierung der Vektor-DNA

Um die Moglichkeit einer VVektor-Religationen bel der Ligation zu vermindern, wurde der
Vektor dephosphoryliert. Der Ansatz sah wie folgt aus:

30 pg Hindll/BamHI geschnittener Vektor pGEX-KGK
20 W 10 x Phosphatase-Puffer (Roche Diagnostics)
20 u Shrimp-Alkalische-Phosphatase (1 U/ul)

ad 200 yl dH,O

Der Ansaiz wurde fur 30 min bel 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde der
Dephosphorylierungs-Ansatz und das geschnittene PCR-Fragment mittels Elektrophorese
durch ein 1 %iges Agarosegel aufgetrennt. Die DNA wurde mit Hilfe des DNA-Gel-
Extraktions-Kits aufgereinigt. Hierzu wurden die V ektorbande sowie die Bande des PCR-
Fragmentes aus dem Gel ausgeschnitten. Das Agarosegel wurde in ethanolischem Puffer
geschmolzen und die Proben mittels einer Vakuum-Absaugvorrichtung (Vac-Man,
Promega) Uber Saulen gesaugt, wobei die DNA an die Sdulen-Matrix gebunden wurde.
Nach Waschungen mit ethanolischen Puffern wurden die Saulen fur 1 min bei 10.000 g
zentrifugiert, um Pufferreste von der Séule zu entfernt. Durch Zugabe von 50 pl Nuclease-
freiem Wasser und erneuter Zentrifugation fur 1 min bei 10.000 g wurden die DNA-
Fragmente von der Séule eluiert. Die DNA-Konzentration wurde nach der Extraktion
erneut auf einem 1 %igem Agarosegel Uberpriift und anschlief?end wurden die DNA-
Fragmente fUr die Ligation eingesetzt.

b) Ligation

Bel der Ligation werden DNA-Fragmente zu einem Plasmid zusammengefigt. Folgender
Ansatz wurde hierzu Giber Nacht bei 16 °C inkubiert:

1,0 W  T,-DNA-Ligase-Puffer
1,0 W T,-DNA-Ligase (4 U/pl)
0,1 pg geschnittener, dephosphorylierter und aufgereinigter Vektor pGEX-KGK
0,5 pg geschnittenes und aufgereinigtes PCR-DNA-Fragment
ad 10 Wl dH,0O
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Zur Kontrolle wurde auch ein Ansatz ohne PCR-DNA-Fragment angesetzt, um den Erfolg
der Dephosphorylierung zu Uberprifen. Dephosphorylierte DNA-Fragment sollten nicht
religieren.

c) Transformation in kompetente Epicurian XL 1-Blue Zellen

100 pl Epicurian XL 1-Blue supercompetent cells wurden auf Eis aufgetaut. Die Zellen
wurden mit b-Mercaptoethanol (End-Konzentration 100 mM) versetzt und 10 min auf Eis
in 15 ml Falcon Gefélen (Greiner) inkubiert. Anschliefend wurden 5 pl  des
Ligationsansatz dazugegeben und die Inkubation wurde fir 30 min fortgefihrt. Die Zellen
wurden fir 45 Sekunden bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt und sofort fir 2 min auf
Eis abgekuhlt. Anschlief3end wurden 900 pl LB-Medium hinzugegeben und die Bakterien
wurden 1 Stunde bei 37 °C auf dem Schiittler (200 rpm) inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurde die Halfte des Transformationsansatzes auf LB-Agar-Platten
ausgestrichen, die 100 pg/ml Ampicillin enthielten und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert
wurde.

d) Praparation von Plasmid-DNA im Mini- oder Maxi-M al3stab

Fur die Prgparation von Plasmid-DNA im Mini-Mal3stab wurden 5 ml LB-Medium (100
pg/ml Ampicillin) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C im
Schiittler (200 rpm) inkubiert. Fur eine Praparation von Plasmid-DNA im Maxi-Mal3stab
wurden 250 ml LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) mit einer Vorkultur angeimpft und
Uber Nacht im Schiittler (200 rpm) bei 37 °C inkubiert.

Beide Formen der Plasmid-Praparation (Mini- und Maxi-Prdparation) erfolgten mittels
der Silicagel-Methode nach dem Protokoll der Firma Promega. Hierbei erfolgt zun&chst
eine alkalische Lyse der Bakterien, an deren Anschluf3 die Proben zentrifugiert (10 min,
4.000 g, 4 °C) wurden. Aus dem Uberstand nach der Zentrifugation wurde bei der Maxi-
Préparation durch Zugabe von Isopropanol die darin enthadtene Plasmid-DNA gefdlt,
bevor siein TE-Puffer rickgelost und Uber Silicagel-Saulen gegeben wurde. Bel der
Praparation im Mini-Mafstab ist eine Prézipitation der DNA nicht nétig, der Uberstand
wurde nach der alkalischen Lyse direkt auf die Silicagel-Sdulen gegeben. Die Proben
wurden mit Hilfe einer Vakuum-Absaugvorrichtung (Vac-Man, Promega) Uber Saulen
gesaugt, wobei die DNA an das Sdulen-Material gebunden wurde. Nach Waschungen der
Proben mit Colomn wash solution | und Colomn wash solution I wurden die Saulen
zentrifugiert (2 min, 3.000 g), um Pufferreste zu entfernen und anschlief3end nach Zugabe
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von TE-Puffer zur Elution der DNA erneut zentrifugiert (2 min 3.000 g). Die DNA-
Konzentration wurde auf 1 %igen Agarosegelen Uberpriift.

2.2.1.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Didesoxyverfahren [135] unter
der Vewendung von sequenzspezifischen Primern. Bei diesem Verfahren wird
enzymatisch ein komplementérer Strang zu der zu analysierenden Sequenz gebildet.
Hierzu werden vier Reaktionsgemische angesetzt, die jewels dle vier
Desoxyribonucl eosi dtriphosphate enthal ten und auf3erdem zusétzlich jeweils eines der vier
als Didesoxyribonucleosidtriphosphat (ddNTP). Den ddNTPs fehlt sowohl die 2°- als
auch die 3"-Hydroxylgruppe, wodurch ein Einbau eines ddNTPs zum Kettenabruch der
DNA-Polymerase fuhrt. Durch die Verwendung von dNTPs und ddNTPs entstehen in
jedem der vier Reaktionsanséize unterschiedlich lange DNA-Fragmente. Durch
Verwendung von radioaktiven [a*P]-dCTP konnen nach der Auftrennung der einzelnen
Reaktionsansétze die Strangbriiche sichtbar bzw. lesbar gemacht werden.

Um die Sequenzreaktion durchfiihren zu konnen, muféte die Plasmid-DNA zunéchst
denaturiert werden. Hierzu wurden 5 pg Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 50
pl mit 2 gl 10 M NaOH versetzt und 15 min bel 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurde die
denaturierte DNA mit zwe Volumen 100 % Ethanol geféllt und in 80 Wl dH,O
resuspendiert und mit 1,0 yl Multicore-buffer sowie 1,0 yl des Sequenzierprimers (200
ng/ul) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde bei 70 °C im Heizblock fur 5 min inkubiert
und anschliefend fur 30 - 60 min auf RT abkihlen gelassen. Die Annealing-Ansétzen
wurden wie folgt weiterbehandelt:

0,5 W Nucleotid-Mix

05 W 100mM DTT

03 W [a-*P]-dCTP (10 pCi/ul)

0,3 M  T,-DNA-Polymerase (ca. 10 U/ul)
1,0 u  Enzyme-dilution-buffer

Die Ansdtze wurden auf vier Reaktionsgefalde gleichméfdig verteilt, in denen sich je 2,5
eines der ddNTPs-Abbruchmixe befanden. Die Terminationsreaktion wurde fr 10 min
bei 37 °C inkubiert, bevor sie durch Zugabe von 4,0 Wl Sequenzgelbeladungspuffer
abgebrochen wurde. Anschlief3end wurden die Proben fir 5 min bei 95 °C denaturiert und
direkt auf ein 8 %iges Sequenzgel aufgeladen.



Materia und Methoden

a) Sequenzgel

Fur die Herstellung eines Sequenzgel es wurden zwei Glasplatten (42 cm x 33 cm und 39
cm x 33 cm) gereinigt und mit 5 ml Repell-Silan (Amersham-Pharmacia) eingerieben. Die
Glasplatten wurden durch 0,4 mm Spacer n getrennt. Anschlief3end wurden 80 ml einer 8
%igen Sequenziergell6sung mit 250 W 25 % (w/v) APS und 25 Wl TEMED gemischt und
luftblasenfrel zwischen die Glasplatten gegossen. Die glatte Seite der Haifischzahnkamme
wurde zwischen die Platten geklemmt, damit eine Tasche entstand. Nach der
Polymerisation wurden die Gele in vertikale Gel el ektrophorese-Kammern (Modell 25, Life
Technologies) eingespannt und in 1 x TBE etwa 1 Stunde bei 75 Waitt einlaufen gelassen.
Zum Beladen der Proben wurden die Haifischzahnk&mme mit den Zacken nach unten in
die Tasche gesteckt, so dai3 je 24 kleine Taschen entstanden, die dann mit 5,0 yl der
Proben aus der Sequenzreaktion beladen wurden. Die Sequenzreaktionsprodukte wurden
1,5 - 2,0 Stunden bei 75 Watt aufgetrennt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde
eine Glasplatte entfernt und das Gel wurde auf Whatman-Papier transferriert und im
Vakuum-Geltrockner 1 Stunde bei 80 °C getrocknet. Die Audiographie erfolgte 0,5 - 1,0
Stunden auf einem Phosphor-Imager-Screen. Anschlief?end wurden die Screens im
Bioimager eingelesen.

2.2.1.8 Bakterielle Protein-Expression

Die bakterielle Protein-Expression ermdglicht es, relativ hohe Mengen eines Proteins zu
erhaten (ug - mg Bereich). Es gibt mehrere Systeme, die eine bakterielle Protein-
Expression ermdglichen. Das hier verwendete Glutathion-S-Transferase System (GST) ist
eines davon. Das Prinzip basiert auf der Interaktion des Enzyms Glutathion-S-Transferase
mit Glutathion, welchesbei diesem System an Beads gekoppelt vorliegt. Beim GST-
System wird die cDNA des gewtinschten Proteinsin ein Expressionsplasmid (pGEX-
KGK) im Leseraster hinter die cDNA des Glutathion-S-Transferasegens kloniert. Das
Expressionsplasmid steht unter der Kontrolle des Lac-Z-Promotors, wodurch eine
gesteuerte Genexpression nach Induktion mit Isopropyl-b-D-thio-galactopyranodid
(IPTG) und somit eine Expression des Fusionsproteins ermdglicht wird. Anschlief3end
kann das Fusionsprotein aufgereinigt werden, indem es Uber die GST an Glutathion-
Sepharose-Beads gekoppelt wird. Um eine hohe Fusionsprotein-Konzentration zu
erhalten, sind vier Parameter von entscheidendem Einfluf3: die Optische Dichte (ODg,)
der Bakteriensuspension zum Zeitpunkt der Induktion mit IPTG, die IPTG-Konzentration,
die Inkubationstemperatur nach Induktion mit IPTG und die Inkubationsdauer nach

45



Materia und Methoden

Zugabe von IPTG. Die bakterielle Protein-Expression erfolgt nach dem folgendem
Protokoll:

Die DNA-Konstrukte der Fusionsproteine wurden in BL21(DE3)pLysS Zelen
transformiert und auf LB-Platten (100 pg/ml Ampicillin und 40 pg/ml Chloramphenicol)
selektioniert. 50 ml 2Y T-Medium (100 pg/ml Ampicillin und 40 pg/ml Chloramphenicol)
wurden mit eine Bakterien-Kolonie angeimpft und Gber Nacht schiittelnd (200 rpm) bel 37
°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden 400 ml 2YT-Medium mit 5 ml der
Ubernacht-Vorkultur versetzt. Hierbei wurde die Antibiotika-K onzentration halbiert (50
pg/ml Ampicillin und 20 pg/ml Chloramphenicol), um die Verdopplungsrate der Bakterien
zu erhohen. Die Inkubation wurde bei 200 rpm und der in Tab. 6 angegebenen
Temperatur auf dem Schiittler fortgesetzt.

Fur die verwendeten Konstrukte wurden folgende | nduktions-Parameter verwendet:

GST-Konstrukt OD¢,, [IPTG] Temperatur | Inkubationszeit
GST-VDR 0,3 0,25 mM 30°C 3h
GST-SRC-1.¢ 4o, 0,3 0,25 mM 37°C 3h
GST-TIF2,,: o6 0,3 0,25 mM 37°C 3h
GST-RAC3;,. 1106 0,3 0,25 mM 37°C 3h
GST NCOR,, ¢ =2 0,8 1,25 mM 25°C 5h
GST NCOR ;479 7452 0,8 1,25 mM 25°C 5h

Tab. 6: Inkubations-Parameter. In der Tabelle sind die Inkubations-Parameter fir die verwendeten
GST-Fusionsproteine zusammengestel It.

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Bakteriensuspensionen abzentrifugiert
(20 min, 4.000 g, 4 °C) und bei - 80 °C eingefroren.

a) Protein-Aufreinigung

Zu dem Bakterien-Pellet einer 400 ml-Kultur, wurden 1,5 ml Lysis-Puffer gegeben. Die
Bakterien wurden resuspendiert und anschlie3end mit Triton-X 100 versetzt (End-
Konzentration 2 %). Der verwendete Bakterienstamm verfugt Uber ein zusdtzliches
Resistenz-Plasmid (Selektionmarker Chloramphenicol), das ein Lysozym-Gen kodiert.
Lysozym erleichtert den Aufschlul? der Bakterien. Wenn die Bakterien sich trotzdem
schwer aufschlief3en lief3en, wurde zusétzlich Lysozym hinzugegeben (End-K onzentration
1-5 mg/ml). Die Proben wurden zentrifugiert (20 min, 27.000 g, 4 °C) und der Uberstand
mit 10 % - 20 % (v/v) einer 50 %igen (v/v) GST-Sepharose-Bead-Mischung versetzt und
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30 min bel RT auf dem Kippschittler inkubiert. Anschlie3end wurden die Proben
zentrifugiert (5 min, 1.000 g, RT), mit 10 ml PBS versetzt und erneut zentrifugiert. Der
Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Proben so eingestellt, dal3 ein Puffer/Bead-Verhdtnis von 1:1 vorlag. Nach Abschétzung
der Protein-Konzentration auf einem denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel wurden die
GST-Proteine bel 4 °C gelagert und fur GST-Pulldown Assays und Supershift-
Experimente eingesetzt.

b) Herstellung einer 50 %igen (v/v) GST-Sephar ose-Bead-Mischung

Zur Herstellung von 1,0 ml einer 50 %ige GST-Sepharose-Bead-Mischung, wurden 1,3
ml der GST-Sepharose-Beads sedimentiert (5 min, 1.000 g, RT) einmal mit 10 ml PBS
gewaschen und nach erneuter Zentrifugation mit PBS so eingestellt, dal3 ein Bead/Puffer-
Verhdtnisvon 1.1 entstand.

2.2.1.9 GST-Pulldown Assay

Beim GST-Pulldown Assay konnen in vitro Protein-Protein-Interaktionen untersucht
werden wie zum Beispiel die Interaktion des GST-VDR Fusionsproteins mit K ofaktoren.
Hierzu wurden bakteriell exprimierte GST-Fusionsproteine, die mittels ihres Gluthation-S-
Transferase Proteinanteils an Gluthation-Sepharose-Beads gekoppelt sind, verwendet. Die
Vorinkubation sah wie folgt aus:

50 u invitrotrandatiertes, [*S]-Methionin-markiertes Protein
13,0 f  PPI-Puffer
20 W Ligand (oder Ethanol)

Der Ansatz wurden 15 min bel RT vorinkubiert. In der Zwischenzeit wurden die an Beads
gekoppelten GST-Fusionsproteine mit BSA geséttigt, um unspezifische Bindungen zu
verhindern. Hierzu wurde der Puffer von den Beads abgenommen und durch PBS/BSA
(1,0 mg BSA/ml) ersetzt. Die GST-Fusionsproteine wurden 20 min bei RT auf einem
Vertika-Rotor inkubiert. Anschliefend wurde mit der Vorinkubation wie folgt weiter
verfahren:
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20,0 p  vorinkubierter Reaktionsansatz

22,0 W PPI-Puffer

50,0 W BSA-gesdttigte GST-Fusionsproteine an Beads gekoppelt
8,0 W  Ligand (oder Ethanol)

Der Gesamtansatz wurde zunéchst fir 20 min bei 30 °C und anschlief3end fur 40 min bei
RT inkubiert. Anschlief3end wurden die Ansdtze mit 900 ul PPI-Puffer versetzt, gemischt
(5 s, 2.000 rpm auf einem Vortex) und zentrifugiert (10 s bei 20.000 g, RT). Der
Uberstand verworfen und die Proben wurden anschliel}end noch zwei weitere Male mit je
1 ml PPI-Puffer gewaschen. Nach der letzten Waschung wurde der Uberstand erneut
abgenommen und die Proben wurden mit 25 pl Protein-Beladungspuffer versetzt und fur
3 min bei 85 °C denaturiert. Die Proben wurden zentrifugiert (5 min, 20.000 g, RT) und
der Uberstand auf 10 %igen denaturierenden SDS-Acrylamidgelen in  Mini-
Gelelektrophorese-Kammern aufgetrennt.

Trenngd (10 %) fur Mini-Gel el ektrophorese:
100 ml dH,O
50 ml 40% (w/v) Acrylamid-Stammlsung
50 ml 4xTrenngd-Puffer
100,0 W 25% (w/v) APS
100 W TEMED

Sammelgd (3,6 %) fur Mini-Gel e ektrophorese:
60 ml dH,O
1,2 ml 40 % (w/v) Acrylamid-Stammldsung
25 ml 4xSammelge-Puffer
150,0 W 25% (wiv) APS
150 W TEMED

2.2.1.10 Quantifizierung mit dem Bioimager (FL A-2000)

Zur Quantifizierung von radioaktiven Signalen wurde ein Bioimager FLA-2000 genutzt.
Dazu wurden die radioaktiven Gele Uber Nacht auf einem BAS-MP Phosphor-Imager-
Screen exponiert. Diese Imager-Screens sind mit einer Phosphorverbindung beschichtete
Folien, bei denen die Elektronen durch die b-Strahlung auf ein hoheres Energienivieau
angehoben werden. Die Anhebung der Elektronen auf ein hoheres Energieniveau erfolgt
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proportional zur Intensitét der Strahlung. Wird der Screen im Bioimager eingelesen,
werden die angehobenen Elektronen durch einen Laser wieder auf ihr urspringliches
Energieniveau gebracht. Die Energiedifferenz zwischen dem angeregten und dem
normalen Niveau wird als Lichtemission frei und kann durch den Bioimager detektiert und
in elektrische Signale umgewandelt werden. Die Signale werden anschlief3end mit dem
Programm Image Gauge 3.01 densiometrisch ausgewertet. Mittels Bestrahlung mit
Weildlicht werden die Restsignale auf den Phosphor-Imager-Screen gel 6scht, wodurch der
Screen fast unbegrenzt haufig wiederverwendet werden kann.

