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Diskussion

Die induzierbaren Transkriptionsfaktoren der Steroidhormon-Rezeptor-Familie vermitteln die vielfältigen Effekte der Steroide auf Entwicklung, Reproduktion, Proliferation und Homöostase im Zusammenspiel mit zum Teil unbekannten Cofaktoren  ANGEBEN "(Beato and Sanchez-Pacheco, 1996)" 
(Beato and Sanchez-Pacheco, 1996)
. In unserer Arbeitsgruppe wurden zwei unbekannte Proteine identifiziert, die auf Grund der Hormonabhängigkeit der Interaktion mit der Ligandenbindungsdomäne des Progesteron-Rezeptors im Hefe-„two-hybrid“-System sehr gute Kandidaten für Cofaktoren der Steroidhormon-Rezeptoren darstellen  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
. Da es sich dabei um unbekannte Proteine handelte, deren Funktion noch nicht charakterisiert war, wurden sie vorläufig mit 114-2 und 116 bezeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit sollten diese putativen Cofaktoren insbesondere hinsichtlich der Transaktivierung durch den Progesteron-Rezeptor charakterisiert werden.

1 Charakterisierung von 114-2

1.1 Bestimmung der vollständigen codierenden cDNA und Analyse der codierten Proteinmotive von 114-2

Als Ausgangspunkt für diese Arbeit diente die Isolierung zweier cDNA-Sequenzen, die mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems identifiziert werden konnten  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
. Durch den Einsatz dieser Technik konnten schon zahlreiche Cofaktoren der Steroidhormon-Rezeptoren identifiziert werden  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995
;  ANGEBEN "(Zeiner and Gehring, 1995)" 
Zeiner and Gehring, 1995
;  ANGEBEN "(Hong et al., 1996)" 
Hong et al., 1996)
. Zunächst werden mit diesem System jedoch lediglich Peptide selektioniert, die eine Interaktion mit dem Zielprotein vermitteln können, was dazu führen kann, daß zum Teil partielle cDNA-Sequenzen isoliert werden, die nur die Interaktionsdomäne eines Genprodukts codieren. Beispielsweise wurde bei der Identifizierung des Cofaktors SRC-1 mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems nur eine partielle cDNA-Sequenz isoliert, die eine Domäne codiert, welche zwar ausreichend für eine Interaktion mit der Ligandenbindungsdomäne des Progesteron-Rezeptors ist, der jedoch notwendige funktionelle Domänen für eine Stimulierung der Transaktivierung durch den Rezeptor fehlen  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995)
. Später fanden sich in zusätzlichen aminoterminalen Sequenzen von SRC-1 die für die stimulierte Transaktivierung notwendigen funktionellen Domänen sowie Strukturmotive für eine bHLH-Domäne („basic Helix-Loop-Helix“), die auf eine mögliche intrinsische DNA-Bindungsaktivität hindeutet, und eine PAS-Domäne, die eine Homo- oder Heterodimerisierung vermitteln könnte  ANGEBEN "(Takeshita et al., 1996)" 
(Takeshita et al., 1996
;  ANGEBEN "(Kamei et al., 1996)" 
Kamei et al., 1996
;  ANGEBEN "(Yao et al., 1996)" 
Yao et al., 1996)
. Somit eröffnet erst die vollständige codierende cDNA und damit die Kenntnis aller Domänen des Proteins die Möglichkeit einer umfassenden Charakterisierung im Hinblick auf die Funktion.

Auch die cDNA-Sequenz von 114-2 wurde mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems nur partiell isoliert  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
 und codiert daher möglicherweise ebenfalls nur die Bereiche, die für die Bindung an den Progesteron-Rezeptor ausreichend sind, während weitere, funktionell wichtige Sequenzen fehlen könnten. Für eine Charakterisierung des Proteins war die Isolierung der vollständigen codierenden Sequenz demnach notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die cDNA-Sequenz von 114-2 bis zu einer Länge von etwa 6 kb ermittelt werden (s. Ergebnisse 2.1). Das 3´-Ende der codierenden Region ist durch Stopcodons in allen drei Leserahmen und zwei potentielle Polyadenylierungssignale gekennzeichnet (s. Abb. 1). Am 5´-Ende der Sequenz findet sich vor dem Codon des Startmethionins ein Stopcodon im gleichen Leserahmen. Die in vitro Transkription/Translation dieser cDNA-Sequenz führt zu einem Protein in der erwarteten Größe von ca. 195 kD (s. Ergebnisse 2.2), was die Funktionalität sowohl des Translationsstarts als auch des Stopsignals dokumentiert. Zusammengenommen ist demnach mit großer Wahrscheinlichkeit die codierende cDNA-Sequenz von 114-2 vollständig bestimmt worden.

Übersetzt in die Aminosäuresequenz zeigen sich keine Übereinstimmungen zu bekannten Proteinen oder komplexen Proteinmotiven, die auf eine Funktion des 114-2 Proteins schließen ließen. Augenfällig sind dagegen die fünf voneinander unabhängigen Kernlokalisierungs-signale, die eine nukleäre Lokalisation des Proteins sehr wahrscheinlich machen (s. Abb. 1). Eine Kernlokalisierung des 114-2 Proteins würde gut mit der vermuteten Beteiligung als Cofaktor der durch den Progesteron-Rezeptor vermittelten Transaktivierung korrelieren, da auch der Progesteron-Rezeptor hauptsächlich schon in Abwesenheit von Hormon im Zellkern zu finden ist  ANGEBEN "(Elashry-Stowers et al., 1988)" 
(Elashry-Stowers et al., 1988
,  ANGEBEN "(Kahmann et al., 1998)" 
Kahmann et al., 1998)
. Übereinstimmend tragen auch bereits charakterisierte Coaktivatoren Kernlokalisierungsmotive und sind zusätzlich durch Immunfluoreszenzanalysen im Zellkern lokalisiert worden, so z. B. RIP140 und Mitglieder der p160-Coaktivator-Familie  ANGEBEN "(Cavailles et al., 1995)" 
(Cavailles et al., 1995
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996
,  ANGEBEN "(Yao et al., 1996)" 
Yao et al., 1996)
. Um ebenfalls durch Immunfluoreszenzanalysen die Hinweise auf eine Kernlokalisierung des zellulären 114-2 Proteins zu erhärten, erscheint die Empfindlichkeit des für 114-2 spezifischen Antikörpers zu gering zu sein (s. Ergebnisse 2.3). Dennoch könnte die Lokalisierung mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen durch Fusion der 114-2 Sequenz an eine spezifische Antigendeterminante mit dem entsprechenden Antikörper untersucht werden. Davon unabhängig könnte zusätzlich die Funktionalität der Kernlokalisierungssignale durch Fusion an GFP („grün fluoreszierendes Protein“) mittels Lokalisierung der Fluoreszenz überprüft werden. 

