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Einleitung

1 Der Initiationskomplex der RNA-Polymerase II katalysierten Transkription

Jeder einzelne Organismus besteht aus einer Vielzahl von Zellen, die sich in ihrer Organisation, Morphologie und Funktion stark unterscheiden. Die Vielfalt an Form und Funktion resultiert aus der räumlich und zeitlich koordinierten Expression der Erbinformation. Der erste Schritt zur Expression ist die Transkription. Die Regulation ihrer Initiation ist daher entscheidend für die Ontogenese und für die Funktionalität der Zellen im adulten Organismus.

Die Transkription wird in eukaryonten Organismen von drei verschiedenen DNA-abhängigen RNA-Polymerasen katalysiert  ANGEBEN "(Chambon, 1975)" 
(Chambon, 1975)
. Die RNA-Polymerase I transkribiert die ribosomalen RNAs  ANGEBEN "(Dickinson et al., 1990)" 
(Dickinson et al., 1990)
, während die RNA-Polymerase III für die Bildung der 5S-RNA, der tRNAs und einer Anzahl funktioneller kleiner RNAs verantwortlich ist  ANGEBEN "(Weinmann and Roeder, 1974)" 
(Weinmann and Roeder, 1974
;  ANGEBEN "(Geiduschek and Tocchini-Valentini, 1988)" 
Geiduschek and Tocchini-Valentini, 1988
;  ANGEBEN "(Zieve et al., 1977)" 
Zieve et al., 1977
;  ANGEBEN "(Reddy et al., 1987)" 
Reddy et al., 1987)
. Die RNA-Polymerase II transkribiert neben einer Reihe kleiner RNAs die Protein codierenden Gene. Trotz ihrer Komplexität (zwölf konservierte Untereinheiten bei der Hefe;  ANGEBEN "(Woychik and Young, 1990)" 
(Woychik and Young, 1990)
 benötigt die RNA-Polymerase II zur korrekten Initiation der Transkription zusätzlich sechs Generelle Transkriptionsfaktoren (GTFs), die mit TFIIA, -B, -D, -E, -F und -H bezeichnet werden  ANGEBEN "(Roeder et al., 1976)" 
(Roeder et al., 1976
,  ANGEBEN "(Weil et al., 1979)" 
Weil et al., 1979
;  ANGEBEN "(Matsui et al., 1980)" 
Matsui et al., 1980
). Die spezifische Initiation erfolgt durch Ausbildung eines Präinitiatitionskomplexes aus den sechs GTFs und der RNA-Polymerase II am „Core“-Promotor des Gens  ANGEBEN "(Roeder, 1996)" 
(Roeder, 1996)
. Zu den „Core“-Promotor Elementen gehören die TATA-Box, die etwa dreißig Nukleotide stromaufwärts vom Transkriptionsstart liegt und das Pyrimidin reiche Initiator-Element (Inr) direkt am Transkriptionsstart  ANGEBEN "(Weis and Reinberg, 1992)" 
(Weis and Reinberg, 1992
;  ANGEBEN "(Smale and Baltimore, 1989)" 
Smale and Baltimore, 1989)
. Weitere Publikationen postulieren als zusätzliche „Core“-Promotor Elemente eine direkt stromaufwärts der TATA-Box gelegene Bindungsstelle für TFIIB, das BRE („TFIIB recognition element“,  ANGEBEN "(Lagrange et al., 1998)" 
(Lagrange et al., 1998)
 und ein Sequenzelement, das etwa dreißig Nukleotide stromabwärts vom Transkriptionsstart liegt („downstream promoter element“, DPE;  ANGEBEN "(Burke and Kadonaga, 1996)" 
Burke and Kadonaga, 1996)
. Die „Core“-Promotor Elemente können synergistisch aber auch unabhängig voneinander wirken  ANGEBEN "(Orphanides et al., 1996)" 
(Orphanides et al., 1996)
. Daher besitzt nicht jedes Gen alle diese Elemente, noch gleichen sich ihre Sequenz und Lage zueinander in verschiedenen Promotoren  ANGEBEN "(Roeder, 1996)" 
(Roeder, 1996)
. 