2.2.2 Zdlbiologische M ethoden - in vivo Unter suchungen

2.2.2.1 Kulturbedingungen fur Cos-7, MCF-7 und HeL a-Zédlllinien

Die Zellen wurden unter den unten angegebenen Bedingungen (T ab. 7) in Kulturflaschen
(175 cm?, mit Sterilfilter) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Sobald diese konfluent mit
Zellen bewachsen waren, wurden die Zellen trypsiniert und verdinnt in neue Flaschen,
bzw. fir einen Reportergen-Assay in 6-Well-Platten, ausgesét.

Bedingungen Cos-7 MCF-7 Hel a
Trypsinmenge 2 ml/Kulturflasche | 1,5 ml/Kulturflasche | 1,5 ml/Kulturflasche
Trypsinierungs- | 10 min, 37 °C, 5min, RT 5min, 37 °C
bedingung
Medium DMEM DMEM DMEM

Supplementation | 2 mM L-Glutamin | 2mM L-Glutamin | 2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin/ | 100 U/ml Penicillin/ | 100 U/ml Penicillin/

Streptomycin Streptomycin Streptomycin
10 % (w/v) FBS 10 % (w/v) FBS 10 % (w/v) FBS
Inkubation 37 °C; 5% CO, 37°C; 5% CO, 37°C; 5% CO,
Verdopplungsrate| 1-2 Tage 2 Tage 0,5 Tage

Tab. 7: Kulturbedingungen. Die Tabelle gibt die Kulturbedingungen der verschiedenen verwendeten
Zé€llinien an.
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2.2.2.2 Reportergen-Assay in Cos-7, MCF-7 und HeLa Zellen

Beim Reportergen-Assay handelt es sich um eine "in vivo" Untersuchungsmethode, bei
der der Einfluf3 des zelluléren Milieus auf die Verhaltenswel se eines Rezeptors untersucht
werden kann. Mittels einer transienten Transfektion werden die zu untersuchenden
nukledren Rezeptoren und Kofaktoren zusammen mit einem Reportergen-Konstrukt in
Zdlen Uberexprimiert. Untersucht wird die Ligand-induzierte Aktivierung des
Reportergens. Zwei verschiedene Reportergen-Assays wurden verwendet, zum einen der
traditionelle Luciferase-Reportergen-Assay und zum anderen der Mammalian-One-
Hybrid-Assay. Beim Luciferase-Reportergen-Assay werden die Zelen mit
Expressonvektoren fir VDR und RXR transfiziert. Das Luciferase-Reportergen-
Konstrukt enthélt ein VDRE, welches im Vektor pGL2 (Promega) in vier Kopien vor den
tk-Promotor und des LUC-Reportergen kloniert wurde (s. Abb. 2.1.7.4). Die Aktivierung
des Reportergens erfolgt demnach durch Ligand-abhéngige Bindung des heterodimeren
Protein-Komplexes an das VDRE. Beim Mammalian-One-Hybrid-Assay enthdt das
Reportergen-Konstrukt  hingegen kein VDRE sondern drei Kopien einer Gal4-
Bindestellen. Der Expressionsvektor besteht aus einer Gal4-DBD hinter die die LBD des
VDR kloniert wurde. Die Ligand-abhangige Aktivierung des Reportergens erfolgt tber
Bindung an die VDR-LBD, die die Interaktion der Gal4-DBD mit der Gal4-Bindestelle
stabilisiert.

Die Bindung des Liganden an den VDR stabilisiert in beiden Assays eine Interaktion der
DBD mit dem DNA-Bindemotiv und initiiert die Transkription des Luciferase-
Reportergens. Die Enzymaktivitdt der gebildeten Luciferase kann luminometrisch
bestimmt werden, da das Enzym in einer enzymatischen Reaktion das Substrat Luciferin
umsetzt. Hierbei kommt es zur Lichtemisson. Die gemessene Signastarke ist
proportional zur Proteinmenge. Als Referenz fur die Transfektionseffizienz wird ein
Referenzplasmid (pCH110) co-transfiziert, welches ein b-Galactosidasegen kodiert.
Durch die Cotransfektion des b-Gal actosidasegen wird es moglich, die Signalstarke der
Luciferase-Messung zu quantifizieren. Bei Zelllinien mit einer sehr hohen eigenen b-
Galactosidase-Expression kann auch eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefuihrt
und zur Normierung verwendet werden.

Cos-7, MCF-7 oder HelLa Zellen wurden in Phenolrot-freiem DMEM (Dulbecos modified
Eagles medium) aufgenommen und in 6-Well-Platten mit einer Zeldichte von 10°
Zellen/ml ausgesét. Das Medium enthielt 10 % (w/v) FBS, welches zuvor Uber 10 % (w/v)
Aktivkohle gereinigt wurde, um lipophile Komponenten wie z.B. 1a,25(0H),D, zu
entfernen. Zur Supplementation wurde dem Medium auf3erdem 2 mM L-Glutamin und
jeweils 100 U/ml Penicilin und Streptomycin zugesetzt. Die Zellen wurden Gber Nacht im
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Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Die Transfektion (T ab. 8) erfolgt am darauf
folgenden Tag:

Reportergen-Assay Mammalian-One-Hybrid-Assay
in Cos-7 und MCF-7 Zellen in HeLa Zellen
1 pg pCH110 1 pg (Gal4)-tk-Luc
1 ug pSG5-VDR 1 g Gal4,.,-VDR, .o
1 pg pSG5-RXR
1 pg pGL 2 Reporterplasmid
1 pg Kofaktor (fakultativ) 1 pg Kofaktor (fakultativ)
z.B. pSG5-TIF2 z.B. pSG5-TIF2

Tab. 8: Transfektions-Ansatze der beiden Reportergen-Assays.
Die Tabelle zeigt, die bei der transienten Transfektion verwendeten DNA-Mengen.
Die Angaben der Tabelle beziehen sich jeweils auf ein Well .

Die DNA-Mischung wurde mit dH,O und 15 pl N-[1-2,3Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammonium-methylsulfat (DOTAP) auf ein Gesamtvolumen von 100 pl
eingestellt und 15 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Ansatz mit 0,9 ml
Medium verdiinnt und zu den Zellen gegeben, von denen vorher das Medium entfernt
worden war. 4 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Stimulation der Zelen mit
1a,25(0H),D, oder 1a,25(0OH),D,-Analogen. Hierzu wurden 500 Wl DMEM-Medium
(supplementiert mit 2 mM L-Glutamin und jeweils 100 U/ml Penicilin und Streptomycin)
mit 30 % gereinigtem FBS und Ligand (oder als Kontrolle Ethanol) versetzt und zu den
Zellen gegeben. Im Anschluf3 an die Stimulation wurden die Zellen fur weitere 16 Stunden
bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Flr die Messung der Luciferase-Aktivitét wurde das
Medium von den Zdlen entfernt und die Zelen mit 1 ml PBS/Well gewaschen. Im
Anschlufd wurden die Zellen mit 200 I Reporter-gene-lysis-buffer 15 min bei RT lysiert.
Das Zelllysat wurde 5 min bei 20.000 g zentrifugiert und der Uberstand wurde wie folgt
auf 96-Well-Platten verteilt:

Reporter gen-Assay Mammalian-One-Hybrid-Assay
in Cos-7 oder MCF-7 Zellen in HeLa Zellen
Luciferase b-Galactosidase Luciferase Bradford
Messung Messung Messung Proteinbestimung
weil3e 96-Well-Platte | weile 96-Well-Platte | weil3e 96-Well-Platte transparente
96-Well-Platte
130 50ul 150 ul 5ul

Tab. 9: Pippetierschema der Reportergen-Assays. Die Tabelle zeigt das Pippetierschema der
Reportergen-Assays.
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Fur die Messung der Luciferase-Genaktivitdt wurden 100 Wl Luciferase-Substrat
zugegeben und die Aktivitatsmessung erfolgte in einem Multilabelcounter (Viktor oder
Lucy?2). Fir die b-Galactosidase Messung wurden 100 pl b-Galactosidase-Substrat
hinzugegeben und die Plaite wurde eine Stunde bel RT auf dem Wiege-Schiittler
inkubiert. Anschlief3end wurden 50 pl basischer Puffer zur Reaktion gegeben, wodurch
eine Spaltung des gebildeten umgesetzten Substrates erfolgt. Bei dieser Spaltung kommt
es zur Lichtemission, die ebenfals im Multilabelcounter gemessen wurde. Fir die
Proteinbestimmung wurden zu den 5 pl Lysat 200 pl Bradford Reagenz (1:5 verdiinnt)

gegeben und die Plaite wurde 5 min bei RT inkubiert, bevor sie photometrisch im
Multilabel counter bei 595 nm gemessen wurde.

Bel der Auswertung des Reportergen-Assays wurde die Hintergrundstrahlung (Reporter-
gene-lysis-buffer) von den Proben abgezogen und die Luciferase-Aktivitét in Relation zur
Galactosidase-Aktivitéat normalisiert. Fir den Mammalian-One-Hybrid-Assay erfolgte die
Normierung mittels der gemessenen Extinktionswerten der Protei nbestimmung.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der repressorischen Eigenschaften des
VDR

3.1.1 Intrinsischerepressorische Eigenschaften desVDR

Der Einflul3 des VDR auf die Genaktivitdt von 1a,25(0OH),D,-regulierten Genen in
Abwesenheit eines Liganden ist fur ein Verstandnis der VDR-vermittelten Genrepression
von Bedeutung. Untersuchungen der Genaktivitéten von 1a,25(0OH),D,-regulierten Genen
werden am besten in vivo durchgefiihrt. Hierzu bietet sich der Reportergen-Assay (2.2.2.2)
an. Dabel werden Zellen mit einem Luciferase-Reportergen transient transfiziert, das von
einer oder mehrerer Kopien eines VDRE vor einem tk-Promotor gesteuert wird. Durch die
gleichzeitige Uberexpression von VDR und RXR in den Zellen kann der EinfluR des VDR
auf die Aktivitét des Luciferase-Reportergens untersucht werden.

In Cos-7 Zellen wurden ein Luciferase-Reportergen-Konstrukt (siehe 2.1.7.6), welches
durch eine Kopie eines komplexen DR3/DR6-Typ VDRE aus dem menschlichen
Osteocal cin-Gen gesteuert wurde sowie steigenden Mengen der Expressionsplasmide fir
VDR und RXR, transiente tiberexprimiert. Das komplexe DR3/DR6-Typ VDRE wurde
deshalb gewdhlt, da es wegen seiner internen Erkennungssequenz fur den
Transkriptionsfaktor AP-1 einen relativ hohen Basawert (Hintergrund) vermittelt. Die
normalisierten Luciferase-Aktivitéten wurden als Stimulationsfaktor, bezogen auf die
Kontrolle (laut Definition: Ethanol = 1) dargestellt (Abb. 14).

In Abwesenheit von 1a,25(0OH),D, reprimierten steigende Mengen an VDR die Aktivitét
des Reportergens [Repression auf einen Stimulationsfaktor von 0,29 bezogen auf den
Ethanol-Kontrollwert (= 1), bei einer Transfektion der Zelen mit 3,0 pg VDR-
Expressionsvektor], wahrend der Partnerrezeptor RXR keinen signifikanten Einfluf3 auf
die Aktivitdt des Reportergens zeigte (Abb. 14). Die durch den VDR-vermittelte
Repression des Reportergens entspricht einem Repressionsfaktor von ca. 3,5.
Interessanterweise wurde die VDR-vermittelte Repression des Reportergens in
Anwesenheit des Histon-Deacetylase-Inhibitors TSA (schwarze Saulen) komplett
verhindert. Es konnte keine Repression der Aktivitét des Reportergens beobachtet werden.
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Abb. 14: VDR-vermittelte Repression. In Cos-7 Zellen wurden mittels transienter Transfektion
ein Luciferase-Reportergen, welches durch eine Kopie eines komplexen VDRE (VDRE des menschlichen
Osteocalcingen-Promotors) gesteuert wurde und angegebene Mengen an VDR und RXR
Expressionsplasmiden Uberexprimiert. Die Zellen wurden fir 16 Stunden mit Ethanol [0,1 % (v/v)] oder
dem HDAC-Inhibitor TSA (20 nM) inkubiert. Dargestellt wurden die auf die b-Galactosidase-Aktivitét
normalisierten Luciferase-Aktivitéten, bezogen auf die Aktivitdt der Kontrolle. Die Sulen repréasentieren
den Mittelwert von Triplikat-Messungen, die Baken geben die Standardabweichung an.

3.1.2 Interaktion des VDR mit Korepressoren in vitro

Die im Reportergen-Assay gezeigte, repressorische Eigenschaft des VDR konnte Uber
Interaktion des VDR mit Korepressoren vermittelt werden. Darauf deutet besonders die
Sengitivitét gegenuber dem Histon-Deacetylase-Inhibitor TSA hin.

Um eine Protein-Protein-Interaktion des VDR mit Korepressoren zu untersuchen, wurde
der GST-Pulldown Assay gewahlt. Dabei wurde bakteriell Uberexprimierter Korepressor
mit in vitrotrandatiertem, [*S]-markiertem VDR, jeweils mit und ohne Ligand, inkubiert.
Die prézipitierten Proteinmengen wurden quantifiziert und in Abb. 15 als Prozent
bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge (Input) dargestelIt.

Der GST-Pulldown Assay (2.2.1.9) zeigte, dal3 der VDR Ligand-abhangig mit den beiden
untersuchten Korepressoren Alien und NCoR (Abb. 15) interagieren kann. In
Abwesenheit von 1a,25(0H),D, konnten mit GST-Alien 3 % des eingesetzten [*S]-
markierten VDR-Input préazipitiert werden und mit GST-NCoR ., ,,-; Wurden sogar bis
zu 11 % an VDR-Input prézipitiert. In Anwesenheit von 1a,25(0H),D, konnte dagegen
mit GST-Alien nur 1 % VDR-Input und mit GST-NCoR ca. 3 % VDR-Input prézipitiert
werden. Damit ist die Interaktion des VDR mit Korepressoren in Anwesenheit von
1a,25(0OH),D, ewa 60-70 % geringer als bei der Ethanol-Kontrolle, d.h. durch die
Anwesenheit des Liganden kommt es zur Dissoziation der VDR-Korepressor-Komplexe.
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Eine vollstdndige Dissoziation der VDR-Korepressor-Komplexe konnte jedoch nicht
beobachtet werden.

Die gezeigte in vitro Interaktion des VDR mit den untersuchten Korepressoren konnte
auch in vivo im Yeast-Two-Hybrid-Assay, in Zusammenarbeit mit der Gruppe von PD Dr.
A. Baniahmad (Uni Gief3en), bestétigt werden [136].

2218-2453

10 % Input
GST
T GST-Alien
+ GST-NCoR

10 UM 10,25(0H),D5 -
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Abb. 15: VDR-Korepressor Interaktion in vitro. GST-Pulldown Assays wurden mit in vitro
trand atiertem, [*S]-markierten VDR und bakteriell liberexprimierten GST-Alien oder GST-NCOR 15 5453
durchgefiihrt. In vitro trand atierter, [*S]-markierter VDR wurde fiir 20 min bei RT mit Ethanol oder 10
UM 1a,25(0H),D; vorinkubiert. Ein représentatives Gel ist gezeigt. Der prozentuale Anteil an
prézipitiertem VDR (Ethanol- oder 10 uM 1a,25(0OH),D,-behandelte Proben) im Verhdltnis zum
eingesetzten VDR (Input) wurde im Bioimager quantifiziert. Die Saulen reprasentieren den Mittelwert von
Triplikat-Messungen, die Balken geben die Standardabweichung an.
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3.1.3 Charakterisierung der Ligand-abhangigen VDR-K or epressor -
Dissoziation

Eine Ligand-abhangige VDR-Korepressor-Dissoziation ist ene wesentliche
Voraussetzung fur die Ligand-induzierte Genaktivierung von 1a,25(0OH),D ,-regulierten
Genen.

Diese Ligand-abhangige VDR-Korepressor-Dissoziation wurde im GST-Pulldown Assay
(2.2.1.9) mit bakteriell exprimierten GST-Alien oder GST-NCoR und dem VDR in
Anwesenheit steigender 1a,25(0H),D,-Konzentrationen untersucht (Abb. 16A/B). Um
den inhibitorischen Effekt der Ligand-Bindung des VDR auf die VDR-Korepressor-
Interaktion zu untersuchen, wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt. Hierzu wurden die
prézipitierten Proteinmengen quantifiziert und als prozentualer Anteil zum Input gegen die
jeweilige Ligand-Konzentration aufgetragen. Dadurch konnten die halbmaximalen
Inhibitionswerte (IC,,-Werte) aus den Dosis-Wirkungskurven bestimmt werden. Bei
ndherer Betrachtung der Dosis-abhéngigen Dissoziation der VDR-Korepressor-
Komplexeist die VDR-NCoR-Interaktion mit einem 1C,-Wert des Komplexes von 330
nM geringfugig Ligand-sensitiver als die VDR-Alien-Interaktion, die einen IC,,-Wert von
400 nM aufwies. Die Unterschiede in den 1C,,-Werten sind jedoch nicht statistisch
signifikant.

Die funktionellen Konsegquenzen einer VDR-K orepressor-Interaktion wurden in vivo im
Reportergen-Assay (2.2.2.2) in Cos-7 Zellen untersucht, in denen mittels transienter
Transfektion die Rezeptoren VDR und RXR sowie die Korepressoren Alien oder NCoR
zusammen mit einem Luciferase-Reportergen-Konstrukt, das durch vier Kopien eines
DR3-Typ VDRE (ANF-Promotor der Ratte, siehe 2.1.7.6) gesteuert wurde,
Uberexprimiert wurden (Abb. 16C/D). Dieses Reportergen-Konstrukt wird im weiteren
as (DR3),-LUC bezeichnet (siehe auch 2.1.7.5).

Die auf die b-Gaactosidase-Aktivitét normalisierten Luciferase-Aktivitéten wurden als
Stimul ationsfaktoren bezogen auf die Ethanol-Kontrolle dargestellt und ebenfalls gegen
die Ligand-Konzentration aufgetragen. Die Kurven zeigen das typische Profil einer Dosis-
Wirkungsabhéngigkeit. Aus den Kontroll-Kurven, aus Untersuchungen in denen die
Zdlen nicht mit Korepressor Uberexprimiert waren, konnte eine habmaximae
la,25(0OH),D,-Konzentration (EC,-Wert) von 4 nM  bestimmt werden. Der
Stimulationsfaktor bei séttigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, betrug 10, d.h. es
konnte eine 10-fach hthere Genaktivitét des Reportergens beobachtet werden als bei der
Ethanol-Kontrolle (= 1). Die Uberexpression von Alien, aber auch die Uberexpression
von NCoR, bewirkte eine deutliche Reduktion der Reportergen-Aktivitét Gber die gesamte
Konzentrationsspanne von 0,01-100 nM, beeinfluf3ten aber nicht die EC,,-Werte von 4
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nM. Bei séttigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D,, wurde durch die Uberexpression
von Alien nur eine 6-fache Aktivitét des Reportergens erzielt, wahrend die Uberexpression
von NCoR eine geringfiigig hohere Aktivitét (6,8-fache Aktivitét) erlaubte.