Abgesehen von den Kernlokalisierungssignalen zeigt 114-2 eine putative Tyrosinkinase-Phosphorylierungsstelle. Phosphorylierung von Proteinen ist eine lange bekannte, wichtige Modifikation zur Kontrolle von Protein-Funktionen. Möglicherweise vermittelt dieses Motiv auch im Fall von 114-2 eine Regulation der Funktion des Proteins. Um zu überprüfen, ob das Protein an dieser Stelle phosphoryliert wird, könnte 114-2 nach transienter Transfektion in Anwesenheit von radioaktivem Orthophosphat in Zellen exprimiert und durch Immunpräzipitation aus Extrakten dieser Zellen isoliert werden. Eine in vivo Phosphorylierung von 114-2 wäre an Hand der radioaktiven Markierung des Proteins nachgewiesen. Für diese Immunpräzipitation wäre entweder ein 114-2 spezifischer Antikörper notwendig oder ein Antikörper gegen ein bestimmtes Peptid („tag“), das zuvor der Sequenz von 114-2 zugefügt wurde. Ähnliche Experimente wurden durchgeführt, um die Phosphorylierung des Progesteron-Rezeptors zu untersuchen  ANGEBEN "(Kahmann et al., 1998)" 
(Kahmann et al., 1998)
. Aufgabe der Phosphorylierung könnte im Fall von 114-2 z. B. die Regulation einer bisher nicht entdeckten Enzymaktivität sein. Eine Phosphorylierung könnte auch die Interaktion mit dem Progesteron-Rezeptor beeinflussen. So ist beispielsweise gezeigt worden, daß nach Phosphorylierung des Östrogen-Rezeptors SRC-1 an die AF-1 rekrutiert und umgekehrt durch Dephosphorylierung die Interaktion von RAP46 mit Transkriptionsfaktoren stimuliert wird (s. Einleitung;  ANGEBEN "(Tremblay et al., 1999)" 
Tremblay et al., 1999
;  ANGEBEN "(Zeiner et al., 1997)" 
Zeiner et al., 1997)
. Eine Phosphorylierung an dieser spezifischen Stelle wäre demnach ein interessantes Charakteristikum des 114-2 Proteins.

1.2 Interaktion zwischen 114-2 und dem Progesteron-Rezeptor 

Mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems konnte eine Interaktion zwischen 114-2 und dem Progesteron-Rezeptor gezeigt werden, die strikt hormonabhängig erfolgt  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
. Jedoch konnte in den durchgeführten in vitro Interaktionsanalysen dieses Ergebnis nicht bestätigt werden (s. Ergebnisse 2.5). Auf Grund der in vitro Untersuchungen ist eine Interaktion zwischen 114-2 und dem Progesteron-Rezeptor dennoch nicht auszuschließen, da nicht feststellbar ist, ob tatsächlich zellulär keine Wechselwirkung vorliegt, oder ob der fehlende Nachweis systembedingt auf die eingesetzte Methode zurückzuführen ist. Auch die Interaktion zwischen dem Coaktivator UTF1 und dem Transkriptionsfaktor ATF2 konnte systembedingt zunächst nicht bestätigt werden, und erst Modifikationen in der Versuchsanordnung führten zu dem gewünschten Ergebnis  ANGEBEN "(Okuda et al., 1998)" 
(Okuda et al., 1998)
. Bezogen auf 114-2 könnte beispielsweise die Interaktion im Hefe-„two-hybrid“-System durch Konstruktion reziproker Fusionsproteine der Progesteron-Rezeptor Domäne und des 114-2 Proteins mit der Gal4-DNA-Bindungsdomäne bzw. der -Aktivierungsdomäne nochmals überprüft werden. Auch Coimmunpräzipitationen mit Hilfe eines geeigneten Antikörpers oder der Einsatz eines „two-hybrid“-Systems in Säuger-Zellen könnten dazu beitragen, die Frage der Interaktion zwischen 114-2 und dem Progesteron-Rezeptor eindeutig zu klären.

1.3 Einfluß von 114-2 auf die Progesteron-Rezeptor vermittelte Transaktivierung

Durch die Interaktion mit den Kern-Rezeptoren konnte ein funktioneller Einfluß auf die Transkription nicht nur für SRC-1, sondern auch für TIF2/GRIP1, TRIP230, ARA70 und andere Coaktivatoren gezeigt werden  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1998)" 
Voegel et al., 1998
;  ANGEBEN "(Hong et al., 1997)" 
Hong et al., 1997
;  ANGEBEN "(Chang et al., 1997)" 
Chang et al., 1997
;  ANGEBEN "(Yeh and Chang, 1996)" 
Yeh and Chang, 1996)
. Die Interaktion zwischen 114-2 und dem Progesteron-Rezeptor im Hefe-„two-hybrid“-System ließ daher einen Einfluß von 114-2 auf die Transaktivierung von Progesteron responsiblen Zielgenen vermuten. Daher sollte durch Reportergenanalysen die Rolle von 114-2 am Mechanismus der Transaktivierung geklärt werden (s. Ergebnisse 2.6). Um in diesen Analysen sicher zu stellen, daß alle funktionellen Domänen des Proteins verfügbar sind, wurde das vollständige 114-2 Protein nach Transfektion transient exprimiert. Es konnte jedoch kein signifikanter Einfluß auf die Expression des Reportergens beobachtet werden (s. Abb. 4). Obwohl der Nachweis des zellulären Proteins mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers noch aussteht (s. Ergebnisse 2.3), ist 114-2 möglicherweise in den Zellen bereits in ausreichenden Mengen vorhanden und die zusätzliche transiente Expression kann keinen weiteren Beitrag zur Transaktivierung durch den Progesteron-Rezeptor leisten. Gleiches wurde für RIP140 diskutiert, dessen Expression eine nur zweifache Stimulierung der Östrogen-Rezeptor Transaktivierung bewirkt  ANGEBEN "(Cavailles et al., 1995)" 
(Cavailles et al., 1995)
. Um dennoch einen Einfluß von 114-2 auf die Transaktivierung beobachten zu können, wurde allein die Domäne überexprimiert, die für die Interaktion mit dem Progesteron-Rezeptor ausreichend ist, also der durch das Hefe-„two-hybrid“-System isolierte Anteil. Die Überexpression dieser Domäne sollte zu einer Sättigung der Bindestellen des Progesteron-Rezeptors für 114-2 führen und den Einfluß des endogenen Proteins auf die Aktivierung der Reportergenexpression zumindest teilweise unterbinden. Dieses Experiment ist zuvor bereits erfolgreich mit dem durch das Hefe-„two-hybrid“-System isolierten Anteil von SRC-1 durchgeführt worden und zeigte einen dominant negativen Einfluß auf die durch den Progesteron-Rezeptor vermittelte Transaktivierung  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995)
. Dagegen führte die auf diese Weise mit der Teilsequenz von 114-2 durchgeführte Analyse weder zu einer Steigerung noch zu einer Reduktion der Reportergenaktivität (C. Schwerk, unveröffentlicht).