TFIID nimmt eine Schlüsselposition bei der Ausbildung des Präinitiationskomplexes ein, da es gleich drei „Core“-Promoter Elemente, sowohl die TATA-Box als auch den Initiator und das DPE, erkennen kann  ANGEBEN "(Goodrich et al., 1996)" 
(Goodrich et al., 1996
; ANGEBEN "(Burke and Kadonaga, 1996)" 
 Burke and Kadonaga, 1996)
. Durch biochemische Analysen konnte TFIID als stabiler Komplex aus dem TATA-Box-bindenden Protein (TBP) und acht TBP-assoziierten Faktoren (TAFs) identifiziert werden  ANGEBEN "(Dynlacht et al., 1991)" 
(Dynlacht et al., 1991
;  ANGEBEN "(Tanese and Tjian, 1993)" 
Tanese and Tjian, 1993)
. Die TATA-Box wird spezifisch von der TBP-Untereinheit des TFIID-Komplexes gebunden  ANGEBEN "(Buratowski et al., 1988)" 
(Buratowski et al., 1988)
, während der Initiator und das DPE von bestimmten TAFs erkannt werden  ANGEBEN "(Verrijzer et al., 1994)" 
(Verrijzer et al., 1994
;  ANGEBEN "(Burke and Kadonaga, 1996)" 
Burke and Kadonaga, 1996
;  ANGEBEN "(Orphanides et al., 1996)" 
Orphanides et al., 1996)
. Nach Bindung von TFIID an die DNA werden die übrigen GTFs zusammen mit der RNA-Polymerase II rekrutiert. Inwiefern eine schrittweise Rekrutierung der GTFs und der RNA-Polymerase II an den „Core“-Promotor erfolgt oder ein vorgebildeter Holoenzymkomplex an die DNA bindet, wird derzeit noch konträr diskutiert  ANGEBEN "(Ranish et al., 1999)" 
(Ranish et al., 1999
;  ANGEBEN "(Myer and Young, 1998)" 
Myer and Young, 1998
;  ANGEBEN "(Koleske and Young, 1994)" 
Koleske and Young, 1994
;  ANGEBEN "(Conaway and Conaway, 1993)" 
Conaway and Conaway, 1993
;  ANGEBEN "(Zawel and Reinberg, 1993)" 
Zawel and Reinberg, 1993
;  ANGEBEN "(Buratowski et al., 1989)" 
Buratowski et al., 1989)
.