GST-Pulidown Aszay Luciferase-Reportergen-Asiay
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Abb. 16: Ligand-induzierte VDR-Korepressor Dissoziation in vitro und in vivo. GST-
Pulldown Assays wurden mit in vitro trandatiertem, [®S]-markierten VDR und bakteriell
Uberexprimiertem GST-Alien (A) oder GST-NCOR,5.453 (B) in Gegenwart von gteigenden
Konzentrationen 1a ,25(0OH),D, durchgefiihrt. Représentative Gele sind gezeigt. Der prozentuale Anteil an
prézipitiertem VDR im Verhdltnis zum Input wurde im Bioimager quantifiziert und die 1C;,-Werte
bestimmte. Transiente Transfektionen (C/D) wurden mit einem durch vier Kopien eines DR3-Typ VDREs
(s. 2.1.7.5) gesteuerten Luciferase-Reportergen-Konstrukt [(DR3) ,-LUC] sowie den Expressionsvektoren
des VDR, RXR (in allen Ansétzen) und Alien (C) oder NCoR (D), in Cos-7 Zellen durchgefiihrt. Die
Zéllen wurden vier Stunden nach der Transfektion fiir 16 Stunden mit steigenden Konzentrationen von
1a,25(0OH),D; [oder 0,1 % (v/v) Ethanol] inkubiert. Auf b-Galactosidase-Aktivitdt normalisierte
Luciferase-Reportergen-Aktivitét wurde in Relation zur Ethanol-Kontrolle as Stimulationsfaktor
dargestellt. Jeder Datenpunkt représentiert den Mittelwert von  Triplikat-Messungen.  Die
Standardabweichungen lagen generell unter 10 %.
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3.1.4 Die VDR-K or epressor -1 nter aktion ist AF2-unabhangig

Die Bindung des Liganden an die AF2-Doméne des VDR bewirkt eine Ligand-
abhangigen Konformationsanderung wie deutlich aus den Kristallstrukturdaten des RAR
hervorgeht (Abb. 5). Diese Konformationsdnderung konnte eine Dissoziation des
Korepressors bewirken. Da die Dissoziation des Korepressors ebenfalls Ligand-abhangig
ist, besteht die M6glichkeit, dal? die AF2-Doméne des VDR an eine Ligand-induzierten
V DR-Korepressor-Dissoziation beteiligt ist.

Die Bedeutung der AF2-Domaéne des VDR fur die VDR-Korepressor-Interaktion wurde
in GST -Pulldown Assays (2.2.1.9) mittels einer VDR-Mutante untersucht, der die AF2-
Domane fehlt (VDR,,44,,)- Die prazipitierten Proteinmengen wurden quantifiziert und in
Abb. 17 in Prozent zum Input dargestelIt.
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Abb. 17: Bedeutung der AF2-Doméne fir die VDR-Korepressor-Interaktion. GST-
Pulldown Assays wurden mit in vitro trandlatiertem, [*S]-markierten VDR,jsq,, und bakteriell
Uberexprimiertem GST-Alien oder GST-NCOR 5514 5455 durchgefiihrt. [*S]-markierter VDR, 55, wurde fiir
20 min mit Ethanol oder 1a,25(0OH),D, (10 uM) vorinkubiert. Ein représentatives Gele ist abgebildet.
Der prozentuale Anteil an prézipitiertem VDR im Verhdltnis zum Input wurden im Bioimager
quantifiziert. Die Saulen reprasentieren den Mittelwert von Triplikat-Messungen, die Balken geben die

Standardabwel chung an.
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Der GST-Pulldown Assay ergab, dal3 weder die Interaktion zwischen VDR, ., und den
Korepressoren Alien und NCoR noch die Ligand-induzierte Dissoziation des VDR, 5,,-
K orepressor-K omplexes durch das Fehlen der AF2-Domane beeinfluf3t wurde.

Wie bei dem Wildtyp VDR (3.1.2) konnten in Abwesenheit von 1a,25(0H),D, mit GST-
Alien ca 25 % an [*S]-makietem VDR, q,,-INput prézipitiet werden. Die
Prézipitation desVDR,,, betrug 3 % (siehe Abb. 15). Bei den Untersuchungen mit GST-
NCOR, ;15 45 kOnnten 7 % an [*S]-markiertem VDR, q,,,-INput prézipitiert werden. Im
Vergleich hierzu konnten 11 % des VDR,,-Input prézipitiert werden (Abb. 15). Der
Unterschied zwischen VDR, und VDR, 55, ist jedoch nicht statistisch signifikant. Bei
séttigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, konnte mit GST-Alien noch 1 % und mit
GST-NCoR 2 % an VDR, 5,,,-|nput prézipitiert werden. Diese Ergebnisse unterschieden
sich ebenfalls nicht von den Untersuchungen mit dem VDR, (val. Abb. 15).
Zusammenfassend bedeuten diese Ergebnisse, dal3 die V DR-K orepressor-I nteraktion und
auch die Ligand-induzierte Dissoziation des Komplexes von der AF2-Doméane des VDR
unabhangig sind. Es wurden auch Untersuchungen an anderen Punktmutanten des VDR
durchgefiihrt. Diese Punktmutanten befanden sich allein H1. Es konnte jedoch auch hier
keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp VDR aufgezeigt werden. Die untersuchten
Aminoséuren sind an der VDR-Korepressor-1nteraktion nicht beteiligt gewesen.

3.2. Untersuchung der Ligand- und K oaktivator-induzierten
Genaktivierung durch den VDR

3.2.1 10,,25(0OH),D,-induzierte Reportergen-Aktivitat in Hel a-
Zéellen

Die Signalibertragung durch nuklegre Hormone (Abb. 1) erfolgt Uber eine Ligand-
induzierte Aktivierung des Rezeptors. Potente Analoge aktivieren den Rezeptor schon bel
geringen Ligand-K onzentrationen.

Die VDR-vermittelte, Ligand-abhangige Aktivitét des Luciferase-Reportergens wurde in
HelLaZdlen mit Hilfe des Mammalian-One-Hybrid-Assay (2.2.2.2) untersucht. Die
Zellen wurde transient mit ein Expressionsvektor fir das Fusionsprotein aus der DBD des
GAL4-Hefe-Transkriptionsfaktors und der LBD des VDR transfiziert. Dieses Konstrukt
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wird im weiteren als Gal4,,,-VDR g, bezeichnet (2.1.7.4). Gleichzeitig wurde in den
Zéellen auch ein Reportergen-Konstrukt, in welchem das Luciferasegen durch drei Kopien
der GAL4-DNA-Bindestelle (2.1.7.4) gesteuert wurde, Uberexprimiert. Dieses Konstrukt
wird im weiteren als (Gal4),-LUC bezeichnet.

Die auf die Proteinmenge normaliserten Luciferase-Aktivitdéeen wurden als
Stimul ationsfaktoren gegen die Ligand-K onzentration aufgetragen. In diesem Referenz-
Experiment induzierte 1a,25(0OH),D,, bei sittigenden Konzentrationen (10 uM) eine
maximal 22-fache Stimulation des Luciferase-Reportergensim Vergleich zur Kontrolle
mit Ethanol. Der aus der Dosis-Wirkungskurve bestimmte EC.,-Wert betrug 0,9 nM
(Abb. 18).
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Abb. 18: Funktionelle Ligand-abhangige Genaktivierung im Mammalian-One-Hybrid-
System. Luciferase-Reportergen-Aktivitat wurde in HeL a-Zellextrakten bestimmt, die mittels transienter
Transfektion mit dem (Ga4),-LUC und dem GAL4ys-VDR gp Fusionsprotein (2.1.7.4) transfiziert
worden waren. Die Zellen wurden vier Stunden nach der Transfektion fur 16 Stunden mit steigenden
Konzentrationen 1a,25(0OH),D; inkubiert. Die Stimulation der auf die Proteinmengen normalisierten
Luciferase-Aktivitdten wurde in Bezug auf die Ethanol-Kontrolle berechnet. Jeder Datenpunkt représentiert
den Mittelwert von Triplikat-Messungen. Die Balken geben die Standardabweichung an. Der EC-Wert der
Ligand-induzierten Reportergen-Aktivitat wurde aus der Dosis-Wirkungskurve bestimmt.

3.2.2 Charakterisierung der DNA-unabhangigen VDR-K oaktivator -
I nteraktion

Fur eine Genaktivierung durch den VDR mul3 dieser mit andern Proteinen wie
Koaktivatoren interagieren, die den Kontakt mit den Proteinen der basalen
Transkriptionsmaschinerie herstellen.

Eine DNA-unabhangige Protein-Protein-Interaktion des VDR mit dem Koaktivator TIF2
wurde im GST-Pulldown Assay (2.2.1.9) mit bakteriell exprimiertem GST-TIF,q g.6-
Fusionsprotein und in vitro trandatietem, [*S]-markierten VDR untersucht. Das
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verwendete Fusionsprotein des Koaktivators TIF2 enthdlt die auf der Seite der
K oaktivatoren wichtigen ID-Bindemotive (LXXLL-Motive, Kap. 1.3) fur die Interaktion
mit nukledren Rezeptoren.

Der GST-Pulldown Assay zeigte, dal3 der VDR Ligand-abhangig mit TIF,,, o6
interagieren kann. In Anwesenheit sittigender Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, (10
M) konnten 18 % VDR-Input prazipitiert werden (Abb. 19), wahrend bel der Ethanol-
Kontrolle nur 2% an VDR-Input prézipitiert wurden. Dies entspricht einer 9-fachen
Ligand-induzierten VDR-K oaktivator-Interaktion .
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Abb. 19: 10,25(0OH),D,;-vermittelt eine VDR-Koaktivator-Interaktion. GST-Pulldown
Assays wurden mit in vitro trandatiertem, [*S]-markierten VDR und bakteriell exprimiertem GST-TIFe,.
o6 FUsionsprotein durchgefiihrt. Der VDR wurde bei séttigenden 1a ,25(0OH),D,-K onzentrationen (10 uM)
fur 20 min bei RT vorinkubiert. Nach der Prézipitation und anschlieenden Waschungen wurden die
Proben mittels Gelektrophorese durch 10 % denaturierende SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt. Der
prozentuale Anteil an prézipitiertem VDR wurde im Bioimager im Verhaltnis zum Input quantifiziert. Die
Saulen reprasentieren die Mittelwerte von  Triplikat-Messungen und die Balken geben die
Standardabweichung an.

3.2.3 Interaktion des VDR-RXR-VDRE-K omplexes mit K oaktivatoren
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der SRC-1-Familie

Drei Koaktivatoren der SRC-Familie (SRC-1, TIF2 und RAC3) sind bislang bekannt. In
Ligand- und DNA-abhangigen Untersuchungen (2.2.1.3) sollten diese Proteine beziiglich
ihrer Fahigkeit, mit dem VDR zu interagieren verglichen, werden. Dazu wurden in vitro
trandatierte VDR-RXR-Heterodimere, die an ein DR3-Typ VDRE gebunden waren, in
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Abb. 20: Ligand-induzierter Supershift von DNA-gebundenen VDR-RXR-
Heterodimeren. Supershift-Assays wurden mit in vitro trandatierten VDR-RXR-Heterodimeren
durchgefiihrt, die mit bakteriell exprimierten GST-Fusionsproteinen der Koaktivatoren bel séttigenden
Ligand-K onzentrationen an 1a,25(OH),D; (10 uM) vorinkubiert und anschliefend mit [*2P]-markiertem
DR3-Typ VDRE des Ratten ANF-Promotors weiter inkubiert wurden. Die Trennung der VDR-RXR-
Heterodimere von der freien DNA erfolgte auf 8 %igen nicht-denaturiernden Polyacrylamidgelen. Ein
reprasentatives Ergebnis ist gezeigt. Die Menge an VDR/RXR/VDRE- (graue Balken) oder
VDR/RXR/VDRE/K oaktivator-K omplexen (Supershift; schwarze Balken) im Verhéltnis zur freien DNA
wurde im Bioimager quantifiziert. Die Saulen représentieren die Mittelwerte von Triplikat-Messungen und
die Balken geben die Standardabweichung an.
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Supershift-Assays in Anwesenheit von 3,0 pg GST-Fusionsproteinen der drei
Koaktivatoren der SRC-Familie (SRC-1.y .40, TIF244, 0Oder RACS3;,, .0 Uund
sdttigenden Ligand-Konzentrationen inkubiert. Diese Proteine enthielten die, fur die
Interaktion mit nuklegren Rezeptoren wichtigen LXXLL-Bindemotive. Die Quantifizierung
der reativen Intenstdten der VDR-RXR-VDRE-Koaktivator-Komplexe (Supershift-
Banden) weist daraufhin, dal3 alle drei Kofaktoren gleich gut mit dem VDR-RXR-VDRE-
Komplex interagieren konnen (Abb. 20). Alle drei Koaktivatoren waren in der Lage
zwischen 8 % und 11 % des Supershift-Komplexes zu stabiliseren. Signifikante
Unterschiede konnten nicht aufgezeigt werden.

Hier konnte die Ligand-Abhangigkeit der VDR-Koaktivator-Interaktion klar gezeigt
werden, daesin Abwesenheit von 1a,25(0OH),D, zu keinem Supershift des VDR-RXR-
V DRE-Komplexes durch den Koaktivator kam.

3.2.4 Einflu® der AF2-Doméne auf die VDR-SRC-1-Interaktion

Die AF2-Doméane in H12 des VDR ist sowohl fir die Ligand-Bindung als auch fr die
K oaktivator-Interaktion von Bedeutung (Kap. 1.1). Dieser Einflufl3 der AF2-Doméne auf
die Koaktivator-Interaktion des VDR sollte bestétigt werden.

Ligand-abhangige Super shift-Assays (2.2.1.3) wurden nur mit SRC-1 durchgefiihrt, dain
3.2.2 kein Unterschied zwischen den Koaktivatoren der SRC-Familie beobachtet wurde.
Die VDR-RXR-Heterodimere enthielten entweder den VDR-Wildtyp (wt) oder VDR-
Mutanten, denen die AF2-Domane fehlte, oder die spezifische Punktmutationen enthielten.
Die Super shift-Assays wurden mit VDR-RXR-Heterodimere die an ein DR3-Typ VDRE
gebunden waren, in der Anwesenheit von GST-SRC-1,, ,,,-Fusionsprotein durchgefihrt
(Abb. 21). Fur den VDR,,-RXR-VDRE-Komplex konnte nach Interaktion mit dem GST-
SRC-1. ,4,-Fusionsprotein einen Super shift gezeigt werden, wahrend weder die AF2-
Deletionsmutante des VDR (VDR,,5,,,) Noch die untersuchten Punktmutanten der AF2-
Domane (VDR,;;,, VDR, Und VDR,,,,) mit SRC-1. .., interagieren konnten. Bei
sédttigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, (10 pM) konnte kein Supershift des
VDRy, anen-RXR-V DRE-K omplexes beobachtet werden.

Die Ligand-induzierte Stabilisierung des VDR-RXR-VDRE-Komplexes wurde durch die
Mutationen in der AF2-Doméane nicht beeinflul®. Es erfolgt eine gleich starke
heterodimere Komplexausbildung der VDR verglichen mit dem VDR,,. Diese
betrug etwa 40 %.

Mutanten
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Abb. 21: Die AF2-Domane des VDR ist fur die Koaktivator-Interaktion notwendig.
Super shift-Assays wurden mit in vitro trandatierten VDR-RXR-Heterodimeren durchgefiihrt, die mit
bakteriell exprimiertem GST-SRC- 1.4 ,o-FUSiOnsSprotein bei séttigenden 1a ,25(0OH),D,-Konzentrationen
vorinkubiert und anschlieRend mit [*P]-markiertem DR3-Typ VDRE des Ratten ANF-Promotors
inkubiert worden waren. Die Trennung der VDR-RXR-VDRE-(K of aktor)-K omplexen von der freien DNA
erfolgte durch 8 %ige nicht-denaturiernde Polyacrylamidgele. Ein reprasentatives Gel ist gezeigt. Die
Menge an VDR/RXR/VDRE- (graue Séulen) oder VDR/RXR/VDRE/K of aktor-K omplexen (Super shift;
schwarzer Séaulen) im Verhdltnis zur freien DNA wurde im Bioimager quantifiziert. Die Saulen
représentieren die Mittelwerte von Triplikat-Messungen und die Balken zeigen die Standardabweichung an.

Die gesamte AF2-Domane der H12 sowie die Aminosauren L417, E420 und F422 sind
fUr die Interaktion des VDR mit K oaktivatoren essentiell.
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3.3 Modulation der VDR-K ofaktor-I nter aktion

3.3.1 TIF2 modulierte Reportergen-Aktivitat in Cos-7 Zellen

Aus den vorhergegangenen Untersuchungen wird deutlich, dal3 ale Interaktionen des
VDR mit Kofaktoren Ligand-abhangig sind. Somit besteht die Moglichkeit, durch die
Verwendung verschiedener Liganden die Interaktion zu modulieren. Diese Hypothese soll
im folgenden durch die Verwendung von Analogen getestet werden. Bel den verwendeten
Analogen handelt es sich um 20-epi 1a,25(0H),D, (MC1288), 20-methyl 1a,25(0OH),D,
(ZK161422) und Gemini, welches ein Analog mit zwei Seitenketten am Kohlenstoffatom
20 (C20) ist (Struktur siehe: 2.1.6.1).

Reportergen-Assays (2.2.2.2) wurden in Cos-7 Zellen, die dem (DR3),-LUC-Konstrukt
(2.1.7.5/6) und mit Expressionsvektoren fir VDR und RXR alleine oder zusétzlich mit
TIF2 transient transfiziert worden waren, durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit steigenden
Konzentrationen an 1a,25(0OH),D,, MC1288, ZK 161422 oder Gemini stimuliert. Die auf
die b-Galactosidase-Aktivitat normalisierten Luciferase-Reportergen-Aktivitaten wurden
als Stimulationsfaktoren, bezogen auf die Ethanol-Kontrolle, dargestellt und gegen die
Ligand-Konzentration aufgetragen (Abb. 22).

Die EC,,-Werte aus den Kurven der Reportergen-Assays, bei denen kein TIF2 co-
transfiziert worden war, zeigten, da3 ZK161422 (2,0 nM, C) genauso senstiv, in der
VDR-Interaktion war wie 1a,25(0H),D, (3,0 nM, A), wahrend MC1288 (0,1 nM, B) und
Gemini (0,8 nM, D) 4- und 30-fach sensitiver waren als der natiirliche Ligand.