Der fehlende Nachweis einer funktionellen Interaktion zwischen 114-2 und dem Progesteron-Rezeptor ist eventuell auf Abwesenheit weiterer Komponenten zurückzuführen. So ist mit Hilfe der Northern-Analysen festgestellt worden, daß 114-2 differentiell in Hoden exprimiert wird  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
. Möglicherweise stellt daher 114-2, wie ARIP3  ANGEBEN "(Moilanen et al., 1999)" 
(Moilanen et al., 1999)
, einen gewebespezifischen Coaktivator dar, und eine Coaktivierung durch 114-2 ist damit nur im Zusammenspiel mit ebenfalls gewebespezifisch exprimierten, an der Transkription beteiligten Faktoren möglich. Beispielsweise konnten mittlerweile zwei TBP verwandte Proteine („TBP related factors“, TRF) identifiziert werden, wovon TRF1 gewebespezifisch in neuronalen und in Keimzellen und TRF2 hauptsächlich in Hoden exprimiert wird  ANGEBEN "(Hansen et al., 1997)" 
(Hansen et al., 1997
;  ANGEBEN "(Rabenstein et al., 1999)" 
Rabenstein et al., 1999)
. In diesen Zielgeweben übernehmen sie wahrscheinlich genspezifisch die Aufgaben von TBP. Für TRF1 ist außerdem die Assoziation mit gewebespezifischen TAFs gezeigt worden. In unterschiedlichen Geweben existieren daher vermutlich für bestimmte Gene eigene Formen der generellen Transkriptionsmaschinerie, die dann auch einen Einfluß gewebespezifischer Cofaktoren auf die Transkription ermöglichen.

Außerdem ist denkbar, daß 114-2 funktionell nicht mit dem Progesteron-Rezeptor, sondern mit dem nahe verwandten Androgen-Rezeptor wechselwirkt, der im Gegensatz zum Progesteron-Rezeptor in Hoden exprimiert wird  ANGEBEN "(Moilanen et al., 1999)" 
(Moilanen et al., 1999)
. Um diese Möglichkeit zu prüfen, müßte die Interaktion zwischen dem Androgen-Rezeptor und 114-2 in vitro oder mit Hilfe eines „two-hybrid“-Systems bestätigt und die Funktionalität der Interaktion nach transienter Transfektion geeigneter Zellinien in Reportergenanalysen gezeigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten allerdings die möglichen Kombinationen an Faktoren und Zellinien für eine Untersuchung von 114-2 nicht überprüft werden. Es ist daher nicht auszuschließen, daß 114-2 auf Grund der eigenen gewebespezifischen Expression an der differentiellen Transaktivierung bestimmter Gene durch einen Steroidhormon-Rezeptor beteiligt ist.

1.4 Das Protein von 114-2 könnte von einer bicistronischen mRNA codiert sein

Neben der gewebespezifischen Expression weist die Northern-Analyse  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
 zusätzlich noch auf ein weiteres, sehr interessantes Charakteristikum von 114-2 hin. Die Größe der exprimierten Transkripte steht nämlich in Diskrepanz zu der Größe der isolierten, codierenden cDNA-Sequenz. Obwohl die Northern-Analyse auf mehrere Transkripte hindeutet, die jeweils Größen von über 10 kb aufweisen  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
, ist es möglicherweise trotzdem gelungen, die gesamte codierende Region von 114-2 zu isolieren und zusätzlich die Sequenzinformation des vollständigen Transkriptes zu ermitteln. Diese Vermutung stützt sich auf die Tatsache, daß das 3´-Ende der isolierten cDNA-Sequenz von 114-2 den Aminoterminus des Proteins KIAA0480 codiert (s. Abb. 1). Es werden also beide codierenden Bereiche, derjenige für 114-2 und derjenige für KIAA0480, auf einer einzigen, isolierbaren cDNA gefunden. Daraus läßt sich die erstaunliche Vermutung folgern, daß 114-2 und KIAA0480 von einer bicistronischen mRNA codiert werden. Die Länge der veröffentlichten cDNA von KIAA0480 beträgt 6111 bp. Mit der cDNA von 114-2 erhält man zusammengenommen eine Länge von etwa 12 kb für die bicistronische mRNA, was sehr gut mit der in der Northern-Analyse  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
 ermittelten Transkriptgröße korreliert. Der Vergleich mit einer Nukleotid-Datenbank zeigte, daß es sich keinesfalls um eine chimäre Sequenz handeln kann, da ein EST-Klon gefunden worden ist, der die Sequenz des Überganges von 114-2 in KIAA0480 hundertprozentig bestätigt (s. Ergebnisse 2.1 und Tab. 1). Es ist äußerst unwahrscheinlich den absolut gleichen, artifiziell entstandenen chimären Klon in einer unabhängigen cDNA-Bank aus einem anderen Gewebe zu finden. 