Der Komplex aus den GTFs und der RNA-Polymerase II am „Core“-Promotor ist in vitro in der Lage, eine geringe Transkription des Zielgens zu initiieren, die als basale Transkription bezeichnet wird  ANGEBEN "(Roeder, 1996)" 
(Roeder, 1996)
. Die Promotoren Protein codierender Gene enthalten jedoch neben dem „Core“-Promotor genspezifische DNA-Elemente, an die Transkriptionsfaktoren binden, welche die Transkriptionsrate erhöhen  ANGEBEN "(Hernandez, 1993)" 
(Hernandez, 1993)
. Diese Transkriptionsfaktoren besitzen meist einen modularen Aufbau aus einer DNA-Bindungsdomäne und einer oder mehrerer Aktivierungsdomänen (Verrijzer und Tjian 1996). Nach der Bindung an die spezifischen DNA-Sequenzen beeinflussen die Transkriptionsfaktoren die Ausbildung, Konformation, Aktivität und Stabilität des Präinitiationskomplexes durch direkte oder indirekte Interaktion (Hernandez 1993;  ANGEBEN "(Tjian and Maniatis, 1994)" 
Tjian and Maniatis, 1994
;  ANGEBEN "(Goodrich et al., 1996)" 
Goodrich et al., 1996)
. So konnte eine direkte Interaktion mit TBP für Transkriptionsfaktoren, wie IE2 („immediately early protein 2“) des Cytomegalovirus und E1A des Adenovirus gezeigt werden  ANGEBEN "(Hagemeier et al., 1992)" 
(Hagemeier et al., 1992
;  ANGEBEN "(Horikoshi et al., 1991)" 
Horikoshi et al., 1991)
. Außerdem bindet die Aktivierungsdomäne des Herpes simplex Transkriptionsfaktors VP16 nicht nur an TBP, sondern auch an TFIIB, TFIIH und an Drosophila TAF40 bzw. an das humane Homolog TAF32  ANGEBEN "(Stringer et al., 1990)" 
(Stringer et al., 1990
;  ANGEBEN "(Lin et al., 1991)" 
Lin et al., 1991
;  ANGEBEN "(Goodrich et al., 1993)" 
Goodrich et al., 1993
;  ANGEBEN "(Xiao et al., 1994)" 
Xiao et al., 1994
;  ANGEBEN "(Klemm et al., 1995)" 
Klemm et al., 1995)
. Daß manche TAFs dazu dienen, Aktivierungsdomänen funktionell mit den GTFs zu verbinden, wurde durch in vitro Rekonstitutionsanalysen gezeigt  ANGEBEN "(Pugh and Tjian, 1990)" 
(Pugh and Tjian, 1990
;  ANGEBEN "(Dynlacht et al., 1991)" 
Dynlacht et al., 1991)
. Danach kann eine Aktivierung der Transkription durch Transkriptionsfaktoren mit partiell gereinigtem TFIID, aber nicht mit gereinigtem TBP erzielt werden, während TAFs für die basale Transkription weder notwendig sind noch stimulierend wirken. Einige TAFs übernehmen eine Brückenfunktion zwischen den Transkriptionsfaktoren und den GTFs mit der RNA-Polymerase II, die eine Stimulierung der Transkriptionsinitiation bewirkt. So konnte gezeigt werden, daß dTAF110 an den Progesteron-Rezeptor und hTAF30 an den Östrogen-Rezeptor bindet  ANGEBEN "(Schwerk et al., 1995)" 
(Schwerk et al., 1995
;  ANGEBEN "(Jacq et al., 1994)" 
Jacq et al., 1994)
. NTF-1 bindet an dTAF60 und dTAF150 und Sp1 selektiv an TAF110, wobei letztere Interaktion stark mit der Aktivierung der Transkription korreliert  ANGEBEN "(Verrijzer et al., 1994)" 
(Verrijzer et al., 1994
;  ANGEBEN "(Hoey et al., 1993)" 
Hoey et al., 1993
;  ANGEBEN "(Gill et al., 1994)" 
Gill et al., 1994)
. 