Die Uberexpression von TIF2 in Cos-7 Zellen resultierte in einer Verschiebung der EC,,-
Werte hin zu einer hoheren Ligand-Sengitivitdt. Der Effekt einer Uberexpression von
TIF2 auf den EC,,-Wertewar bei 1a,25(0OH),D, (von 3,0 nM auf 1,6 nM) und MC1288
(keine Veranderung des EC,,-Wertes) geringer, wahrend bei den VDR-Agonisten
ZK 161422 (von 2,0 nM auf 0,06 nM) und besonders bei Gemini (von 0,8 auf 0,022 nM)
eine bis zu 36-fache Zunahme der Sengtivitét verzeichnet werden konnte. Neben der
Zunahme der Ligand-Sengitivitdt konnte durch die TIF2-Uberexpression auch eine
stérkere Stimulation des Reportergens beobachtet werden. Die Kombination einer
Uberexpression von TIF2 mit einer Stimulation der Zellen mit Gemini resultierte in einer
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Abb. 22: TIF2 modulierte funktionelle Aktivitat. Reportergen-Assays wurden mit Cos-7
Zellextrakten durchgefiihrt, in denen mittels transienter Transfektion dem (DR3),-LUC-Konstrukt sowie
den Expressionskonstrukten fir VDR, RXR (in allen Proben, offene Kreise) und TIF2 (wie in de
Abbildung angegeben, schwarze Kreise) Uberexprimiert worden waren. Die Zellen wurden vier Stunden
nach der Transfektion mit steigenden K onzentrationen an 1a,25(0OH),D; (A), MC1288 (B), ZK161422 (C)
und Gemini (D) fur 16 Stunden stimuliert. Die Stimulation der auf die b-Galactosidase-Aktivitét
normierten Luciferase-Aktivitdten wurden in Bezug zur Ethanol-Kontrolle berechnet und as
Stimulationsfaktoren angegeben. Jeder Datenpunkt représentiert den Mittelwert von Triplikaten, die
Standardabweichung lag generell unter 10 %. Die EC,-Werte fur die Ligand-induzierte Reportergen-
Aktivitaten wurden aus den Dosis-Wirkungskurven bestimmt.

zweifachen , Superstimulation” des Luciferase-Reportergens. Demnach war die
Genaktivitét bel séttigenden Konzentrationen an Gemini in den Zdlen, in denen TIF2
Uberexprimiert worden war, doppelt so hoch as in den Zedlen, die kein TIF2
Uberexprimierten.

Die Untersuchungen wurden auch mit den beiden anderen Koaktivatoren der SRC-1
Familie durchgefihrt (SRC-1 und RAC3). Diese beiden Koaktivatoren zeigten ahnliche
Ergebnisse wiefur TIF2.
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3.3.2 Ligand-abhangige M odulation der VDR-TIF2 Protein-Protein-
Interaktion in vitro

1a,25(0OH),D, und Gemini hatten sich im Reportergen-Assay (3.3.1) am deutlichsten
unterschieden. Die vorangegangenen Untersuchungen lassen die Vermutung zu, dal3
Gemini die VDR-Koaktivator-Interaktion besser stabilisiert als das nattirliche Hormon.
Gemini beeinfluf3e die Interaktion des VDR mit dem Koaktivator TIF2 im Vergleich zum
natlrlichen Liganden deutlich starkster. Daher wurden diese beiden Agonisten bezlglich
ihrer Eigenschaft eine V DR-K oaktivator-Interaktion zu stabilisieren néher charakterisiert.
Ligand-abhangige GST-Pulldown Assays (2.2.1.9) wurden mit bakteriell exprimiertem
GST-VDR-Fusionsprotein und in vitro trandatiertem, [*S]-markierten TIF2,, o, bel
steigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, bzw. Gemini durchgefuhrt (Abb. 23). Die
bei der jeweiligen Ligand-K onzentration prézipitierten Proteinmengen wurden quantifiziert
und als Prozent-Input gegen die Ligand-Konzentration aufgetragen. l1a,25(0OH),D,
vermittelte eine Ligand- und Dosis-abhangige Prazipitation von bis zu 25 % des TIF2;,,
o26-1NPUt Mit einem EC_,-Wert von 9,0 nM. Im Gegensatz zu 1a,25(0OH),D, war Gemini
nur in der Lage, maximal 15 % des TIF2,,, 4,¢-Nput zu préazipitieren. Der entsprechende
EC,,-Wert betrug 1000 nM. Demnach stabilisiert Gemini etwa 100 mal schwéacher eine
VDR-Koaktivator-Interaktion as 1a,25(0OH),D, und ist selbst bei sdttigenden
Konzentrationen nur in der Lage, etwa 60 % der VDR-Koaktivator-Interaktion, verglichen
mit 1a,25(0OH),D,, zu stabilisieren. Diese Daten stehen in einem klaren Widerspruch zu
den Befunden im Reportergen-Assay.
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g &2 & = B 2 =25 B L R Bl
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Abb. 23: Ligand-abhangige VDR-K oaktivator-Interaktion. GST-Pulldown Assays wurden
mit in vitro trandatiertem, [®*S]-markierten TIF2,q,s UNd bakteriell exprimiertem GST-VDR-
Fusionsprotein (A, B) durchgefihrt. Der VDR wurde bei RT mit steigenden Konzentrationen an
1a,25(0H),D; (A) oder Gemini (B) inkubiert. Représentative Gele sind gezeigt. Der prozentuale Anteil an
prazipitiertem TIF2¢6. 656 iM Verhdltnis zum Input wurde im Bioimager quantifiziert. Die Datenpunkte
reprasentieren den Mittelwert von Triplikat-Messungen. Die Balken geben die Standardabweichung an. Die
EC,-Werte der Ligand-abhéngigen VDR-TIF2-Interaktion wurden anhand der Dosis-Wirkungskurven
ermittelt.
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3.3.3Einfluld der Liganden auf die VDR-RXR-VDRE-K oaktivator -
Komplexbildung

Um die beziiglich Gemini aufgetretene Diskrepanz zwischen den in vivo und den in vitro
Daten naher zu charakterisieren, sollte untersucht werden, ob die gleichzeitige Bindung des
VDR an DNA die Kofaktor-Interaktion beeinflussen kann. Deshalb wurde ein DNA-
abhangiger in vitro Assay durchgefihrt, der dem in vivo Assay naher kommt als der GST-
Pulldown Assay.

Super shift-Assays (2.2.1.9d) wurden mit VDR-RXR-Heterodimeren, die an eéin DR3-Typ
VDRE gebunden waren, und bakteriell exprimiertem GST-TIF2,, .., bei steigenden
Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, bzw. Gemini (Abb. 24) durchgefihrt. Die Ligand-

L 26 O, [ o]
A ey B "]

B o il e

5 .
YOREVE— SEEEEE =S E=E

La
Supershifi— Sl L

VIR-RXR- WEEE S

fireie DA —
BT o michi - Semi eriwrands Pobrmerylorsdipsl T b, i e s st bt e Py 1 s Bl
I, @ Smpeeshift, ECg, =01 oM 0w Supeewhalt, ECg, = 0] mbl
o VER-RXR 2 VIHL R
- | . ®
5 I I
5 -
1 E 104
B 0
3 . — il S |
g ] # .
DH-';"\- Y .:‘:\.-\'_'ir-q_ P, o il e T, Y e
EvdE -1E .11 -ED 2B B LT W W5 Ee(PH (02 =01 =00 % .8 T «ff «f
o 1] Lo, 250 CHELj 0, i NG o (] (Frmind] in ¥1j

Abb. 24: Ligand-induzierter VDR-RXR-VDRE Supershift mit GST-TIF2gq, Gelshift-
Assays wurden mit in vitro trandatierten VDR-RXR-Heterodimeren, die mit bakteriell exprimiertem
GST-TIF24.4,6 SOWie steigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D; (A) und Gemini (B) vorinkubiert
worden waren, durchgefiihrt. Die Proben wurden nach der Vorinkubation mit [*P]-markiertem DR3-Typ
VDRE des Ratten ANF-Promotors weiter inkubiert. Die Trennung der VDR-RXR-VDRE-(K oaktivator)-
Komplexe erfolgte durch 8 %ige nicht-denaturierende Polyacrylamidgele von der freien DNA.
Représentative Ergebnisse wurden gezeigt. Die Menge an VDR-RXR-VDRE- (offene Kreise) oder VDR-
RXR-VDRE-K oaktivator-K omplexen (Supershift; schwarzer Kreise) im Verhdtnis zur freien DNA wurde
im Bioimager quantifiziert. Die Datenpunkte reprasentieren die Mittelwerte von Triplikat-Messungen und
die Balken zeigen die Standardabweichung an.
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induzierte Ausbildung des heterodimeren Komplexes auf dem VDRE und des VDR-
RXR-VDRE-TIF2-Komplexes wurde quantifiziert und gegen die Ligand-Konzentration
aufgetragen. Die anhand der Dosis-Wirkungskurven ermittelten EC,,-Wert flr
1a,25(0H),D, und Gemini unterschieden sich jedoch nicht. Der EC_,-Wert betrug
jeweils 0,1 nM.

Die Ergebnisse weisen daraufhin, dal3 die beiden untersuchten VDR-Agonisten die gleiche
Fahigkeit besitzen, eine VDR-Konformation zu induzieren, die eine Interaktion mit dem
Koaktivator ermdglicht. Die Ligand-stabilisierten VDR-Konformationen wurden daher im
weiteren genauer untersucht.

3.3.4 Funktionelle Konformationen des VDR

Die funktionellen Konformationen des VDR wurden im LPD-Assay (2.2.1.4) mit in vitro
trandatiertem, [*S]-markiertem VDR und der Endoprotease Trypsin untersucht (Abb.
25). In der Anwesenheit von séttigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, (10 pM)
wurden nach dem Verdau des VDR und der Auftrennung der Protein-Fragmente auf
enem 15 %igen denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel zwel Protease-resistende
Fragmente mit einer Molekularmasse von ungefahr 28 und 23 kD erhalten, die as Ligand-
stabilisierte Konformationen (c1, o, und c3, ;) des VDR interpretiert werden [137; 138].
In diesem Referenz-Experiment wurden 80 % der eingesetzten VDR-Menge in der
Konformation c1, ., stabilisiert. Vergleicht man die prozentualen Mengen des Ligand-
abhangig in der Konformation c1, ., stabilisierten VDR mit der Menge VDR die Ligand-
unabhangig (Kontrolle) in c1, ., stabilisiert wurde, dann entspricht dies einer 10-fachen
Ligand-induzierten Stabilisierung von c1, ., |m Gegensatz dazu wurden nur 10 % der
Rezeptor-Molekule in der Konformation c3, , stabilisiert, die selbe Menge wurde auch
nicht Ligand-abhangig stabilisiert.

Dadie Ligand-induzierten Rezeptor-K onformationen moglicherwel se eine Ursache fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse zwischen in vivo und in vitro Daten liefern konnen, wurde
der Einflul? verschiedener Parameter auf die funktionellen Konformationen des VDR in
Ligand- und Dosis-abhéngigen L PD-Assays (2.2.1.4) untersucht.
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Abb. 25: Limitierter Proteaseverdau des VDR. LDP-Assays wurden mit in vitro translatiertem,
[*S]-markierten VDR, der mit sittigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, (10 pM) vorinkubiert
worden war, durchgefiihrt. Trypsin wurde dazu gegeben und die Proben wurden fir weitere 15 min bel RT
inkubiert. Die Proben wurden durch 15 %ige denaturierende SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt. Ein
représentatives Gel ist gezeigt. Der Anteil an Ligand-stabilisiertem VDR in den Konformation c1, o, und
€3 o Wurden in Relation zum VDR-Input im Bioimager quantifiziert. Die Saulen représentieren die
Mittelwerte von Triplikat-Messungen, die Balken geben die Standardabweichung an.

3.3.5 Modulationen der funktionellen Konformationen des VDR
durch 1a,25(0OH),D,-Analoge, DNA, K oaktivatoren und
K orepressoren

Um die verschiedenen Parameter untersuchen zu kdnnen, mufite der traditionelle LPD-
Assay modifiziert werden. Die Modifikationen bestanden daran, dal? der Reaktionsansatz
neben dem VDR auch das Partnerprotein RXR, ein VDRE und K of aktor-Proteine enthielt.
Die LPD-Assays wurden mit in vitro trandatiertem, [*S]-markierten VDR und der
Endoprotease Trypsin durchgefiihrt. In DNA-unabhangigen LPD-Assays (2.2.1.4)
stabilisierte 1a,25(0H),D, bei séttigenden Ligand-Konzentrationen (10 uM) 80 % der
VDR-Molekilein der Konformationen cl, ., (Abb. 26A) und nur 20 % der VDR-
Moleklle in Konformation c3 .,, wahrend im Referenz-Experiment nur 10 % der
Molekulein der Konformation c3, ,, stabilisiert werden konnten. Dieser Unterschied kann
durch verschiedene Trand ationsanséatze erklart werden. Der EC,,-Wert betrug fur die
Konformation c1, ., 8,0 nM. Im Gegensatz zu 1a,25(0OH),D, stabilisierte Gemini (Abb.
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Abb. 26: Einflu3 verschiedener Parameter auf die funktionellen Konformationen des
VDR. LDP-Assays wurden mit in vitro trandatiertem, [®*S]-markierten VDR (A-G), in Vvitro
tranglatiertem, nicht radioaktiv-markiertem RXR (C-G) und 1 ng DR3-Typ VDRE (s. 2.1.7.6) (C-G) bei
steigenden Konzentrationen an 1a,25(OH),D; (A, C, E und G) oder an Gemini (B, D, F, H) vorinkubiert;
sowie mit circa pg GST-SRC- 1.y, 1o0 0der GST-NCOR 4702453 (Wie in der Abbildung angegeben) weiter
inkubiert, durchgefihrt. Trypsin wurde in einer End-Konzentration von 8,3 ng/ul  zugegeben und die
Proben wurden fir weitere 15 min bei RT inkubiert. Die Proben wurden durch 15 %ige denaturierende
SDS-Polyacrylamidgel e aufgetrennt. Représentative Gele sind gezeigt. Der Anteil an Ligand-stabilisiertem
VDR in Konformation ¢l o, (schwarze Punkte) und c3, o, (weil3e Punkte) wurde in Relation zum VDR-
Input im Bioimager quantifiziert. Die EC.,-Werte wurden anhand der Dosis-Wirkungskurven bestimmt.
Die Punkte reprasentieren die Mittelwerte von Triplikat-Messungen, die Baken geben die
Standardabweichung an.
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26B) bei séttigenden Konzentrationen etwa 80 % der VDR-Moleklle in Konformation
c3 ,, Mit einem EC,,-Wert von 90 nM. Eine Ligand-abhangige Stabilisierung der
Konformation c1, ., konnte nicht beobachtet werden.

Bel DNA-abhangigen LPD-Assays (2.2.1.4), bei denen neben in vitro trandatiertem,
[*S]-markierten VDR auch in vitro trandatierter, nicht radioaktiv-markierter RXR und
nicht-markiertes, doppel strangiges VDRE im Reaktionsansatz enthalten waren, zeigte sich,
dal? die heterodimere Komplexausbildung keinen Einflu® auf das durch 1a,25(0OH),D,
stabilisierte Verhdltnis der VDR-Konformationen hat. Wie auch beim DNA -unabhangigen
L PD-Assay wurden beim DNA-abhangigen LPD-Assay bel séttigenden Konzentrationen
(10 pM) an 1a,25(0H),D, 80 % der VDR-Molekile in Konformation c1, ., stabilisiert
(Abb. 26C). Es konnte jedoch keine Ligand-abhéngige Stabilisierung der Konformation
3, pp beobachtet werden. Deutliche Unterschiede zwischen dem DNA -unabhéngigen und
dem DNA-abhéngigen LPD-Assay zeigten sich allerdingsin der Ligand-Sensitivitét. Der
EC,,-Wert fur 1a,25(0OH),D, betrug beim DNA-abhangigen LPD-Assay nur 0,6 nM, d.h.
er ist um Uber einen Faktor 10 niedriger als beim DNA-unabhangigen LPD-Assay (siehe
auch Tabelle 3.3.5). Im DNA-abhangigen LPD-Assay mit Gemini zeigte sich, dal3 es zu
einer DNA-abhangigen Verschiebung der stabilisierten Konformationen kam.

In Gegenwart des VDREs wurden rund 60 % der VDR-Molekile in Konformation c1, .,
stabilisiert und nur noch rund 30 % der VDR-Molekile in Konformation c3 ., (zum
Vergleich siehe Tab. 10). Auchim Fall von Gemini ist die Ligand-Sensitivitét durch die
Komplex-Ausbildung beeinfluft (Abb. 26D). Der EC,-Wert fur die Konformation c3, .,
betrug 0,2 nM (Zunahme der Sensitivitdt um das 450-fache) und fur die Konformation
cl, ,, 0,18 nM.

Um die Bedeutung von Kofaktoren auf die Konformation zu untersuchen, wurde bel den
weiteren Untersuchungen der LPD-Assay nicht nur in Anwesenheit von DNA, sondern
auch in Anwesenheit von Koaktivatoren durchgefihrt. Im Fall von 1a,25(0OH),D, hatte
die Anwesenheit des Koaktivators SRC-1 (Abb. 26E) keinen Einflul3 auf die Menge an
stabilisierten VDR-Molekilen, das Verhédtnis der Konformationen cl, o, zu 3, , oder die
Ligand-Sengitivitdt. Bei Gemini hingegen bewirkt die Anwesenheit von SRC-1 eine
weitere Verminderung der in c3_,-stabilisierten VDR-Molekile auf nur noch 15 % (Abb.
26F).

Die Anwesenheit des Korepressors NCoR bewirkt bei 1a,25(0OH),D, eine Verringerung
der Ligand-Sensitivitét (EC,-Wert von 5,0 nM fur cl, ), hatte aber keinen Einfluf? auf
die stabiliserten VDR-Molekile (Abb. 26G). Im Fale von Gemini (Abb. 26H) fuhrt die
Anwesenheit von NCoR dazu, daf3 keine VDR-Molekile mehr in Konformation cl, .,
stabilisiert wurden. Die Menge an VDR-Molekilen, die in Konformation c3, , stabilisiert
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wurden, stieg wieder auf 50 % an. Ebenfalls kam es zu einer drastischen Abnahme der
Sengitivitét. Der EC_-Wert flr c3 ,; betrug nur noch 30 nM.