Jedoch fehlt beim Vergleich der Nukleotidsequenzen von 114-2 und KIAA0480 eine Übereinstimmung zu den ersten 105 bp der veröffentlichten cDNA von KIAA0480. Die Sequenz dieser 105 bp zeigt keine Ähnlichkeit zu bekannten Vektorsequenzen oder bakterieller DNA und gibt daher keinen Hinweis darauf, daß es sich um ein Klonierungsartefakt handeln könnte. Hingegen besitzt die cDNA von KIAA0480 exakt an der Position des Übergangs in die 114-2 Sequenz die consensus Sequenz einer 3´-Spleißstelle. Dies gibt einen Hinweis darauf, daß der veröffentlichten cDNA-Sequenz von KIAA0480 möglicherweise eine ungespleißte Form zu Grunde liegt. Die codierenden Bereiche der beiden Proteine wären damit von einem Intron getrennt.

Daß es sich tatsächlich um eine bicistronische RNA handelt, könnte in Northern-Analysen mit einer KIAA0480 spezifischen Sonde bestätigt werden, wenn das Expressionsmuster sowie die Verteilung in unterschiedlichen Geweben mit derjenigen von 114-2 übereinstimmt. Zudem könnte mittels RT-PCR versucht werden, aus humaner RNA ein Produkt zu amplifizieren, das ausgehend von der codierenden Sequenz von 114-2 in den codierenden Bereich von KIAA0480 reicht. Ob überhaupt beide Proteine von nur einer RNA korrekt translatiert werden, könnte durch Konstruktion eines Expressionsvektors mit der gesamten Sequenzinformation der bicistronischen RNA unter der Kontrolle eines einzelnen Promotors geklärt werden, indem nach Expression in vitro oder nach transienter Transfektion in vivo die einzelnen Proteine durch jeweils spezifische Antikörper nachgewiesen werden.

Handelt es sich tatsächlich um eine bicistronische RNA, könnten die Funktionen der beiden codierten Proteine vermutlich eng miteinander verknüpt sein, wie es schon für polycistronische Gene von Viren und Säugern gezeigt werden konnte  ANGEBEN "(Alloul and Sherman, 1999)" 
(Alloul and Sherman, 1999
;  ANGEBEN "(Reiss et al., 1998)" 
Reiss et al., 1998
;  ANGEBEN "(Sloan et al., 1999)" 
Sloan et al., 1999)
. Bisher wurde jedoch noch keine Funktion für das Protein von KIAA0480 beschrieben, die eine Vermutung in Hinsicht auf eine Funktion von 114-2 zuließe. Umgekehrt könnte aber die Möglichkeit, daß es sich bei 114-2 um einen gewebespezifischen Cofaktor der Steroidhormon-Rezeptoren handelt, eine Beteiligung auch von KIAA0480 an der Transkriptionskontrolle bedeuten. Gegebenenfalls handelt es sich bei KIAA0480 um den oder einen der Faktoren, die in den Reportergenanalysen für die coaktivierenden Eigenschaften von 114-2 fehlen. Das KIAA0480 Protein bietet damit einen weiteren Ansatzpunkt zur Analyse der Eigenschaften von 114-2 als Cofaktor der Steroidhormon-Rezeptor vermittelten Transaktivierung in zukünftigen Untersuchungen.

2 Charakterisierung von 116

2.1 Isolierung der vollständigen codierenden 116 cDNA-Sequenz

Als Ausgangspunkt für die Charakterisierung von 116 lag eine sequenzierte cDNA von 1554 bp vor  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
. Die Primer Extensionsanalyse ließ eine mögliche Verlängerung dieser cDNA in 5´-Richtung von etwa 300 bis 330 Nukleotiden vermuten (s. Ergebnisse 3.2). Die nachfolgend durchgeführte RNase Protektionsanalyse zur Bestimmung des Transkriptionsstarts von 116 zeigte dagegen, daß die cDNA stromaufwärts des bekannten Endes mit nur etwa 50 Nukleotiden der genomischen Sequenz überlappt (s. Ergebnisse 3.7). Diese Diskrepanz zwischen der Primer Extension und der Protektionsanalyse könnte möglicherweise auf eine nicht erkannte Spleißstelle von 116 zurückzuführen sein. In diesem Fall würde bei der Protektionsanalyse die Komplementarität der mRNA zur Sonden-RNA, welche der genomischen Sequenz entspricht, an der Spleißstelle abbrechen und müßte zu einem verkürzten RNA-Produkt mit genau definierter Länge führen. Es entstanden jedoch mehrere Produkte geringfügig unterschiedlicher Größe (s. Abb. 6). Außerdem ist in der genomischen Sequenz in dieser Region keine Sequenz zu finden, die einer consensus 3´-Spleißstelle (Pyn-N-C-A-G | G, wobei | die Spleißstelle beschreibt, Sharp 1985) ähnlich ist, so daß es unwahrscheinlich erscheint, daß eine Spleißstelle nicht erkannt worden ist. Die Ursache für die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden eingesetzten Methoden läßt sich daher nicht klären. Es sprechen jedoch mehrere Hinweise dafür, daß die codierende cDNA von 116 im Rahmen dieser Arbeit vollständig identifiziert werden konnte: Es wurden keine cDNA-Klone isoliert, die übereinstimmend mehr Sequenzinformation besitzen, als den in Abb. 7 gezeigten 5´-Bereich. Auch die homologe cDNA-Sequenz der Ratte reicht nur genau bis zu dem beschriebenen Startcodon der menschlichen Sequenz. Außerdem fehlen unter den zahlreichen, veröffentlichten EST-Sequenzen Klone mit mehr Sequenzinformation in 5´-Richtung. Letztlich korrelieren die Größe des Haupttranskripts in der Northern-Analyse mit der cDNA-Sequenz und die Größe des in Western-Analysen nachgewiesenen natürlichen 116 Proteins mit der aus der cDNA vorhergesagten Größe (s. Ergebnisse 3.8).

Neben dem 5´-Terminus gehören zur vollständigen cDNA auch die zur urprünglich bestimmten Sequenz  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
 zusätzlichen 129 bp, die mit Hilfe der PCR aus einer HeLa-cDNA-Bank isoliert werden konnten (s. Ergebnisse 3.2). Diese 129 bp codieren in dem zuvor ermittelten offenen Leserahmen 43 Aminosäuren, die ein fünftes, consensus Zinkfingermotiv darstellen. Zunächst wurde vermutet, daß es sich möglicherweise um eine Spleißvariante von 116 handeln könnte, die einen zusätzlichen Zinkfinger besitzt, da auch schon für einen anderen Coaktivator, nämlich SRC-1, Spleißvarianten beschrieben worden sind  ANGEBEN "(Hayashi et al., 1997)" 
(Hayashi et al., 1997)
. Für 116 konnte dagegen in verschiedenen Ratten-Geweben mit Hilfe einer RNase Protektionsanalyse nur die Expression der längeren Variante mit den fünf potentiellen Zinkfingermotiven nachgewiesen werden (s. Ergebnisse 3.3). Vergleiche mit einer Nukleotid-Datenbank zeigten zudem, daß alle homologen EST-Sequenzen in diesem Bereich die 129 bp besitzen. Auch die isolierte cDNA-Sequenz des Ratten-Homologen (L. Klein-Hitpaß, unveröffentlicht) trägt diese Erweiterung zu der ursprünglich ermittelten humanen Sequenz, so daß zusammengenommen alternatives Spleißen des 116 Gens an dieser Stelle unwahrscheinlich erscheint.

Wenn diese 129 bp aber kein alternatives Exon darstellen, ist ungeklärt, woher die ursprünglich mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems isolierte Form mit den vier Zinkfingermotiven herrührt. Eine mögliche Erklärung konnte an Hand der Exon/Intron-Übergänge, die mit Hilfe der veröffentlichten genomischen Sequenz von 116 bestimmt wurden, entwickelt werden. Beim Vergleich der cDNA mit der genomischen Sequenz stellte sich heraus, daß die 3´-Spleißstelle des elften Exons, welche das fünfte Zinkfingermotiv codiert, das 3´-Ende der 129 bp markiert (s. Abb. 28).  Das 5´-Ende der zusätzlichen Sequenz stellt dagegen keine Spleißstelle dar. Ausgehend von der genomischen Sequenz ist daher alternatives Spleißen, das genau zu der um die 129 bp verkürzten Version der 116 cDNA führt, mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht möglich. Bei genauerer Betrachtung der cDNA Sequenz erkennt man jedoch, daß der Austausch des Cytidin gegen ein Thymidin an Position 1057 zu einer consensus 5´-Spleißstelle (consensus: AG | GTAAGT, wobei | die Spleißstelle markiert;  ANGEBEN "(Sharp, 1985)" 
Sharp, 1985)
 führt. 

Durch eine einzelne Punktmutation würde daher eine artifizielle Spleißstelle erzeugt, die zur Entstehung der um 129 Nukleotide verkürzten mRNA führen könnte (s. Abb. 28). Ein klassisches Beispiel einer solchen artifiziellen Spleißstelle, die durch eine einzelne Punktmutation im (-Globin-Gen erzeugt wird und zu einem verkürzten Protein führt, stellt die Ursache der (-Thalassämie dar  ANGEBEN "(Spritz et al., 1981)" 
(Spritz et al., 1981)
. Auf Grund dieses Beispiels scheint die Vermutung nicht unbegründet, daß auch die mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems isolierte cDNA-Sequenz auf eine Mutation des Gens in den zur cDNA-Synthese eingesetzten HeLa-Zellen zurückgehen könnte. Diese Mutation kann aber für HeLa-Zellen nicht charakteristisch sein, da auch die längere Variante von 116 aus einer HeLa-cDNA-Bank isoliert worden ist.

A
       3´-Spleißstelle 

gtatttgtcattttcagGA TTA AAT TTC TAT CAG CAA GTG AAA CTG GTC AAT TTT ATT CGG

                     L   N   F   Y   Q   Q   V   K   L   V   N   F   I   R 

 Mutation gegen T 


AGG CAA GTT CAC CAA TGC AGA TGT TAT GGC TGC CAT GTG AAG TTC AAA TCC AAA GCA
 R   Q   V   H   Q   C   R   C   Y   G   C   H   V   K   F   K   S   K   A


GAC TTA AGA ACT CAC ATG GAA GAA ACT AAA CAC ACT TCG CTG CTC CCC GAT AGA AAG

 D   L   R   T   H   M   E   E   T   K   H   T   S   L   L   P   D   R   K

                       5´-Spleißstelle
ACG TGG GAT CAA CTG GAgtacgtcctgcaaaac
 T   W   D   Q   L

B

              Exon 10                                    Exon 11                                            Exon 12

     .......gt..ag......GCAAGT...........gt.....ag.......


     .......gt..ag......gtaagt...........gt.....ag.......


Abb. 26: Das elfte Exon von 116 in der genomischen Sequenz
Grau unterlegt sind die zusätzlich gefundenen 129 bp. Die Mutation, die zu einer artifiziellen 5´-Spleißstelle führen könnte, ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Umrandet dargestellt sind die jeweiligen Exons. Die Intron-Sequenzen sind durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet.
A: Das elfte Exon von 116 mit den flankierenden genomischen Sequenzen. Das fünfte Zinkfingermotiv ist in kursiver Schrift dargestellt.  

B: Vermutete Spleißvariation bei Mutation von C nach T an Position 1057, die Ursache der verkürzten Form von 116 sein könnte. 

2.2 Konstante ubiquitäre Expression und cytoplasmatische Lokalisation von 116

Die Verteilung in unterschiedlichen Geweben stellt ein wichtiges Charakteristikum eines einzelnen Cofaktors dar, da durch eine Gewebespezifität ein Hinweis auf eine mögliche Beteiligung an der Transaktivierung differentiell exprimierter Gene gegeben sein könnte. So konnte für ARIP3 und UTF-1 eine hohe Gewebespezifität gezeigt werden, die in Zusammenhang mit einer Beteiligung an jeweils spezifischen Entwicklungsprozessen gebracht wurde  ANGEBEN "(Moilanen et al., 1999)" 
(Moilanen et al., 1999
;  ANGEBEN "(Okuda et al., 1998)" 
Okuda et al., 1998)
. Die gewebespezifische Expression stellt aber offenbar kein generelles Kriterium für einen Coaktivator dar. So wurde beispielsweise für die Coaktivatoren TIF2, SRC-1, p/CIP (=RAC3) und ARA 70  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
(Voegel et al., 1996
;  ANGEBEN "(Li et al., 1997)" 
Li et al., 1997
;  ANGEBEN "(Yeh and Chang, 1996)" 
Yeh and Chang, 1996)
 gezeigt, daß sie in den meisten der untersuchten Gewebe exprimiert werden, auch wenn dabei die Unterschiede im Grad der Expression zum Teil sehr groß sind. Für 116 wies die Northern-Analyse unterschiedlicher humaner Gewebe auf eine ubiqitäre Expression hin  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
. Zudem konnte in Western-Analysen mehrerer humaner Zellinien (s. Abb. 15) und in RNase Protektions-analysen verschiedener Ratten-Gewebe gezeigt werden, daß 116 in allen untersuchten Zellinien und Geweben exprimiert wird (s. Abb. 8). Die Expression von 116 erfolgt dabei nicht nur ubiquitär, zusätzlich wird es beim Vergleich der unterschiedlichsten Gewebe auch noch in immer gleicher Menge exprimiert (s. Abb. 7 und L. Klein-Hitpaß, unveröffentlicht). Die ubiquitäre Expression in konstanter Menge weist darauf hin, daß 116 möglicherweise eine grundlegende Funktion in der Zelle erfüllt. Hinweise auf eine spezielle Funktion von 116 lassen sich aber auf Grund der fehlenden Gewebespezifität nicht erkennen.