Tabeller __ _
L PD-Assay 1a,,25(0OH),D, Gemini
VDR stabilisiert | ECyWert | VDR stabilisiert |  ECg-Wert
'DNA-unabhangig | ¢, mp 80 % 8,0 "M 0% -
C3 20 % - 80 % 90,0 nM
DNA-abhangig Cl, oo 80 % 0,6 nM 70 % 0,18 nM
C3 o 0% - 30 % 0,2nM
DNA-abhangig Cl, pp 60 % 1,0nM 75 % 0,7 nM
+ SRC-1 C3 o 0% - 15 % 1,0nM
DNA-abhangig cl 70 % 5,0nM 0% -
+ NCoR [ 0% - 20 % 30,0 M

Tab. 10: Zusammenstellung der Ergebnisse der verschieden Typen an LPD-Assays fur
1a,25(0OH),D; und Gemini. Angegeben sind die EC,-Werte sowie die Mengen an stabilisierten
VDR-Molekiilen in den entsprechenden Konformationen.

3.3.6 Bedeutung der AF2-Doméane des VDR auf die M odulation der
K onfor mationen durch K ofaktoren

Die funktionelle Bedeutung der AF2-Doméne konnte in den vorangegangenen Versuchen
klar gezeigt werden. Sieist fur die Koaktivator-Interaktion des VDR essentiell. Um den
Einflul} der Kofaktoren auf die funktionellen Konformation des VDR, néher zu
charakterisieren, sollten im LPD-Assay (2.2.1.4) die AF2-Deletionsmutante VDR, 5,
(siehe auch 3.1.4 und 3.2.4) verwendet werden. Da die VDR-Korepressor-Interaktion
(3.1.4) unabhangig von der AF2-Domane des VDR ist, wahrend die VDR-K oaktivator-
Interaktion (3.2.4) durch die AF2-Domane des VDR vermittelt wird, sollte dieser Assay
den modulativen Einflul3 der Kofaktoren auf die funktionellen Konformationen des VDR
genauer untersuchen.

DNA-abhangige LPD-Assays (2.2.1.4) wurden mit VDR/VDR, ;q,,-RXR-VDRE-
Komplexen und der Endoprotease Trypsin durchgefiihrt. Ligand-abhangige
Konformationsdnderungen wurden mit sdttigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D,
und Gemini induziert und zusétzlich wurde die Wirkung von Kofaktoren untersucht
(Abb. 27A/B).
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Abb. 27: Limitierter Proteaseverdau des VDR,, und VDR LPD-Assays wurden
durchgefihrt mit in vitro trandatiertem, [*S]-markiertem VDR,, (A) oder VDRyg,, (B), der mit
séttigenden Konzentrationen (10 uM) an 1a,25(0OH),D, oder an Gemini und 1 ng DR3-Typ VDRE des
Ratten ANF-Promotors vorinkubiert sowie mit circa 5 g GST-SRC-1gg5,40 Oder GST-NCOR 676 2453
inkubiert waren. Trypsin wurde in einer End-Konzentration von 8,3 ng/pl dazugegeben und die Proben
wurden fUr weitere 15 min bei RT inkubiert. Die Proben wurden durch 15 %ige denaturierende SDS-
Polyacrylamidgele aufgetrennt. Der Anteil an Ligand-stabilisiertem VDR in Konformationen c¢1, pp,
(schwarze Saulen) und c3 p (weile Saulen) wurde in Relation zum VDR-Input im Bioimager
quantifiziert. Die Saulen reprasentieren die Mittelwerte von Triplikat-Messungen, die Balken geben die
Standardabwei chung an.

Die Versuchsreihe mit VDR, bestétigt, daf3 durch 1a,25(0H),D, fast alle VDR-Molekile
in der Konformation cl, ., (Abb. 27A) stabilisiert werden und dies minimal durch die
Anwesenheit von Koaktivatoren oder Korepressoren beeinflufd wird. Durch Gemini
werden die VDR-Molekile, mit Ausnahme in Gegenwart von NCoR, ebenfalls in der
Konformation cl ., stabilisert. Dadurch werden die Untersuchung mit VDR,
tberwiegend durch die Konformation c1, ., charakterisiert.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen ist das Muster, welches man im DNA-abhéngigen
LPD-Assays mit VDR,, 4, €rhdlt, von Konformation c3 ., gepragt (Abb. 27B). Nur in
Anwesenheit von 1a,25(0H),D, und SRC-1 konnten ungefahr gleiche Mengen an c1, .,
und c3, , stabilisiert werden (Stabilisierung beider Komplexe von etwa 40 % des Input),
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wahrend unter alen anderen Bedingungen nur etwa 20 % der VDR-Molekile in
Konformation c1, , und 40 - 80 % in Konformation c3, ., stabilisiert wurden.

3.3.7 Ligand-induzierte und Korepressor-modulierte Dissoziation des
VDR-RXR-Heterodimers vom Korepressor

Die Anwesenheit von NCoR fihrt zu ener préferenzidlen Stabiliserung von
Konformation c3, ., vor allem bei den durch Gemini-induzierten Konformationen. Der
Einfluld dieser Stabilisierung auf den VDR-Korepressor-Komplex bzw. auf die Ligand-
abhéngige VDR-Korepressor-Dissoziation sollte ndher charakterisiert werden.

Die Dissoziation des Korepressors NCoR von DNA-gebundenen VDR-RXR-
Heterodimeren durch 1a,25(0OH),D, oder Gemini wurde im Supershift-Assay (2.2.1.3)
untersucht (Abb. 28). Die VDR-RXR-VDRE-NCoR-Komplexe sowie die VDR-RXR-
VDRE-Komplexe wurden im Verhdtnis zur freien DNA quantifiziert. Die Supershifts mit
Korepressoren sind nicht einfach zu interpretieren, well die Menge des VDR-RXR-
VDRE-NCoR-Komplexes zusétzlich durch die Ligand-abhéngige Stabiliserung des
VDR-RXR-Heterodimers an der DNA beeinflufdt wird. Daher wurde eine Darstellung
gewahlt, bei der die Dosis-abhangige Veranderung des Verhdltnisses von VDR-RXR-
VDRE-NCoR-Komplexen zu VDR-RXR-VDRE-Komplexen dargestellt ist. Diese
Darstellung erlaubt eine Aussage Uber die Ligand-induzierte Dissoziation des VDR-RXR-
VDRE-NCoR-Komplexes. Beide Komplexe wurden quantifiziert und anschlief3end wurde
das Verhdtnis der Komplexe zueinander bestimmt. Dieses Verhaltnis wurde gegen die
Ligand-Konzentration aufgetragen. Aus den Dosis-Wirkungskurven konnen die 1C,,-
Werte bestimmt werden.

Durch die Zugabe des natlrlichen Hormons wurde das Verhdtnis des Supershift-
Komplexes zum heterodimeren Komplex um einen Faktor von 3,4 reduziert (von 1,7 auf
0,5). Der 1C,,-Wert betrug 0,065 nM (Abb. 28A). Fir Gemini konnte nur ein Faktor von
1,9 fur die Abnahme dieses Verhaltnisses berechnet werden (von 1,5 auf 0,8). Der IC,,-
Wert betrug 0,1 nM (Abb. 28B). Beide Analoge zeigten demnach ungeféhr die gleiche
Sengtivitét fur die Korepressor-Dissoziation, es gibt keine signifikanten Unterschied
zwischen den 1C,-Werten. Das nattirliche Hormon induziert aber wesentlich effektiver die
V DR-Korepressor-Dissoziation. In Anwesenheit séttigender Konzentrationen an Gemini
sind im Vergleich zum natiirlichen Hormon etwa noch doppelt so vide VDR-NCoR-
Komplexe vorhanden, die nicht dissoziiert sind.
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Abb. 28: Ligand-abhangige Modulation der Korepressor-Dissoziation. Supershift-Assays
wurden mit in vitro trandatierten VDR-RXR-Heterodimeren und bakteriell Uberexprimierten GST-
NCOR ;576 245, UNd dem [*2P]-markiertem DR3-Typ VDRE des Ratten ANF-Promotors bei steigenden
Konzentrationen an 1a,25(0OH),D,; und Gemini durchgefihrt. Protein-DNA-Komplexe wurden durch 8
%ige nicht-denaturierende Polyacrylamidgel e getrennt. Reprasentative Ergebnisse sind gezeigt. Die Menge
an VDR-RXR-VDRE-NCoR-Komplex im Verhdltnis zur entsprechenden VDR-RXR-VDRE-Komplex
wurde im Bioimager quantifiziert. Jeder Datenpunkt représentiert den Mittelwert von Triplikat-Messungen,
die Balken geben die Standardabweichung an. Die | C,-Werte wurden anhand der Dosis-Wirkungskurven
bestimmt.

3.3.8 Bedeutung der Ligand-induzierten Verminderung der
K or epressor -Dissoziation vom Heter odimer in vivo

Im Luciferase-Reportergen-Assay (2.2.2.2) in Cos-7 Zellen wurde die Folgen der durch
Gemini deutlich schlechter induzierten Korepressor-Dissoziation auf eine VDR-abhangige
Genaktivierung untersucht. Cos-7 Zellen wurden transient mit dem (DRS3),-LUC-
Konstrukt, Expressionsvektoren for VDR, RXR und wie angegeben, mit NCoR
transfiziert. Die Genaktivierung des Reportergens durch 100 nM 1a,25(0H),D, oder
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Gemini wurde bestimmt und als Stimul ationsfaktor bezogen auf die Ethanol-Kontrolle
dargestelit.

1a,25(0H),D, induziert in Abwesenheit von NCoR eine Stimulation des (DR3),-LUC-
Reportergens um das 18-fache und Gemini um das 15-fache der Ethanol-Kontrolle (Abb.
29). Die beiden Analoge zeigen demnach bel séttigenden Ligand-K onzentrationen, ohne
Korepressor Uberexpression, keine signifikanten Unterschiede und bestétigen das unter
3.3.2 ezielte Ergebnis, kdnnen somit a's gleich potent angesehen werden.
Interessanterweise reduzierte die Uberexpresson von NCoR die 1a,25(0OH),D,
vermittelte Genaktivierung um den Faktor von 1,6 auf eine immer noch 11-fache
Stimulation des Reportergens. Dagegen bewirkt die Uberexpression von NCoR eine
Reduktion der von Gemini vermittelten Stimulation des Reportergens um den Faktor 3,6.
Die Stimulation des Reportergens betragt bei Uberexpression von NCoR und Stimulation
mit Gemini nur noch das 4,2-fache. Dies bedeutet, dal3 in Gegenwart von NCoR die durch
1a,25(0OH),D, vermittelte Genaktivierung fast dreimal stérker ist als die durch Gemini
vermittelte Genaktivierung.

W kein Korepressor
O 5,0 pg NCoR

1l

EtOH 1¢,25(0H),D; Gemini

N
o

H
© Stimulaffonsfaktor S

Abb. 29: Modulation der Ligand-vermittelten funktionellen Aktivitat durch NCoR.
Luciferase-Reportergen-Assays wurden in Cos-7 durchgefihrt, in denen mittels transienter Transfektion das
(DR3),-LUC-Konstrukt sowie Expressionsvektoren fir VDR, RXR (in allen Proben, schwarze Séaulen)
und NCoR (wie in der Abbildung angegeben, weif3e Sdulen) Uberexprimiert worden waren. Die Zellen
wurden vier Stunden nach der Transfektion mit 100 nM an 1a,25(OH),D; oder Gemini fir 16 Stunden
stimuliert. Die Stimulation der auf die b-Galactosidase-Aktivitét normierten Luciferase-Aktivitdten wurden
in Bezug zur Ethanol-Kontrolle berechnet und al's Stimulationsfaktoren angegeben. Jede S&ule représentiert
den Mittelwert von Triplikaten, die Balken geben die Standardabweichung an.

3.3.9 Antagonistische Konformation des VDR: c2, .,

Neben den Konformationen c1, ., und c3 ., gibt es eine weitere VDR-Konformation
(€2, ), die durch einige Analoge wie z.B. ZK159222 induziert werden kann. ZK 159222
zeichnet sich durch eine langere Seitenkette und elne zusétzliche Cyclopropyl-Gruppe aus.
Die durch ZK159222 induzierten Konformationen des VDR wurden in DNA-
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unabhéngigen und DNA-abhéangigen LPD-Assays (2.2.1.4) mit in vitro trandatiertem,
[*S]-markiertem VDR und der Endoprotease Trypsin in Anwesenheit von sitigenden
Konzentrationen an ZK159222 (10 uM) untersucht (Abb. 30).

Nach dem Proteaseverdau und der Auftrennung der Protein-Fragmente auf 15 %igen
denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen erhdlt man neben den beiden Protease-
resistenten Fragmenten (c1, ,, und c3 ;) die auch mit 1a,25(0OH),D, erhalten wurden
(Abb. 25), ein weiteres Protease-resistentes Fragment mit einer Molekularmasse von
ungefdhr 25 kD. Dieses Fragment représentiert die Konformation c2 ... Die
Stabiliserung dieser Konformation erfolgt ausschliefdich Ligand-abhéngig, in der
Ethanol-Kontrolle ist keine Stabiliserung der Konformation c2 ., erkennbar. Bei
séttigenden Konzentrationen an ZK 159222 wurden bis zu 25 % des gesamten VDR in
dieser Konformation stabilisiert. Aber auch ZK 159222 stabilisiert den VDR Uberwiegend

[3°S]-VDR*
10 uM ZK 159222 - - + +
RXR + DR3-Typ VDRE - - +
Trypsin - + + +
VDRFL_
o
28kD 0
25kD — = E —C2 pp
e
23kD - C3LPD
100, mcl
o c2
go{ O3
] RXR +
Q DR3-type
60 1 VDRE
X
404
201
04
10 uM ZK 159222 - + +

Abb. 30: ZK 159222 stabilisierte Rezeptor-Konformationen. LPD-Assays wurden mit in
vitro translatiertem, [*S]-markierten VDR, der mit sittigenden Konzentrationen an ZK 159222 (10 pM)
vorinkubiert worden war, durchgefiihrt. Trypsin wurde dazugegeben und die Proben wurden fir weitere 15
min bel RT inkubiert. Die Proben wurden durch 15 %ige denaturierende SDS-Polyacrylamidgele
aufgetrennt. Ein représentatives Gel ist gezeigt. Der Anteil an Ligand-stabilisiertem VDR in den
Konformation ¢l g, €2 pp, UNd €3, 5, Wurden in Relation zum VDR-Input im Bioimager quantifiziert.
Die Saulen représentieren die Mittelwerte von Triplikat-Messungen, die Baken geben die

Standardabwei chung an.

in dieser Konformation. Aber auch ZK 159222 stabilisiert den VDR Uberwiegend in der
Konformation c1, ., (biszu 50 %). Die zusétzliche Bindung an DNA beeinflul® die
Konformation c2, ., kaum, in DNA-abhéngigen Assays konnte konnten nur geringe
Unterschiede gezeigt werden.
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3.3.10 Ligand-induzierte Blockade einer VDR-K oaktivator-Interaktion

Der Einflul3 von ZK159222 und somit der Einfluf3 der Ligand-stabilisierten Konformation
C2 ,p auf die VDR-Koaktivator-Interaktion sollte in vitro im GST-Pulldown Assay
untersucht werden.

Im GST-Pulldown Assays (2.2.1.9) mit GST-TIF2,,,,-Fusionsprotein und in vitro
trandatiertem, [*S]-markierten VDR konnte eine Ligand-induzierte VDR-TIF2,,4 o0
Interaktion des an 1a,25(0OH),D, gebundenen VDR gezeigt werden (Abb. 31). Hierbei
konnten 18 % des VDR-Input prézipitiert werden. Dies weicht geringfligig von den unter
3.3.2 gezeigten Ergebnissen ab, was madglicherweise durch unterschiedliche Protein-
Aufreinigungen erklart werden kann. Mit dem an ZK 159222 gebundenen VDR konnte
dagegen keine Kofaktor-Interaktion beobachtet werden. ZK159222 vermittelte keine
signifikant hthere VDR-Prézipitation als die Ethanol-Kontrolle (circa 2 %).

% Input

S5ST-TI F 2446026

10 uM 1a,25(0H),D5 - - + -
10uM ZK159222 - - -+
[355]—VDR* e —

] EtOH
B 10 UM 1, 25(0H),D5
0 10 pM ZK 159222

20 -
E
£10
X
ol 1 I

GST-TIF265.906

Abb. 31: ZK159222 stimuliert keine VDR-Koaktivator-Interaktion. GST-Pulldown
Assays wurden mit in vitro translatiertem, [*S]-markierten VDR und bakteriell tiberexprimiertem GST-
TIF2446.656 durchgefiihrt. Der VDR wurde fir 20 min bei RT mit Ethanol, 10 uM 1a,25(0OH),D; oder 10
UM ZK 159222 vorinkubiert. Ein reprasentatives Gel ist gezeigt. Der prozentuale Anteil an prézipitiertem
VDR im Verhéltnis zum Input wurde im Bioimager quantifiziert. Die Saulen représentieren den Mittelwert
von Triplikat-Messungen, die Balken geben die Standardabweichung an. *** steht fur p < 0,0001 und
bezieht sich auf den Wert von 1a,25(0OH),D,.
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3.3.11 Bedeutung der Ligand-induzierten Blockade der VDR-
K oaktivator-Interaktion flr ein in vivo System

Analoge, die keine Interaktion des VDR mit Koaktivatoren vermitteln wie es fir
ZK159222 gezeigt werden konnte, sollten in vivo keine Genaktivierung induzieren
konnen.

Die VDR induzierte ZK159222-abhangige Aktivierung eines Luciferase-Reportergens
wurde in HeLa-Zellen mit Hilfe des Mammalian-One-Hybrid-Assay (2.2.2.2) untersucht.
In den Zelen wurden mittels transienter Transfektion das GAL4,,,-VDR gp-
Fusionsprotein und das (Gal4),-LUC-Konstrukt (2.1.7.4) Uberexprimiert und mit
steigenden Konzentrationen an ZK159222 simuliert. Die auf die Proteinmenge
normalisierten Luciferase-Aktivitdten wurden als Stimulationsfaktoren bezogen auf die
Ethanol-Kontrolle dargestelIt und gegen die Ligand-Konzentration aufgetragen. Die Kurve
zeigt, dal3 ZK159222 so gut wie keine Genaktivierung induzieren kann. Die Dosis-
Wirkung ist gering (Abb. 32). ZK159222 induziert eine siebenmal geringe Aktivierung
des Luciferase-Reportergens as 1a,25(0OH),D,, mit einer nur 3-fachen Stimulation,
wahrend 1a,25(0OH),D, eine 22-fache Stimulation vermittelte (siehe 3.2.1). Der EC,-
Wert flr ZK 159222 betrug 120 nM, wahrend fur 1a,25(0OH),D, ein EC,,-Wert von 0,9
nM (ebenfalls 3.2.1) bestimmt worden war. ZK159222 stimuliert demnach nur ganz
schwach die Genaktivitét eines Reportergens.