Neben der Lokalisation des Proteins in den unterschiedlichen Geweben können Hinweise über eine mögliche Funktion auch über die Lokalisation in der einzelnen Zelle gewonnen werden. Die Coaktivatoren RIP140, TIF2, mSRC-1, SNURF und ARIP3 wurden an Hand von Immunfluoreszenzanalysen ausschließlich im Zellkern lokalisiert  ANGEBEN "(Cavailles et al., 1995)" 
(Cavailles et al., 1995
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996
;  ANGEBEN "(Yao et al., 1996)" 
Yao et al., 1996
;  ANGEBEN "(Moilanen et al., 1998)" 
Moilanen et al., 1998
;  ANGEBEN "(Moilanen et al., 1999)" 
Moilanen et al., 1999)
. Zusätzlich weisen die Aminosäuresequenzen, z. B. von RIP140 und TIF2, Kernlokalisierungssignale auf  ANGEBEN "(Cavailles et al., 1995)" 
(Cavailles et al., 1995
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996)
. Die Lokalisierung korreliert dabei mit der Funktion dieser Proteine als Cofaktoren der Transkription im Zellkern. Im Gegensatz zu diesen als Coaktivatoren charakterisierten Proteinen zeigten Immunfluoreszenzanalysen eindeutig, daß 116 in HeLa-Zellen, sowie nach transienter Transfektion auch in Cos7-Zellen, hauptsächlich cytoplasmatisch lokalisiert ist (s. Ergebnisse 3.10). Außerdem weist auch die Aminosäuresequenz von 116 keine Kernlokalisierungssignale auf. Die subzelluläre Lokalisation kann demnach die Vermutung der Funktion von 116 als putativer Cofaktor der Transaktivierung nicht stützen, wiederlegt diese aber auch nicht. An Hand dieser Analysen ist nicht auszuschließen, daß trotzdem geringe Mengen an 116 kernlokalisiert sind, die für eine Funktion bei der Transaktivierung ausreichen.

2.3 Analyse der vielfältigen möglichen Interaktionen von 116

Die cDNA-Sequenz von 116 codiert für insgesamt fünf potentielle C2-H2-Zinkfingermotive. Zahlreiche Proteine, so auch die Mitglieder der Steroidhormon-Rezeptorfamilie, binden spezifisch über Zinkfingerdomänen an Nukleinsäuren  ANGEBEN "(Evans, 1988)" 
(Evans, 1988
;  ANGEBEN "(Alroy and Freedman, 1992)" 
Alroy and Freedman, 1992)
. Möglicherweise ist daher auch 116 zur DNA-Bindung fähig und gleicht in diesem Punkt interessanterweise den Coaktivatoren der p160-Familie, die potentiell die Fähigkeit zur DNA-Bindung über eine bHLH-Domäne („basic Helix-Loop-Helix“) besitzen  ANGEBEN "(Chen et al., 1997)" 
(Chen et al., 1997)
. Bisher ist die DNA-Bindung von p160 Coaktivatoren noch nicht beschrieben worden und konnte auch für 116 im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden (s. Ergebnisse 3.14). Jedoch ist sie auf Grund der durchgeführten Analysen für das natürliche 116 Protein auch nicht auszuschließen. Für die Untersuchungen ist ausschließlich bakteriell exprimiertes Protein eingesetzt worden, welches DNA möglicherweise wegen unzureichender Faltung nicht binden kann. Andererseits könnte es sich bei 116 wegen der cytoplasmatischen Lokalisation aber auch um ein RNA-bindendes Protein handeln, das aus diesem Grund die eingesetzten Oligodesoxyribonukleotide nicht binden konnte. Der Nachweis einer Bindung an Nukleinsäuren könnte säulenchromatographisch über eine Retardation von 116 an immobilisierter DNA bzw. RNA untersucht werden, wobei das natürliche Protein aus Zellextrakten mit Hilfe des spezifischen Antikörpers (s. Ergebnisse 3.8) nachweisbar wäre. Im Fall einer Wechselwirkung ließe sich mit Hilfe von Deletionskonstrukten die bindende Domäne bestimmen.

Zinkfingermotive sind jedoch nicht ausschließlich für die Bindung von Nukleinsäuren, sondern ebenfalls für Protein-Protein-Interaktionen charakteristisch. So bildet beispielsweise der Transkriptionsfaktor Ikaros einerseits über zwei carboxyterminale C2-H2-Zinkfinger Homodimere aus und geht andererseits eine Interaktion mit dem Protein Aiolos ein  ANGEBEN "(Georgopoulos et al., 1997)" 
(Georgopoulos et al., 1997
;  ANGEBEN "(Sun et al., 1996)" 
Sun et al., 1996
;  ANGEBEN "(Morgan et al., 1997)" 
Morgan et al., 1997)
. Gleichzeitig ist Ikaros aber auch in der Lage über vier weitere C2-H2-Zinkfinger spezifisch an DNA zu binden. Die Bindung von 116 an Proteine konnte im Rahmen dieser Arbeit bereits mit den duchgeführten Coimmunpräzipitationen und GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen nachgewiesen werden (s. Ergebnisse 3.12 und 3.13). Letztere zeigen speziell die Wechselwirkung mit dem Progesteron-Rezeptor und bestätigen damit gleichzeitig das Ergebnis der Hefe-„two-hybrid“-Experimente  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
. Außerdem konnte über Deletionskonstrukte von 116 die Interaktion auf einen Bereich eingegrenzt werden, der eines der beiden consensus C2-H2-Zinkfingermotive einschließt (s. Abb. 19). Der putative Zinkfinger ist daher möglicherweise an der Interaktion mit dem Progesteron-Rezeptor beteiligt. Einschränkend muß gesagt werden, daß auch eine andere Region dieses Bereiches die Interaktion vermitteln könnte. Weitere Deletionen dieser Domäne sind notwendig, um diese Frage eindeutig zu klären.