201 HelL a
E ECs,= 120 1M
g

10
2

oq:ﬁ&.t::f

EtOH -12 -1 -10 -9 -8 -7 -6
log([ZK 159222] in M)

Abb. 32: Funktionelle Charakterisierung von ZK 159222 im Mammalian-One-Hybrid-
System. Luciferase-Reportergen-Aktivitat wurde in HeL a-Zellextrakten bestimmt, die mittels transienten
Transfektion das (Gal4),-L UC-Konstrukt sowie das GAL 45, VDR, g Fusionsprotein Uberexprimierten.
Die Zellen wurden vier Stunden nach der Transfektion fir 16 Stunden mit steigenden Konzentrationen an
ZK 159222 inkubiert. Die Stimulation der auf die Proteinmengen normalisierten Luciferase-Aktivitaten
wurde in Bezug auf die Ethanol-Kontrolle berechnet. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert von
Triplikat-Messungen. Die Balken geben die Standardabweichung an. Der EC,,-Wert der Ligand-induzierten
Reportergen-Aktivitdt wurde aus der Dosis-Wirkungskurve bestimmt.
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3.3.12 Charakterisierung antagonistischer Effekte von ZK 159222

Andoge, die kompetitiv zu 1a,25(0H),D, sind, jedoch nicht in der Lage sind, eine
Genaktivierung zu vermitteln, werden a's Antagonisten bezeichnet. Analoge die noch eine
geringe Genaktivierung vermitteln, werden a's Partial-Antagonisten bezeichnet.
Antagonistische Effekte von ZK159222 auf die 1a,25(0OH),D ,-vermittelte Genaktivierung
wurdenin vivo im Reportergen-Assay (2.2.2.2) in Cos-7 Zellen und in vitroim Super shift-
Assay (2.2.1.3) genauer untersucht. In Cos-7 Zedlen, wurden mittels transienter
Transfektion VDR und RXR zusammen mit dem (DR3),-LUC-Konstrukt tberexprimiert
worden waren, wurden steigende Mengen ZK159222 gegen eine konstanten
la,25(0OH),D,-Konzentration von 10 nM titriert. Die Luciferase-Aktivitdt wurde als
Stimul ationsfaktor bezogen auf die Ethanol-Kontrolle dargestellt und gegen die Ligand-
K onzentration aufgetragen.

Dieser Versuch zeigt deutlich, dal3 die Stimulation des Reportergens mit steigenden
ZK 159222 Konzentrationen sinkt (Abb. 33A). Ein 100-facher Uberschul? an ZK 159222
reduzierte die 1a,25(0OH),D ,-vermittel te Genaktivitét von einem Stimulationsfaktor von 9
auf eine gerade mal 3-fache Stimulation. Die verbleibende Genaktivitét ist dadurch bedingt,
das es sich bei ZK159222 um einen Partial-Antagonisten handelt. Ein halbmaximaler
antagonistischer Effekt von ZK 159222 wurde bel einer zwei- bis dreifachen Konzentration
an 1a,25(0H),D, beobachtet.

In Supershift-Assays (2.2.1.3d) mit GST-TIF2;,, o, Vermittelten 10 nM 1a,25(0H),D,
einen Supershift des VDR-RXR-VDRE-Komplexen in den VDR-RXR-VDRE- TIF2,,,.
os-Komplex, wahrend die Stimulation mit 10 uM ZK 159222 zu keinem Supershift des
VDR-RXR-VDRE-Komplexes fuihrte (Abb. 33B). Eine Titration von ZK159222 gegen
konstante Konzentrationen (10 nM) an 1a,25(0H),D, bewirkte eine deutliche Abnahme
des VDR-RXR-VDRE-TIF2,, 4,.-Komplexes und eine damit einhergehende Zunahme
des VDR-RXR-VDRE-Komplexes. Die Kombination von 10 nM 1a,25(0OH),D, und 10
MM ZK 159222 resultierte in einer etwa gleich starken Ausbildung beider Komplexe.

Aus den Untersuchungen geht hervor, dal3 ZK159222 ein Partia-Antagonist ist. Ein
hundertfacher UberschuR an ZK159222 reicht aus, um kompetitiv zum natiirlichen
Hormon zu wirken.
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Abb.: 33: Dosis-Abhéngigkeit des antagonistischen Effektes von ZK 159222 in vivo
und in vitro. Luciferase-Reportergen-Assays (A) wurden mit Cos-7 Zellextrakten durchgefiihrt, die
transient mit dem (DR3),-LUC-Konstrukt und den Expressionskonstrukten fir VDR und RXR transfiziert
worden waren. Die Zellen wurden vier Stunden nach der Transfektion mit konstanten Konzentrationen an
1a,25(0OH),D; (10 nM) und steigenden Konzentrationen an ZK 159222 fiir 16 Stunden stimuliert. Die
Stimulation der auf die b-Galactosidase-Aktivitét normierten Luciferase-Aktivitaten wurden in Bezug zur
Ethanol-Kontrolle berechnet und als Stimulationsfaktoren angegeben. Super shift-Assays (B) wurden mit
in vitro translatierten VDR-RXR-Heterodimeren, die mit etwa 3,0 ug bakteriell exprimiertem GST-
TIF2446.006-FUSiONSprotein bei séttigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D; (10 nM) und steigenden
Konzentrationen an ZK 159222 vorinkubiert und anschlieRend mit [*P]-markiertem DR3-Typ VDRE des
Ratten ANF-Promotors weiter inkubiert. Die Trennung der VDR-RXR-VDRE- bzw. der VDR-RXR-
VDRE-TIFZ,ss-KOomplexe von der freien DNA erfolgte durch 8 %ige nicht-denaturiernde
Polyacrylamidgele. Ein repréasentatives Gel ist gezeigt. Die Menge an VDR-RXR-VDRE- (graue Balken)
oder VDR-RXR-VDRE-K of aktor-Komplexen (Super shift; schwarze Balken) im Verhéltnis zur freien DNA
wurde im Bioimager quantifiziert. Jede Saule représentiert den Mittelwert von Triplikaten, die Balken
geben die Standardabweichung an. *** steht fir p < 0,0001 und ** steht fir p < 0,001 bezogen auf den
1a,25(0H),D,-Wert
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4. Diskussion

4.1 Interaktion des VDR mit Korepressoren - Das M odell der
VDR-ver mittelten Genrepression

VDR-RXR-VDRE-Komplexe stellen den Ausgangspunkt fur multiple 1a,25(0OH),D,-
Signawege dar. Sie werden als Grundlage fur den molekularen Mechanismus der
Genregulation von 1a,25(0OH),D,-regulierten Genen verstanden. Die Regulation der
Expression dieser Gene erfolgt Uber Interaktion des VDR mit Kofaktoren. Dabel ist es
wichtig, dald 1a,25(0OH),D,-regulierte Gene in Abwesenheit von Ligand ausgeschaltet
sind.

Fur ein Verstdndnis der Genrepression von 1a,25(OH),D,-regulierten Genen sind
Untersuchungen zur Interaktion des VDR mit Korepressoren von Bedeutung, da die
Repression moglicherweise durch Interaktion des VDR mit Korepressoren bedingt ist.

Im Reportergen-Assay konnte unter in vivo Bedingungen gezeigt werden, dal3 der VDR
Uber intrinsische repressorische Aktivitét verfligt. Da diese sensitiv gegentber dem
Histon-Deacetylase-Inhibitor TSA ist, erfolgt demnach die VDR-vermittelte Repression
Uber den eablieten Sin3-HDAC-Weg (Abb. 34). Histon-Deacetylasen und
Chromatinverdichtung sind an der Repression von 1la,25(0OH),D,-regulierten Genen
beteiligt. Auf dem natirlichen, komplexen VDRE aus dem Promotor des humanen
Osteocalcin-Gensiist die intrinsische repressorische Eigenschaft des VDR schwécher, als
fur anderer nukledrer Rezeptoren der Klasse Il wie z.B. fur T,R und RAR gezeigt wurde
[80; 83]. Im Mammalian-One-Hybrid-System dagegen zeigte der VDR im direkten
Vergleich mit dem T,R deutlich stérker repressorische Eigenschaften [136]. Vom
komplexen VDRE war bekannt, dal? der VDR auf diesem Element sowohl als Homo- als
auch al's Heterodimer binden kann [139; 140]. Die Uberexpression des Partnerrezeptors
RXR hatte jedoch keinen Einflul® auf die Repression des komplexen VDRES. Diese
Befunde deuten daraufhin, dal? eine VDR-vermittelte Repression nicht nur durch VDR-
RXR-Heterodimere, sondern auch durch andere V DR-beinhaltende Komplexe wie zum
Beispiel den VDR-VDR-Homodimer und den VDR-RAR-Heterodimer bewirkt werden
konnen.
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Abb. 34: Modell der Repression von Hormon-regulierter Gene. Dargestellt ist der als Sin3-
HDAC-Weg bezeichnete Weg dar Repression von Genen. Der nukledre Rezeptor interagiert in
Abwesenheit von Ligand mit Korepressoren. Diese Proteine konnen ihrerseits mit Histon-
Deacetyltransferasen interagieren. Deacetylierung von Histonen fuhrt zu einer Chromatinverdichtung.

Nach dem gangigen Modell der VDR vermittelten Repression bindet der VDR als Homo-
oder Heterodimer an das VDRE und in Abwesenheit von 1a,25(0OH),D, kommt es zur
Interaktion des Rezeptor-K omplexes mit Korepressoren (Abb. 34). Die Korepressoren
interagieren mit Histon-Deacetylasen, die Deacetylierung von Histonen bewirkt eine
stérkere Kondensation des Chromatins. Dadurch ist eine Transkription des Gens nicht
maoglich.

Eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen dem VDR und den beiden untersuchten
Korepressoren NCoR und Alien konnte nachgewiesen werden (Abb. 15). Diese
Interaktion ist Ligand-abhangig in Sinne einer VDR-Korepressor-Dissoziation bel
steigenden Konzentrationen an 1a,25(0OH),D, (Abb. 16A). Die beobachtete VDR-
NCoR-Interaktion war etwa 3-4 mal schwéacher al's die bekannte T,R-NCoR-Interaktion
[136]. Interessanterweise konnte auch ersmaig eine VDR-Alien-Interaktion
nachgewiesen werden. Alien ist ein deutlich kleinerer Korepressor (34 kD) als NCoR und
SMRT und zeigt keine erkennbaren Homologien zu diesen. Von Alien war bekannt, dal3 er
mit T,R und dem Ecdyson-Rezeptor, jedoch nicht mit dem RAR interagieren kann [84].
Die Interaktion von VDR mit Alien war in etwa genauso stark wie die T;R-Alien
Interaktion [136].

Auf der Ebene der Protein-Protein-Interaktion zeigte sich die VDR-Alien-Interaktion zwar
schwécher als die VDR-NCoR-Interaktion, funktionell konnte aber kein Unterschiede
zwischen den beiden untersuchten Korepressoren festgestellt werden (Abb. 16B). Die
Interaktion zwischen VDR und Alien scheint sogar geringfligig effektiver zu sein, da
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sowohl in vivo asauch in vitro hdhere 1a,25(0OH),D,-Konzentrationen bendtigt wurden,
um den VDR-Alien-Komplex zu dissoziieren (Abb. 16A/B).

Der VDR-RXR-Heterodimer scheint hauptsachlich tiber den VDR mit Korepressoren zu
interagieren. Eine Interaktion zwischen RXR und NCoR konnte zwar nachgewiesen
werden, diese war alerdings deutlich schwéacher als die VDR-NCoR-Interaktion [84].
Auchdie invivo Daten aus dem Reportergen-Assay (3.1.1) bestétigen, daf’3 der RXR
keinen Einfluf? auf die Repression des Reportergens hat.

Ligand-Bindung des VDR fuhrt zu einer Konformationsdnderung von H12 und vor alem
zu einer Konformationsénderung der als AF2-Domane bezeichneten Transaktivierungs-
funktion des Rezeptors. Daher bestand die hypothetische Annahme, dal3 die Aminosauren
der AF2-Domaéne Einfluf? auf die Ligand-induzierte Dissoziation des VDR-K orepressor-
Komplexes haben kénnten. Die Untersuchungen mit einer VDR-Mutante, der die AF2-
Domane fehite (VDR, ;5,,), €rgaben aber, dald die AF2-Domane keinen Einflul3 auf die
VDR-Korepressor-Interaktion oder die Ligand-induzierte Dissoziation des VDR-
K orepressor-Komplexes hat (Abb. 17).

Neuere Ergebnisse zeigen, dal3 fur die Interaktion nuklegrer Rezeptoren mit NCoR eineals
CoR-Box bezeichnete Region hoch konservierter Aminosauren in H1 wichtig zu sein
scheint [80]. Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen mit dem VDR,
sox ZEigten aber keine deutlichen Beweise dafr, dal? diese Aminosauren tatsachlich fir die
Interaktion mit den Korepressoren von Bedeutung sind (Daten nicht gezeigt). Andere
Aminosauren in H1 sowie in H10 und H11 werden diskutiert, zur Zeit sind die an der
Rezeptor-K orepressor-Interaktion beteiligt Aminosauren aber noch nicht bekannt.

Die Ligand-Bindung an den Rezeptor induziert darauf folgend die Korepressor-
Dissoziation. Eine vollstéandige Dissoziation des VDR-Korepressor-Komplexes bei
séttigenden 1a,25(0H), D ,-K onzentrationen konnte allerdings weder in vivo noch in vitro
nachgewiesen werden. Eine Erklarung fir diesen Effekt konnte sein, dal3 es zwel
verschiedene Typen von VDR-K orepressor-K omplexen gibt. Bei dem einen Typ reagiert
der VDR auf den Liganden und es kommt zur Dissoziation des VDR-Korepressor-
Komplexes. Bel dem anderem Typ ist der VDR maoglicherweise durch den Korepressor
so blockiert, daf3 er nicht auf den Liganden reagieren kann. Dieser VDR-RXR-VDRE-
Komplex kann dann nicht an Ligand-induzierten Prozessen wie der Interaktion mit
Koaktivatoren teilnehmen. Ahnliches konnte fir den RAR-RXR-Komplex auf einem
DR1-Typ responsven Element gezeigt werden [141]. Solche VDR-Korepressor-
Komplexe kénnten an der Ligand-induzierten Repression von Genen betelligt seinwie sie
fur das PTH-Gen gezeigt werden konnte [123].
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Die Untersuchungen zur VDR-vermittelten Genrepression zeigen, dal3 der VDR Uber
intrinsische repressorische Eigenschaften verfugt. 1a,25(0H),D,-regulierten  Gene
werden durch Interaktion des VDR mit Korepressor unter Beteiligung von Histon-
Deacetylasen reprimiert. Die AF2-Domane ist an der Korepressor-Interaktion des VDR
nicht beteiligt. Ein Teil der VDR-Korepressor-Komplexe dissoziiert nicht bel Ligand-
Zugabe.

4.2 Interaktion desVDR mit Koaktivatoren - Das M odell der
VDR-ver mittelten Genaktivierung

Die Signal Ubertragung von nukledren Hormonen ist ein spezifischer und direkter Weg der
Genregulation. Sie erfolgt durch Bindung des Liganden an den nukledren Rezeptor. Der
Ligand-gebundene Rezeptor bewirkt durch Interaktion mit Koaktivatoren eine
Genaktivierung der entsprechenden Hormon-regulierten Gene. VDR-Koaktivator-
Komplexe stellen somit die Grundlage fur ein Verstdndnis der Expression von
1a,25(0OH),D ,-regulierten Genen dar.

Im Mammalian-One-Hybrid-Assay mit der VDR-LBD konnte gezeigt werden, dal3 die
Ligand-Bindung der LBD ausreicht, um eine transaktivierende Wirkung zu erzeugen. Fir
1a,25(0OH),D, konnte eine Stimulation des Reportergens um das 22-fache beobachtet
werden. Diese Stimulation ist dadurch bedingt, da3 der VDR mit Koaktivatoren
interagieren kann. Eine VDR-K oaktivator-1nteraktion konnte in DNA -unabhangigen und
DNA-abhdngigen Assays nachgewiesen werden. Die Interaktion des VDR mit
verschiedenen Mitgliedern der SRC-Familie (SRC-1, TIF2 und RAC3) zeigte keine
signifikanten Unterschiede. In vivo kénnen sich die Kofaktoren gegenseitig ersetzten
[127].

Die VDR-Koaktivator-Interaktion ist wie bel allen anderen nukledren Rezeptoren strikt
Ligand-abhéngig [129]. Die Aminosauren des VDR, die an einer direkten Interaktion mit
den Koaktivatoren betelligt sind, waren bereits friher identifiziert worden [129]. Es
handelt sich hierbel um die Aminosauren L417, E420 und F422, die sich in der AF2-
Domaéne des VDR befinden. Die Bedeutung dieser Aminosauren fur die VDR-K ofaktor-
Interaktion konnte in dieser Arbeit bestétigt werden (Abb. 21). Die strikte Ligand-
Abhangigkeit der Kofaktor-Interaktion ist dadurch bedingt, dal3 die fir die Interaktion
essentiellen Aminosduren nur im Ligand-gebundenen Zustand exponiert sind. Diese
essentiellen Aminosauren der AF2-Doméne sind innerhalb der Superfamilie der nukledren
Rezeptoren hoch konserviert.
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Mittlerweile konnten weitere Aminosauren im VDR identifiziert werden, diefir die VDR-
K oaktivator-Interaktion von Bedeutung sind. Es handelt sich um die Aminosauren Y 236
[142] und K246 [143], die beide in H3 liegen. Hierbei handelt es sich um Aminos&uren,
die nicht in alen nukledren Rezeptoren konserviert sind. Interaktionspunkte auf3erhalb der
AF2-Doméne erkléren vielleicht auch, warum mehrere LXXLL-Motive in den Kofaktoren
zu finden sind und warum unterschiedliche LXXLL-Motive fur die Interaktion mit
verschiedenen nukleéren Rezeptoren von Bedeutung sind [68; 144].

Die Fahigkeit von VDR-RXR-Heterodimeren, mit unterschiedlich strukturierten VDRES
zu interagieren, erfordert bei den Koaktivatoren hohe Flexibilitét. Diese Flexibilitét scheint
jedoch gewdhrleistet zu sein, denn es konnten keine Unterschiede in der
Interaktionsfahigkeit zwischen verschiedenen VDR-RXR-VDRE-Komplexen und den
K of aktoren der SRC-Familie gefunden werden [145].

Das gangige Modell der Ligand-induzierten Aktivierung von Hormon-regulierten Genen
ist zur Zeit das folgende: Die Ligand-Bindung des Rezeptors fihrt zu einer
Konformationsanderung der LBD samt AF2-Doméne. Diese Konformationsanderung
bewirkt, dal3 die bisher verborgenen Aminosauren in der AF2-Domane exponiert werden
und damit fur Kofaktoren zuganglich sind. Die Interaktion der Kofaktoren mit Histon-
Acetylasen wie z.B. CBP/p300 oder p/CAF bewirkt eine Offnung des Chromatins (Abb.
35).