Daß diese zentrale Region von 116 eine Interaktion mit dem Rezeptor vermittelt, war aber überraschend. Zuvor wurde nämlich für Coaktivatoren gezeigt, das ein kurzes, konserviertes Motiv ausreichend ist, an transkriptionell aktive Kern-Rezeptoren zu binden  ANGEBEN "(Heery et al., 1997)" 
(Heery et al., 1997)
. Die Aminosäuresequenz von 116 besitzt ebenfalls ein solches Motiv, aber nicht zentral im Protein, sondern am Carboxyterminus (s. Abb. 7). Dieses Motiv wird durch die Aminosäuren LXXLL beschrieben und als NR-Box („nuclear receptor box“), LXD („LXXLL domain“) oder NID („nuclear receptor interacting domain“) bezeichnet. 116 bindet zwar in vitro an den Rezeptor (s. Ergebnisse 3.12), jedoch ist die NR-Box von 116 für diese Interaktion nicht notwendig (s. Abb. 19). 

Die Spezifität einer NR-Box hinsichtlich der Bindung an verschiedene Kern-Rezeptoren wird durch Aminosäuren entscheidend mitbestimmt, die carboxyterminal zum Kernmotiv liegen  ANGEBEN "(McInerney et al., 1998)" 
(McInerney et al., 1998)
. Da die NR-Box direkt am Carboxyterminus von 116 liegt und somit keine carboxyterminal zum Kernmotiv liegenden Aminosäuren vorhanden sind, ist es denkbar, daß sie aus diesem Grund nicht funktionell ist. Allerdings besitzt auch eine Spleißvariante von SRC-1 eine NR-Box direkt am Carboxyterminus, die für eine ligandenabhängige Interaktion mit dem Progesteron-Rezeptor und dem Östrogen-Rezeptor ausreichend ist  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995
;  ANGEBEN "(Heery et al., 1997)" 
Heery et al., 1997)
. Die Wechselwirkung erfolgt, indem die NR-Box, für die eine helikale Konformation angenommen wird, in eine hydrophobe Tasche in der Ligandenbindungsdomäne des Rezeptors bindet  ANGEBEN "(Feng et al., 1998)" 
(Feng et al., 1998
;  ANGEBEN "(Torchia et al., 1997)" 
Torchia et al., 1997
;  ANGEBEN "(Darimont et al., 1998)" 
Darimont et al., 1998)
. Die in vitro Interaktionsanalysen zeigten eine Wechselwirkung von 116 mit dem Progesteron-Rezeptor, an der die DNA-Bindungsdomäne und nicht die Ligandenbindungsdomäne beteiligt ist. Es ist daher keine hydrophobe Tasche vorhanden (s. Abb. 19), was wahrscheinlich erklärt, daß die NR-Box für diese Interaktion nicht benötigt wird.

Die Bedeutung der DNA-Bindungsdomäne von Kern-Rezeptoren als Interaktionsoberfläche transkriptionsaktiver Proteine hat stark zugenommen. So konnte gezeigt werden, daß der Progesteron-Rezeptor über seine DNA-Bindungsdomäne mit dTAFII110 wechselwirkt  ANGEBEN "(Schwerk et al., 1995)" 
(Schwerk et al., 1995)
 und der Glucocorticoid-Rezeptor über seine C-Domäne mit dem Transkriptionsfaktor HNF-6 interagiert (Lemaigre, pers. Mttlg.). Der Coaktivator PCAF bindet hormonabhängig an die DNA-Bindungsdomäne verschiedener Kernrezeptoren  ANGEBEN "(Blanco et al., 1998)" 
(Blanco et al., 1998)
 und der differentiell exprimierte Cofaktor ARIP3 interagiert mit der DNA-Bindungsdomäne des Androgen-Rezeptors  ANGEBEN "(Moilanen et al., 1999)" 
(Moilanen et al., 1999)
. Für die Interaktion mit 116 ist die Region des zweiten Zinkfingers der DNA-Bindungsdomäne des Progesteron-Rezeptors ausreichend (AS-Pos. 585 bis 639, s. Abb. 20). Zunächst steht dies scheinbar im Gegensatz zu den Ergebnissen der Hefe-„two-hybrid“-Analysen, da dort für die Interaktion mit 116 ein Konstrukt eingesetzt worden ist, das nicht die DNA-Bindungsdomäne sondern die „hinge“-Region (Domäne D) und die Ligandenbindungsdomäne (AS-Pos. 631 bis 933) des Rezeptors enthielt. Jedoch überlappen die beiden Progesteron-Rezeptor-Konstrukte der Fusionsproteinanalyse auf der einen und des „two-hybrid“-Systems auf der anderen Seite in neun Aminosäuren (AS-Pos. 631 bis 639). Ob genau diese neun Aminosäuren notwendig oder sogar ausreichend für die Interaktion des Progesteron-Rezeptors mit 116 sind, könnte an Hand weiterer GST-Fusionsproteine des Rezeptors untersucht werden. Diese Fusionsproteine sollten die Ligandenbindungsdomäne mit bzw. die DNA-Bindungsdomäne ohne diese neun Aminosäuren enthalten und auf eine Interaktion mit 116 überprüft werden. Die Konstruktion entsprechender Expressionsplasmide ist im Rahmen dieser Arbeit bereits erfolgt, die GST-Fusionsproteine konnten jedoch bisher nicht bakteriell überexprimiert werden.