CBP/p300
SRC-1
Histon-Acetylierung TIF2 Histon-Acetylierung
RAC3 p/CAF

W -9

Abb. 35: Modell der Ligand-induzierten Aktivierung der Transkription von Hor mon-
regulierten Genen - erster Schritt. Hierbel handelt es sich um den ersten Schritt der
Genaktivierung. Nach der Ligand-induzierten Konformationsénderung der LBD kommt es zur Interaktion
des Rezeptors mit Kofaktoren. Diese interagieren dann ihrerseits mit Proteinen, die tUber Histon-
Acetylaseaktivitét verfiigen. Durch die Acetylierung der Histone kommt es zur Offnung des Chromatins.

Es konnte inzwischen gezeigt werden, dal3 der VDR und andere nukledre Rezeptoren im
Ligand-gebundenen Zustand mit einem aus bis zu 15 Proteinen bestehenden Komplex
[146] interagieren. Dieser Komplex wurde als DRIP- (vitamin D, receptor interacting
proteins, [68; 144; 147; 148]) oder TRAP- (thyroid receptor activating proteins, [149]),
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Komplex bezeichnet. Dieser Komplex beinhaltet erstaunlicherweise nicht die
Koaktivatoren der SRC-Familie.

Der DRIP/TRAP-Komplex bindet Ligand-abhéngig Uber eine einzige Untereinheit
(DRIP205 bzw. TRAP220) an die Rezeptoren. Die beiden Proteine DRIP205 und
TRAP220 sind identisch. Sie verfligen wie die Proteine der SRC-Familie tber LXXLL-
Motive, mittels derer sie mit den nukledren Rezeptoren interagieren. Die Interaktion
nukledrer Rezeptoren mit dem DRIP/TRAP-Komplex erfolgt Uber die stark konservierten
Aminosauren der AF2-Doméne. Im DRIP-Komplex konnte keine HAT-AKktivitét
nachgewiesen werden, demnach ist der Komplex nicht an der Modulation des Chromatins
beteiligt. Es wird daher angenommen, dal3 es nach der Offnung des Chromatins durch die
Proteine der SRC-Familie zu einem Austausch des Koaktivator-Komplexes kommt.
Einige der Proteine waren bereits al's Mediator/Srb-Proteine identifiziert. Diese Proteine
interagieren direkt mit den Proteinen der basalen Transkriptionsmaschinerie. Es war daher
nicht erstaunlich, dal3 eine Interaktion des DRIP/TRAP-Komplexes mit der RNA-
Polymerase || nachgewiesen werden konnte [150; 151].

Das Modell der Genregulation Hormon-regulierter Gene wird um einen weiteren Schritt
erganzt (Abb. 36). Wahrend die Aufgabe der Proteine der SRC-Familie in einer Ligand-
abhangigen Offnung des Chromatins zu liegen scheint, hat der zweite Komplex die
Aufgabe eine Interaktion mit der RNA-Polymerase |1 zu vermitteln. Die Faktoren, die den
Austausch der K oaktivatoren bedingen, und der Mechanismus dieses Austausches sind
bislang unbekannt.

I nteraktion
|

| .

Abb. 36: Modell der Ligand-induzierten Aktivierung der Transkription von Hormon-
regulierten Genen - zweiter Schritt. Nach der Offnung des Chromatins interagiert der VDR immer
noch Ligand-abhangig Uber das DRIP205-Protein mit dem DRIP-Komplex. Dieser Komplex vermittelt die
Interaktion zu den Proteinen der basalen Transkriptionsmaschinerie und der RNA-Polymerase 1.
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Die Untersuchungen zur VDR-vermitteten Genaktivierung zeigen, dal3 Ligand-
gebundenen VDR durch Interaktion mit Koaktivatoren die Expression von
1a,25(0OH),D.-regulierten Genen bewirkt. Ligand-induzierte Kofaktor-spezifische
Interaktionen konnten nicht nachgewiesen werden. Liganden haben allerdings einen stark
modulativen Einflul3 auf die VDR-Koaktivator-Interaktion. FUr Gemini konnte gezeigt
werden, daRR dieses Analog bei einer Kofaktor-Uberexpression eine deutlich hohere)
Genaktivitét vermittelt.

4.3 Modulation der VDR-K onformationen

Der Schritt der Ligand-Bindung ist fur den gesamten Vorgang der Aktivierung der
Transkription von Hormon-regulierten Gene sehr kritisch, da damit eine
Konformationsdnderung der LBD einher gehen mul3. Diese Konformationsanderung
induziert die Dissoziation des Korepressors und ermdglicht die Interaktion mit
verschiedenen Koakivatoren. Daher ist der Ligand-gebundene Rezeptor das
Hauptinteresse von endokrinol ogischen und pharmakol ogi schen Untersuchungen.

Der limitierte Proteaseverdau (LPD) ist ein sehr effektiver Assay, um auf molekularer
Ebene die Ligand-induzierten Konformationsanderungen des Rezeptors zu verstehen. Es
konnte allerdings gezeigt werden, dal3 Untersuchungen der funktionellen Konformationen
(Abb. 25) an sich in Lésung befindenden monomeren VDR-Molekilen manchmal zu
ineffizient sind, um auf das genregulatorische Potential eines Analoges Ruckschltisse
zuzulassen wie hier am Beispiel des Modell-Analogs Gemini gezeigt werden konnte.
Gemini zeigt in DNA-unabhéngigen Assays wie dem LPD oder dem GST-Pulldown
Assay das Profil eines schwachen Agonisten (bis zu 100-fach schwécher a's das natiirliche
Hormon 1a,25(0OH),D.). In funktionellen und damit DNA-abhangigen Untersuchungen
wie dem Reportergen-Assay (Abb. 22) oder dem Mammalia-One-Hybrid-Assay [145],
war Gemini jedoch deutlich potenter als das natiirliche Hormon. Gemini stabilisiert in
L 6sung befindende V DR-Monomere ausschliefdlich in Konformation c3, ,, welche asdie
gering-affine VDR-Konformation charakterisiert worden war [152]. Im Gegensatz dazu
stabiliseren 1a,25(0OH),D, und andere potente VDR-Agonisten [z.B. 20-epi
1a,25(0H),D, (MC1288) und 20-methyl 1a,25(0OH),D, (ZK161422)] den Rezeptor
bevorzugt in der hoch-affinen Konformation c1, ..

Fir enige Anaoge wie z.B. Gemini bestand eine Diskrepanz zwischen DNA-
unabhéangigen und DNA-abhéngigen Assays. Um den Einflufd von DNA und Kofaktoren
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auf die Ligand-induzierten Konformationen zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit der traditionelle LPD dahingehend modifizierte, dald3 er in Anwesenheit von
Partnerrezeptor, VDRE und Kofaktor durchgefihrt wurde. Der modifizierte LPD erwies
sich als sehr effektiv, um den Einflul3 des VDR-RXR-VDRE-Komplexes auf die Ligand-
stabilisierten Rezeptor-K onformationen zu untersuchen (Abb. 26). Im modifizierten LPD
mit VDR-RXR-Heterodimeren in Gegenwart eines VDREs konnte fir 1a,25(0H),D,
eine Zunahme der Ligand-Senstivitdt fir cl, ., um einen Faktor von 13 beobachtet
werden. Es erfolgte keine Ligand-induzierte Stabiliserung der VDR-Molekile in
Konformation c3,_,,. Fir Gemini konnte eine Zunahme der Sensitivitét fir Konformation
c3 ,p Oezeigt werden, es wurden aber deutlich weniger VDR-Molekile in dieser
Konformation stabilisiert. Der Uberwiegende Anteil der VDR-Molekile (ca. 60 %) wurde
in der Konformation c1, ., stabilisiert. Demnach ist Gemini sehr gut in der Lage, den VDR
in der hoch-affinen Konformation c1, ., zu stabilisieren; dies allerdings nur, wenn der
VDR als Heterodimer gebunden an ein VDRE vorliegt. Diese Befunde kdnnten eine
Erklérung dafiir sein, warum Gemini in DNA-abhangigen in vitro Assays wie dem
Gelshift-Assay (Abb. 24) oder dem Gelshift-Clipping-Assay [145] al's genauso potent wie
das nattrrliche Hormon ist. Die Stabilisierung des heterodimeren Komplexes auf einem
VDRE unterstitzt anscheinend eine Stabiliserung der Konformation cl, ,,, wodurch
schwache Agonisten potenter werden.

Auch der Einflu® von Kofaktoren auf die Konformation des VDR wurde untersucht. Die
Anwesenheit von SRC-1 bewirkte, dal3 bei der durch Gemini-induzierten Rezeptor-
Konformation keine Stabiliserung des VDR in c3, erfolgt. Ein Einfluld der
Koaktivatoren auf die Ligand-Sensitivitét konnte dagegen nicht festgestellt werden. Auf
die durch 1a,25(0H),D, induzierte VDR-Konformationen hat die Anwesenheit eines
Koaktivators ebenfalls keinen Einflul3. Kofaktoren scheinen demnach hauptsachlich einen
stabilisierenden und keinen modulierenden Einfluf? auf die Konformation c1, ., zu haben.
Eine Stabilisierung der Konformation cl, ., durch die heterodimere Komplexausbildung
reicht demnach aus, um einen schwachen Agonisten in einen potenten Agonisten zu
verwandeln.

Im Reportergen-Assay resultierte die Uberexpression von TIF2 in einer 36-fachen
Zunahme der Ligand-Sensitivitét fur Gemini (Abb. 22). Diese Ergebnisse zeigen, dal3 fur
einige Analoge wie z.B. das Modell-Analog Gemini die Komplexausbildung des VDR-
RXR-Heterodimers auf dem VDRE hauptséchlich fur die Interaktion mit Kofaktoren
verantwortlich ist. Dadurch kann auch die Diskrepanz zwischen dem Ergebnissen des
GST-Pulldown und des Supershift-Assays erkléart werden. Im DNA-unabhéngigen GST-
Pulldown Assay war Gemini nur schwach in der Lage, eine V DR-Koaktivator-Interaktion
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zu vermitteln (Abb. 23), wéhrend im Super shift-Assay kein Unterschied zwischen Gemini
und anderen guten Agonisten aufgezeigt werden konnte (Abb. 24, [145])

Die Untersuchungen mit den verschiedenen K oaktivatoren der SRC-Familie ergaben, dal3
keine Kofaktor-Selektivitédt der verschiedenen verwendeten Agonisten nachgewiesen
werden konnte.

Untersuchungen zu dem modulativen Einflul3 eines Korepressors auf die Ligand-
induzierten Konformationen des VDR ergaben, dal? der Korepressor die Sensitivitdt von
1a,25(0OH),D, die Konformation c1, ., zu stabilisieren um einen Faktor von funf deutlich
erniedrigt. In Anwesenheit eines Korepressors kommt es bei Gemini nicht nur zu einer
Abnahme der Ligand-Sensitivitét, sondern es kommt auch zu einer drastischen Anderung
der stabilisierten Rezeptor-Konformation. Es erfolgt Uberhaupt keine Ligand-abhangig
Stabilisierung der VDR-Molekule in Konformation c1, ., sondern alle VDR-Molekile
werden in der Konformation c3, o, stabilisiert. Im Fall von Gemini ist der Korepressor in
der Lage, die durch das VDRE erfolgte Stabilisierung der Konformation c1, ,, wieder
aufzuheben. Mdglicherweise wird dies durch eine nur sehr schwach induzierte Rezeptor-
K orepressor-Dissoziation bewirkt (Abb. 28). Gemini induzierte im Supershift-Assay im
Vergleich zu dem nattrlichen Hormon 1a,25(0OH),D, deutlich schwéacher eine Ligand-
abhéngige NCoR-Dissoziation vom VDR-RXR-VDRE-Komplex. Da Gemini nur eine
schwache VDR-K orepressor-Dissoziation induziert und den Rezeptor bevorzugt in der
Konformation c3, ., stabilisiert, fuhrt die Uberexpression eines Korepressors bei einer
durch Gemini-vermittelten Genaktivitét zu einer deutlich verminderten Genexpression.
NCoR hat dadurch einen vermindernden Effekt auf die Gemini-induzierte Genexpression
(Abb. 29). In den hierzu durchgefihrten Untersuchungen zur Ligand-induzierten
Korepressor-Dissoziation (Abb. 29) konnte wiederholt gezeigt werden, dal3 der VDR-
NCoR-Komplex auch bei hohen Ligand-Konzentrationen nicht vollstdndig dissoziiert, was
im Gegensatz zu dem gangigen Modell der Hormon-induzierten Genexpression steht
(Abb. 35). In diesem Modell wird eine vollstdndige Dissoziation des VDR-K orepressor-
Komplexes bei hohen Ligand-Konzentration postuliert [53].

Bislang wurden die traditionellen Ligand-Bindestudien mit monomeren, sich in Lésung
befindlichen VDR-Molekilen durchgefiihrt. Die hier durchgeftihrten Untersuchungen
zeigen klar, dald eine moglichst genaue Charakterisierung von Analogen in vitro nur dann
gewdhrleistet ist, wenn auch der Einflufd des VDREs und der Kofaktoren berticksichtigt
wird. Einige als schwache Agonisten klassfizierte Analoge kdnnten sich in in vivo
Untersuchungen oder dem modifizierten LPD as ebenso potent wie 1a,25(0OH),D,
erweisen.

Die Ergebnisse, dal’ Agonist-gebundene VDR-Molekile mit Korepressoren interagieren
konnen und diese Komplexe dann nicht an der Ligand-induzierten Genaktivitét
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teilnehmen, zeigt, dal3 den Agonisten eine neue Aufgabe zukommt. Demnach kénnen sie
auch eine Rolle bel der Ligand-induzierten Genrepression von Bedeutung sein.

Die Ligand-gtabiliserten VDR-Konformationen werden durch eine heterodimere
Komplexausbildung und die Anwesenheit von Korepressoren in den stabiliserten
Konformationen und beziiglich der Ligand-Sensitivitdt moduliert. Koaktivatoren haben
dabei einen stabilisierenden Einflul? auf die agonistische VDR-Konformation.

4.4 Ligand-induzierte Blockade der VDR-K oaktivator -
| nter aktion

Es sind nur wenige Analoge bekannt, die den VDR in Konformation c2, ., stabilisieren
konnen. Eines davon ist ZK159222 (Abb. 30). ZK159222 ist in der Lage, Dosis-
abhangig bis zu 60 % der VDR-Molektle in der Konformation c2, ., zu stabilisieren
[153]. ZK 159222 zeigt das Profil eines schwachen Agonisten, der in Gelshift-Assayseine
etwa 7-fach h6here Ligand-Konzentration bendtigt, um VDR-RXR-Heterodimere auf
enem VDRE zu sabiliseren [154]. ZK159222 vermittelt jedoch keine DNA-
unabhéngigen oder DNA-abhangigen Interaktionen des VDR mit Koaktivatoren [154].
Die fehlende Koaktivator-Interaktion des ZK159222-gebundenen VDR ist auch die
Ursache fur die sehr geringe Reportergen-Aktivitét, die durch ZK159222 induziert wird.
Im Mammalian-One-Hybrid-Assay wurde nur eine 3-fache Stimulation des Reportergens
durch ZK159222 erreicht, wahrend fur 1a,25(0H),D, ein Stimulationsfaktor von 22
bestimmt wurde. Diese geringe Stimulation des Reportergens konnte ebenfalls in Cos-7
und MCF-7 Z€llen bestétigt werden [154].

Die Kombination von séttigenden Konzentrationen 1a,25(0OH),D, und einem 100-fachen
Uberschul? an ZK 159222 zeigten einen signifikanten antagonistischen Effekt. Ein 100-
facher Uberschul® an ZK 159222 reicht, trotz schwacherer Bindungsaffinitat an den VDR,
aus, um kompetititv zum nattrlichen Hormon zu wirken. Die Kompetition erfolgt, indem
ZK 159222 an die meisten VDR-Molekile bindet und so bewirkt, da? weniger VDR-
Molekile mit Koaktivatoren interagieren konnen (Abb. 33).

Die Interaktion des VDR mit Kofaktoren hangt von der AF2-Domaéne ab (Kap. 1.3). Der

Vergleich der Kristallstrukturen von Agonist- und Antagoni st-gebundenen Rezeptoren wie
z.B. ER, zeigt, dal? der Antagonist die Funktion der AF2-Domane behindert, indem er die
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Ausrichtung der AF2-Domane nicht gewahrleistet [49]. In Analogie hierzu wirde man
ahnliches fir den VDR erwarten. ZK 159222 wiirde demnach die AF2-Doméne des VDR
in einer Position stabilisieren, die keine K oaktivator-Interaktion ermdglicht [155].

Die Konformation des durch den Antagonisten stabilisierten VDR miif3te sich von der
agonistischen Rezeptor-Konformation unterscheiden. Die Vermutung lag nahe, dal3 es
sich hierbet um Konformation c2 ., handeln konnte. Untersuchungen an ZK159222
strukturell verwandten Analogen haben ergeben, dald nicht dle dieser Andoge eine
antagonistische Aktivitst zeigen. Aber es konnte eine Korrelation zwischen der
antagonistischen Eigenschaft eines Analoges und der Fahigkeit, den Rezeptor in
Konformation c2, ., zu stabilisieren, aufgezeigt werden [153]. M 6glicherwei se behindert
die lange Seitenkette des Analoges eine agonistische Positionierung der AF2-Domaéne.
Dies 1&% ein generelles Prinzip vermuten, bei dem es zu ener Ligand-induzierten
Dispositionierung der AF2-Doméne kommt, die eine Rezeptor-Kofaktor-Interaktion
blockieren wirde.

Der hier beschriebene Mechanismus der AF2-Doménen-Dispositionierung fir eine
antagonistische Wirkung eines Analoges muf3 nicht der einzig mogliche sein. Es sind
weitere Mechanismen vorstellbar wie z.B. eine Inhibition der VDR-RXR-Heterodimer
Komplexausbildung wie sie fir das 23,26-Lacton 1a,25(0OH),D,-Andog TEI-9647
postuliert wurde [156]. Denkbar wére auch ein Mechanismus, bei dem das Analoge nicht
in der Lage ware, eine Korepressor-Dissoziation zu induzieren.

Antagonismus wird durch eine Ligand-induzierte Blockade der VDR-Koaktivator-
Interaktion bewirkt. Der Antagonist-gebundener VDR ist nicht in der Lage mit
Koaktivatoren zu interagieren. Vermutlich erfolgt die Blockade der K oaktivator-Interaktion
Uber eine Dispositionierung der AF2-Domane durch den Liganden. Die Bindungsaffinitét
des Antagonisten ist zwar geringflgig schwécher, as die des natirlichen Liganden,
dennoch ist eine Kompetition moglich.

4.5 Bedeutung der funktionellen Konformationen desVDR
und ihre physiologische Relevanz

Eine Charakteriserung der Ligand-stabiliserten VDR-Konformationen und eine
Zuordnung der Konformationen zu ihrer physiologischen Relevanz erleichtert das
Verstandnis der Ligand-induzierten Genregulation. Von besonderer Bedeutung ist die
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Charakterisierung der Ligand-induzierten VDR-Konformationen aul3erdem fir die Suche
nach Analogen, die potentiell von therapeutischen Interesse sind.