Neben den Wechselwirkungen der Cofaktoren mit den Liganden- und den DNA-Bindungsdomänen von Kern-Rezeptoren konnte zusätzlich für SRC-1 auch eine Interaktion mit der phosphorylierten AF-1 des Östrogen-Rezeptors festgestellt werden, die in diesem Fall ligandenunabhängig erfolgt. Jedoch zeigen die meisten bisher charakterisierten Coaktivatoren eine Wechselwirkung mit dem Kern-Rezeptor nur in Anwesenheit eines Liganden. Beispielsweise interagiert sowohl RIP140 mit dem Östrogen-Rezeptor als auch SRC-1 mit dem Progesteron-Rezeptor in Abhängigkeit von Hormon  ANGEBEN "(Cavailles et al., 1995)" 
(Cavailles et al., 1995
;  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
Onate et al., 1995)
. Für SRC-1 konnte die Hormonabhängigkeit der Interaktion mit dem Progesteron-Rezeptor in GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen gezeigt werden, wohingegen für GRIP1 (TIF2 Homologes der Maus) mit der gleichen Methode keine strenge Hormonabhängigkeit der Wechselwirkung mit verschiedenen Steroidhormon-Rezeptoren festgestellt werden konnte. Die Autoren begründen dies mit dem Fehlen eines Hitzeschockproteins  ANGEBEN "(Hong et al., 1996)" 
(Hong et al., 1996)
. Möglicherweise besitzt ein bakteriell exprimierter Rezeptor tatsächlich wegen fehlender Hilfsproteine bereits die Konformation des aktivierten Zustands. Auf diese Weise wäre auch zu erklären, warum die auf Grund der Hefe-„two-hybrid“-Analysen erwartete Hormonabhängigkeit der Interaktion zwischen 116 und dem Progesteron-Rezeptor mit Hilfe der GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalyse nicht reproduziert werden konnte (s. Abb. 18). 

2.4 Analyse der Transkriptionsregulation durch 116

Charakteristisch für Coaktivatoren ist eine eigene Aktivierungsfunktion, wie sie z. B. für RIP140, p/CIP und TIF2 festgestellt werden konnte  ANGEBEN "(Horset et al., 1996)" 
(Horset et al., 1996
;  ANGEBEN "(Li et al., 1997)" 
Li et al., 1997
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996)
. Zur Identifizierung dieser Aktivierungsfunktionen wurden die Cofaktoren durch Fusion an eine heterologe DNA-Bindungsdomäne über die entsprechenden responsiblen DNA-Elemente in den proximalen Bereich von Minimalpromotoren rekrutiert. Die Untersuchung des 116 Proteins auf gleiche Weise lieferte keinen Hinweis auf eine eigene Aktivierungsfunktion (s. Abb. 24). Vielmehr konnte bei Expression des 116-Fusionsproteins eine leichte Reduktion der Reportergenaktivität beobachtet werden. Allerdings wird diese Reduktion ähnlich stark erzielt, wenn die Gal4-DNA-Bindungsdomäne allein exprimiert wird. Sogar die Expression eines Reporterkonstruktes wird reduziert, das auf Grund der fehlenden responsiblen Elemente gar keine Bindung der transient exprimierten Proteine ermöglicht. Die Ergebnisse weisen daher darauf hin, daß 116 die basale Transkription weder positiv noch negativ beeinflussen kann und sich damit von den bekannten Cofaktoren der Steroidhormon-Rezeptoren unterscheidet.

Den Beweis für eine Funktion als Cofaktor stellt aber letztlich die zusätzliche Stimulierung bzw. die Repression der durch Kern-Rezeptoren aktivierten Transkription von Zielgenen dar. Um diese Einflüsse analysieren zu können, sind einerseits Untersuchungen mit in vitro Transkriptionssystemen  ANGEBEN "(Klotzbucher et al., 1997)" 
(Klotzbücher et al., 1997
;  ANGEBEN "(Pfitzner et al., 1993)" 
Pfitzner et al., 1993)
 und andererseits mittels Reportergenanalysen nach transienter Transfektion durchgeführt worden  ANGEBEN "(Torchia et al., 1997)" 
(Torchia et al., 1997
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996
;  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
Onate et al., 1995
;  ANGEBEN "(Feng et al., 1998)" 
Feng et al., 1998
;  ANGEBEN "(Chen et al., 1997)" 
Chen et al., 1997)
. Auch der Einfluß von 116 auf die Progesteron-Rezeptor vermittelte Transaktivierung wurde daher an Hand transienter Reportergenanalysen untersucht. Dazu wurden Zellen (T47D und HeLa3B2) eingesetzt, die den Progesteron-Rezeptor bereits stabil exprimieren. Western-Analysen zeigten, daß 116 sowohl in HeLa- wie auch in T47D-Zellen exprimiert ist (s. Abb. 15). Die Reportergenanalysen wurden daher immer in Anwesenheit des endogenen Proteins durchgeführt. Wurde das vollständige 116 Protein transient exprimiert, konnte ein leichter repressorischer Effekt beobachtet werden (s. Abb. 25). Dieser negative Einfluß könnte darauf zurückgeführt werden, daß möglicherweise notwendige Komponenten durch das Überangebot an Cofaktor aus dem Transkriptionskomplex entfernt werden. Diese Vermutung setzt eine direkte Interaktion zwischen 116 und weiteren an der Transkription beteiligten Proteinen voraus. In alternativen Ansätzen sollte durch Überexpression der Domäne, welche die Interaktion mit dem Progesteron-Rezeptor vermittelt, die Bindung des endogenen 116 Proteins an den Rezeptor spezifisch blockiert werden, um auf diese Weise zu verhindern, daß das endogene Protein seine Funktion bei der Transaktivierung wahrnehmen kann. Ähnliche Ansätze wurden auch bei der Untersuchung von SRC-1 durchgeführt, wo gezeigt werden konnte, daß die Expression der Interaktionsdomäne die Funktion des vollständigen Coaktivators unterdrückt  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995)
. Die transiente Transfektion der verkürzten 116 Proteine zeigt jedoch nur einen geringen Einfluß, der zudem nicht ausschließlich die hormonstimulierte Transaktivierung durch den Progesteron-Rezeptor, sondern genauso die Transkription eines Reportergens mit einem Promotor ohne Progesteron responsible Elemente betrifft (s. Abb. 26). In diesem System zeigt 116 keine Eigenschaften als Cofaktor des Progesteron-Rezeptors. Daß 116 in einem System mit veränderter Promotor- und Zellspezifität auf Grund der gezeigten Interaktion mit dem Progesteron-Rezeptor nicht doch Eigenschaften eines Cofaktors der hormonellen Transkriptionsregulation offenbart, ist an Hand der durchgeführten Analysen nicht auszuschließen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte aber die Beteiligung von 116 an der Progesteron-Rezeptor vermittelten Transaktivierung nicht bewiesen werden. 