Der Ligand-stabilisierten Konformation c2, ., konnte eine eindeutige Funktion zugeordnet
werden. Hierbei handelt es sich um die antagonistische Konformation des Rezeptors. Die
Dispositionierung der AF2-Domane erlaubt keine Interaktion mit den LXXLL-Motiven
der Koaktivatoren und somit erfolgt keine bzw. nur eine geringe Expression des
Reportergens (Abb. 32). Es konnte mittlerweile gezeigt werden, dald der VDR auch in
lebenden Zelen in dieser antagonistischen Konformation stabilisert wird. Die
verbleibende, restliche agonistische Aktivitét des Antagonisten ZK159222 (Partia-
Antagonisten) ist auf den Einflul3 der AF2-Doméne des RXR zurtickzufiihren [157].

Die Stabilisierung der Konformation c2, ., durch 1a,25(0OH),D,-Analoge stellt alerdings
eine Besonderheit dar, wodurch die Konformationen c1,,, und c3, von zentraler
Bedeutung sind. Die Konformationen cl, ., und c3 , beschreiben die Wirkung von
1a,25(0OH),D, und 1a,25(0OH),D,-Agonisten. Eswurde gezeigt (4.4), dal3 Koaktivatoren
den Rezeptor in der Konformation cl ., und Korepressoren den Rezeptor in
Konformation c3, ,, bevorzugen. VDR-Molekile in 1, ,, haben eine kompakte LBD-
Struktur, die an ihrem C-terminalen Ende nicht durch Trypsin verdaut werden kann. Die
Konformation c3,_ ., scheint eine weiter gedffnete Struktur zu haben, da Trypsin in der
Lageist, den VDR nach der Aminosdure Arginin 391 zu verdauen.

Das, Mausefallen-Modell“ der Ligand-Bindung [26] suggeriert, dald c1, ,, die kiirzlich
veroffentlichte Kristall struktur des Agonist-gebundenen VDR reprasentiert [52]. Hier ist
H12 in Position (,Falle® oder ,, Deckel* geschlossen) und der Rezeptor ist in der Lage,
mit Koaktivatoren zu interagieren. Die Konformation cl, o, stellt die Ligand-sensitive
(hoch-affine) VDR-Konformation dar [137; 138]. Anaoge, die schon bei geringen
Konzentrationen den Rezeptor in dieser Konformation stabilisieren kénnen, sind deshalb
potente Agonisten. Fir manche Liganden konnte sogar gezeigt werden, dal3 die
Anwesenheit eines Koaktivators die Ligand-Sengtivitét for VDR-Molekile in
Konformation c1, ., deutlich erhoht [157]. Zusammenfassend deutet dies daraufhin, daf?
cl, ,, fur die agonistischen Aktionen verantwortlich ist und suggeriert, daf3 cl, ,, die aktive
(oder agonistische) Konformation des VDR darstellt.

Die Ergebnisse mit dem um die AF2-Doméne verkirztem VDR (Abb. 28) bestétigen, dafi3
durch das Fehlen der AF2-Domaéne der Rezeptor mit hoher Préferenz in Konformation
3 pp Stabilisiert wird. Diese Konformation représentiert demnach die inaktive bzw. nicht-
agonistische Konformation des Rezeptors. In diesem Zustand des VDR ist der ,, Deckel”
offen und H12 depositioniert. H12 wird dadurch zuganglich fir Proteasen wie z.B.
Trypsin. In dieser Konformation interagiert der Rezeptor mit Korepressoren. Analoge, die
den Rezeptor in dieser Konformation stabilisieren, sind daher schwache Agonisten.
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Das Modell der Ligand-induzierten Konformationen, welches die Daten
zusammenfassend reprasentiert (Abb. 37), zeigt, dald sich die drei Konformationen des
VDR sich nur in der Positionierung von H12 unterschieden.
Bei der Konformation c3, o, zeigt H12 von der LBD weg, der Rezeptor ist im inaktiven
nicht agonistischen Zustand, eine Interaktion mit Korepressoren ist moglich.
Konformation cl, ., ist der Zustand des Rezeptors, bei dem die fir die Koaktivator-
Interaktion wichtigen Aminoséauren der AF2-Doméne exponiert sind. Diese
Konformation erlaubt die Interaktion mit Koaktivatoren, der Rezeptor ist
transkriptionell aktiv.
Konformation c2 ., reprasentiert die antagonistische Rezeptor-Konformation, die
aufgrund einer Dispositionierung der AF2-Doméne keine Interaktion mit
K oaktivatoren erlaubt. Der Rezeptor ist transkriptionell inaktiv.

N
—
X
D
T
CoR CoR
o
Nicht- Antagonist
Agonist
LBD LBD LBD
C3Lpp Clipp C2.pp
nicht-agonistische agonistische antagonistische
Konfor mation Konfor mation Konfor mation

Abb. 37: Modell der Ligand-induzierten Konformationen des VDR. Die verschiedenen
Konformationen des VDR unterscheiden sich nur in der Positionierung von H12 samt AF2-Doméne.

Das hier vorgestellte Modell stimmt mit dem gangigen Modell der Ligand-induzierten
Genaktivierung dahingehend Uberein, dal3 der VDR nur mit Koaktivatoren interagieren
kann, wenn er sich im aktiven agonist-gebundenen Zustand, d.h. in Konformation c1, .,
befindet. Koaktivatoren koénnen daher nicht selbst modulierend auf die Rezeptor-
Konformationen wirken. Es erfolgt keine VDR-K oaktivator-1nteraktion, bevor nicht die
agonistische Rezeptor-Konformation cl, ., ausgebildet wurde.
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In der Konformation c1, ,, kann der VDR nicht mit Korepressoren interagieren. Fir die
Interaktion mit Korepressoren muf3 sich der Rezeptor im inaktiven, nicht-agonistischen
Zustand, d.h. in Konformation c3, ., befinden. Die Gegenwart von NCoR bewirkt eine
Abnahme der Ligand-Sensitivitéat und auf3erdem eine Zunahme der VDR-Molekile im
inaktiven, nicht-agonistischen Zustand. Am Beispid von Gemini konnte sogar gezeigt
werden, dal3 alle VDR-Molekile in den inaktiven, nicht-agonistischen Zustand Ubergehen,
wenn NCoR in hohen Konzentrationen vorliegt. Dies &3 die Schluf3folgerung zu, dal3 die
Menge an nicht-dissoziierten VDR-Korepressor-Komplexen von der Fahigkeit des
Agonisten abhangt, den VDR im inaktiven Zustand zu stabilisieren.

Vergleicht man das Modell der Ligand-induzierten Rezeptor-Konformationen (Abb. 37)
mit dem Kiristallstukturdaten (Abb. 5), so entspricht Konformation c3 ., der
Konformation des apo-RARa, c1, , der des holo-RARgund c2, ., der Konformation des
Raoxifen-gebundenen ERa. Der Vergleich des Modells mit den Daten der
Kristallstrukturen verschiedener nukledrer Rezeptoren macht deutlich, dal3 es sich bei den
Ligand-induzierten Rezeptor-Konformationen um ein generelles Prinzip handelt. Dig
Ligand-induzierte Konformation des nukleéren Rezeptors hat fur die Genexpression des
Hormon-regulierten Gens weltreichende Konsequenzen. Die Modulation der
Konformation ist demnach eine bedeutende M 6glichkeit, die Expression eines Gens zu
beei nflussen.

Sehr effektiv in der Modulation haben sich Kofaktoren und vor alem Korepressoren
gezeigt. Moglicherweise kdnnen auf diese Weise zellspezifische Effekte verschiedener
Agonisten erklart werden. Das Verhdltnis von Koaktivatoren zu Korepressoren ist in
verschiedenen Zelltypen unterschiedlich und kénnte zell- oder gewebespezifische Effekte
bedingen. Jeder Agonist wird eine bestimmte Menge der VDR-Molekillein c1, ,, oder
C3 pp Stabilisieren und damit im unterschiedlichen Mal3e eine Genaktivierung vermittelt.
Demnach wird das zellspezifische Verhaltnis der Kofaktoren zueinander auf die durch ein
Analog vermittelte Genaktivitat Einflul? haben. Diese Ergebnisse stellen somit auch die
molekulare Basis fur ein Verstandnis eines selektiven Profils eines Analoges dar, welches
kritisch fur eine gewebespezifische therapeutische Anwendung ist.
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4.6 Ausblick und Per spektiven

Ausgehend von der vorliegenden Arbeit ergeben sich Aspekte, die fir zukinftige
Forschungsprojekte von Interesse sein konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal? der VDR Ligand-unabhangig mit
den Korepressoren NCoR und Alien interagieren kann. Es konnte auch gezeigt werden,
dal3 die fur diese Interaktion wichtigen Aminoséduren nicht in der H12 liegen. Der
Nachweis von postulierten Aminosaure als Interaktionspunkte in H1 des VDR ergaben
bislang keine konkreten Ergebnisse, obwohl im Rahmen dieser Arbeit eine Reihe von
Punktmutationen in diesem Bereich gemacht wurden. Dabei wurde mit Hilfe einer PCR-
Resaktion die cDNA-Sequenz des VDR verandert. Bei dem daraus resultierten Protein sind
dann gezielt einzelne Aminosduren verandert. Die veranderten Proteine wurden im GST-
Pulldown und im Luciferase-Reportergen Assay untersucht. Es konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den VDR-Mutanten und dem VDR-Wildtyp
nachgewiesen werden. Um den Interaktionsbereich genau zu charakterisieren mufiten
weitere Punktmutanten hergestellt und analysiert werden. Vor alem miften auch
Aminosauren in den Helices 10 und 11 mit einbezogen werden, da postuliert wird, daf3
sich wichtige Aminosauren fur die VDR-Korepressor-Interaktion in diesen Helices
befinden.

Bei der Uberlegung, welche Aminosauren fiir eine Interaktion mit Korepressoren von
Bedeutung sein kénnten, sind die Daten der Kristallstruktur des VDR [52] hilfreich.
Hierbel muf3 allerdings berticksichtigt werden, dal3 es sich um den holo-Rezeptor, aso den
Ligand-gebundenen Rezeptor handelt. Es wére durchaus denkbar, und sogar im Sinne der
Signaltibertragung durch nuklegre Hormone, dal? die fur die Korepressor wichtigen
Aminosauren im Ligand-gebundenen Zustand nicht mehr zuganglich sind.

Interessant kénnte auch sein, die modulierende Wirkung der Korepressoren auf andere
Analoge zu untersuchen. Dabei sollte auf jedem Fall der Einflu3 der Analoge auf die
Histon-Deacetyltransferasen mit einbezogen werden.

Der postulierte Mechanismus der antagonistischen Wirkung von Analogen mufd noch
dahingehend genauer tberprift werden, ob es sich bel der Ligand-induzierten Blockade
der VDR-Kofaktor-Interaktion um en fir ale VDR-Antagonisten gangiges Prinzip
handelt. Die Daten des GR oder ER bestétigen das Model der Depositionierung der AF2-
Domane zwar, aber eine Kontrolle des Modells durch Untersuchungen an dem zweiten
bislang beschriebenen V DR-Antagonisten TEI-9647 wéren wichtig.
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Die Superfamilie nukledrer Rezeptoren beinhaltet strukturell verwandte Proteine. Das
Modell der Ligand-induzierten Konformationen konnte sich demnach auch auf andere
nukledre Rezeptoren Ubertragen lassen, obwohl es zunéchst aus den Daten Giber den VDR
entwickelt wurde. Der Vergleich des Modells mit den Kristallstrukturdaten (Abb. 5) a3t
vermuten, dal3 es sich vidleicht um ein generelles Prinizip fur die Regulation dieser
Rezeptoren handelt.

I nteressanterwei se ergaben Untersuchungen am konstitutiven Androstan-Rezeptor (CAR)
beziiglich der Ligand-induzierten Rezeptor-Konformationen ein sehr dhnliches Modell
[158]. Viele der Orphan-Rezeptoren sind von physiologischen Interesse, da sie ebenfalls
therapeutisch interessante Zielgene haben. I hre natirlichen Liganden sind jedoch meistens
noch nicht bekannt. Eine Charakterisierung der funktionellen Konformationen, mit Hilfe
synthetischer Liganden, wirde die Suche nach potentiellen Liganden dieser Rezeptoren
wesentlich erleichtern.
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5. Zusammenfassung

1a,25-Dihydroxyvitamin D, [1a,25(0H),D,] ist ein nukledres Hormon, wel ches endogen
synthetisiert wird und aufgrund seiner lipophilen Eigenschaft durch die Zdl- und
Kernmembran diffundieren kann. 1a,25(OH),D, kommen regulatorische Funktionen bel
der Aufrechterhaltung der Calcium- und Phosphat-HomOostase, der Entwicklung der
Knochen sowie Einfluf? auf den Zellzyklus zu. Im Zellkern bindet 1a,25(0OH),D, an den
as Vitamin D,-Rezeptor (VDR) bezeichneten nukledren Rezeptor. Der VDR gehort zu
einer Superfamilie nukledrer Rezeptoren, zu denen auch die Steroidhormon-Rezeptoren
und die Orphan-Rezeptoren gehdren. Bel den nukledren Rezeptoren handelt es sich um
strukturell verwandte Transkriptionsfaktoren, die wie alle Transkriptionsfaktoren Uber eine
DNA-Bindedomane (DBD) und eine Transaktivierungsfunktion (AF2-Doméane) verfiigen.
Mittels der beiden Zinkfinger in der DBD binden nukledre Rezeptoren an Hormon-
responsive Elemente (HRE) im Promotorbereich von Hormon-regulierten Genen.
Desweiteren zeichnen sich nukledre Rezeptoren aber auch durch eine Ligand-
Bindedoméne (LBD) aus. Die Ligand-Bindung an den Rezeptor fihrt zu einer
Konformationsénderung der LBD und im Besonderen zu eine Konformationsanderung
der AF2-Doméne. Diese Konformationsénderung ist fur die Ligand-induzierte
Aktivierung des nukledren Rezeptors verantwortlich. Dieses erméglichen eine Interaktion
des Rezeptors mit Koaktivatoren. Koaktivatoren vermitteln den Kontakt zur basalen
Transkriptionsmaschinerie.  Durch  Histon-Acetylierung  haben  Koaktivatoren
modulierenden EinfluR auf das Chromatin (Offnung des Chromatins). Im nicht Ligand-
gebundenen Zustand kénnen nukledre Rezeptoren repressorisch auf entsprechende
Hormon-regulierte Gene wirken. Dies geschieht durch Interaktion des Rezeptors mit
Korepressoren, die durch Histon-Deacetylierung ebenfalls modulierenden Einfluld auf die
Chromatin-Struktur nehmen (Schlief3en des Chromatins).
Die Interaktionen mit den Kofaktoren stellt die Grundlagen der Genregulation durch
nukledre Rezeptoren dar. Liganden haben einen Einfluld auf die Konformation des VDR,
und die Konformation des Rezeptors ist wichtig fur die Kofaktor-Interaktion, so dald die
Mdglichkeit einer Ligand-abhangigen VDR-Kofaktor-Interaktion besteht. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte gezeigt werden:
Der VDR verflgt Uber intrinsische repressorische Eigenschaften, die auf eine
Interaktion des Rezeptors mit Korepressoren zuriickzufihren sind. Eine Protein-
Protein-Interaktion zwischen dem VDR und den Korepressoren Alien und NCoR
konnte nachgewiesen werden. Der Mechanismus der VDR vermittelten Repression von
1a,25(0OH),D ,-regulierten Genen verlauft dabel anscheinend tber den etablierten Sin3-
HDAC-Weg, d.h. Histon-Deacetyltransferasen und eine Kondensation des Chromatins
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sind an der Repression des 1a,25(0OH),D,-regulierten Gens beteiligt. Bel steigenden
Ligand-Konzentrationen dissoziiert der VDR-Korepressor-Komplex, d.h. die VDR-
Korepressor-Interaktion ist Ligand-abhdngig im Sinne ener Ligand-abhéngig
Genaktivierung.

Eine Ligand- und AF2-Domanen-abhéngige Interaktion des VDR mit Koaktivatoren
der SRC-Familie konnte bestétigt werden. Die Interaktion des VDR mit Koaktivatoren
erfolgt nur im Agonist-gebundenen Zustand des Rezeptors. Die Aminosduren des
VDR, diefir die Interaktion wichtig sind, sind die Aminosauren L417, E420 und F422.
Die Komplex-Ausbildung des VDR-RXR-Heterodimers auf einem VDRE fuhrt neben
einer deutlichen Zunahme der Ligand-Sendtivitdt auch dazu, da® der Rezeptor
préferenziell in der hoch-affinen Konformation cl, ., stabilisiert wird. Die auftretende
Diskrepanz in der Potenz eines Anaoges in DNA-unabhdngigen und DNA-
abhéngigen Assays kann hierdurch erklart werden. Fur Korepressoren konnte gezeigt
werden, dal3 sie einen deutlichen Einflud auf die Ligand-Sengtivitét und die
stabilisierten Konformationen haben. Fur Koaktivatoren konnte kein modulierender
Einflul festgestel It werden.

Die Interaktion des VDR mit Kofaktoren kann durch geeignete Liganden moduliert
werden. Dies konnte am Beispid der Modell-Anadoge Gemini und ZK159222
nachgewiesen werden. Gemini induziert nur sehr schwach eine Korepressor-
Dissoziation des VDR, daher kann die von Gemini induzierte Genexpression durch
hohe Mengen Korepressor reduziert werden. Die Bindung eines Antagonisten wie z.B.
des Antagonisten ZK 159222 an den VDR blockiert, durch Dispositionierung der AF2-
Domaéne, eine VDR-K oaktivator-Interaktion. Ligand- oder VDRE-vermittelte K of aktor-
Selektivitéten konnten nicht nachgewiesen werden.

Den drei Rezeptor-Konformationen (c1, ., €2, op UNd €3, ;) konnte ihre funktionelle
Bedeutung zugeordnet werden. Konformation c3,_ ., reprasentiert den inaktiven, bzw.
nicht-agonistischen Zustand des Rezeptors. In dieser Konformation interagiert der
Rezeptor mit Korepressoren und es kommt nicht zu einer Transkription des
1a,25(0OH),D -regulierten Gens. Konformation cl,,, ist die agonistische, oder
transkriptionel| aktive Konformation des Rezeptors. In dieser Rezeptor-K onformation
hat die AF2-Domane e ne K onformationsanderung durchgefiihrt, so dal3 der Rezeptor
mit Koaktivatoren interagieren kann. Die selten vorkommende Konformation c2, ., ist
die antagonistische Konformation des Rezeptors. Liganden, die den Rezeptor in dieser
Form stabiliseren, blockieren eine Interaktion des Rezeptors mit Koaktivatoren,
wodurch es wie bei Konformation c3 ., nicht zu einer Transkription des
1a,25(0OH),D ;-regulierten Gens kommt.
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