2 Modulare Domänenstruktur der Steroidhormon-Rezeptoren

Die Kern-Rezeptoren bilden die größte bekannte Familie von Transkriptionsfaktoren in Eukaryonten. Zu ihnen zählen die Rezeptoren für Retinoide, Thyroide, Vitamin D3, Ecdyson, die Orphan-Rezeptoren und die Steroidhormon-Rezeptoren (SRs)  ANGEBEN "(Tsai and O'Malley, 1994)" 
(Tsai and O'Malley, 1994)
. Die Struktur der Kern-Rezeptoren, insbesondere der Steroidhormon-Rezeptoren, ist durch einen modularen Aufbau gekennzeichnet  ANGEBEN "(Tsai and O'Malley, 1994)" 
(Tsai and O'Malley, 1994
;  ANGEBEN "(Green and Chambon, 1986)" 
Green and Chambon, 1986
;  ANGEBEN "(Krust et al., 1986)" 
Krust et al., 1986)
. Die aminoterminal gelegene A/B-Domäne ist unter den Mitgliedern der Steroidhormon-Rezeptorfamilie wenig konserviert und sehr variabel in ihrer Sequenz und Länge. Fusioniert an eine heterologe DNA-Bindungsdomäne besitzt diese Region eine konstitutive Aktivierungsfunktion, die auch als AF-1 bezeichnet wird  ANGEBEN "(Giguere et al., 1986)" 
(Giguere et al., 1986
;  ANGEBEN "(Kumar et al., 1987)" 
Kumar et al., 1987
;  ANGEBEN "(Hollenberg and Evans, 1988)" 
Hollenberg and Evans, 1988)
. Die Aktivierung wird dabei vermutlich über die Interaktion mit den GTFs oder anderen Transkriptionsfaktoren vermittelt. Zudem könnte diese Domäne eine wichtige Rolle bei der Bestimmung der Zielgenspezifität der unterschiedlichen Isoformen spielen, die an die gleiche Erkennungssequenz binden  ANGEBEN "(Tora et al., 1988)" 
(Tora et al., 1988
;  ANGEBEN "(Bocquel et al., 1989)" 
Bocquel et al., 1989)
. Zentral im Protein liegt die konservierte C-Domäne, bestehend aus zwei C2C2-Zinkfingermotiven, die neben der DNA-Bindung auch noch zur Dimerisierung der Rezeptoren beiträgt  ANGEBEN "(Evans, 1988)" 
(Evans, 1988
;  ANGEBEN "(Luisi et al., 1991)" 
Luisi et al., 1991
;  ANGEBEN "(Freedman, 1992)" 
Freedman, 1992)
. Außerdem besitzt diese Domäne im Fall des Progesteron-Rezeptors wahrscheinlich auf Grund der Interaktion mit TAF110 eine dritte Aktivierungsfunktion (AF-3)  ANGEBEN "(Schwerk et al., 1995)" 
(Schwerk et al., 1995)
. Carboxyterminal zur C-Domäne ermöglicht die variable D-Region (auch „hinge-region“) vermutlich Konformationsänderungen des Proteins und vermittelt bei vielen Mitgliedern der Familie außerdem die Kernlokalisierung  ANGEBEN "(Godowski et al., 1988)" 
(Godowski et al., 1988
;  ANGEBEN "(Picard and Yamamoto, 1987)" 
Picard and Yamamoto, 1987
;  ANGEBEN "(Guiochon-Mantel et al., 1989)" 
Guiochon-Mantel et al., 1989)
. Die E-Domäne ist mit ungefähr 250 Aminosäuren die größte Domäne der Steroidhormon-Rezeptoren und zudem funktionell komplex. Neben einem weiteren Dimerisierungsmotiv trägt sie zur Kernlokalisierung bei und enthält Regionen für die Assoziation von Hitze-Schock-Proteinen. Die wohl wichtigste Funktion der E-Domäne besteht in der Bindung des spezifischen Liganden und die davon abhängige Transaktivierung, die Aktivierungsfunktion 2 (AF-2;  ANGEBEN "(Evans, 1988)" 
Evans, 1988
;  ANGEBEN "(Tsai and O'Malley, 1994)" 
Tsai and O'Malley, 1994)
. Die Bindung des Hormons wird durch Mutationen beeinflußt, die nahezu die gesamte Domäne betreffen können, weswegen diese Domäne allgemein auch als Ligandenbindungsdomäne bezeichnet wird. Am Carboxyterminus mancher Rezeptoren findet sich zusätzlich noch die F-Domäne, für die bisher keine eindeutige Funktion festgelegt werden konnte.

3 Mechanismus der Transaktivierung durch Steroidhormon-Rezeptoren

Charakteristisch für die Kern-Rezeptoren ist ihre induzierbare Aktivität. Als Induktor der Untergruppe der SRs dienen die Steroidhormone, die von endokrinen Zellen in die Blutbahn sezerniert werden, durch passiven oder aktiven Transport in die Zellen gelangen und im Cytoplasma oder im Zellkern an den Rezeptor binden  ANGEBEN "(Tsai and O'Malley, 1994)" 
(Tsai and O'Malley, 1994)
. In der inaktiven Form liegen die Rezeptoren in Form von Komplexen mit Hitze-Schock-Proteinen und anderen Chaperonen vor  ANGEBEN "(Pratt et al., 1988)" 
(Pratt et al., 1988
;  ANGEBEN "(Smith and Toft, 1993)" 
Smith and Toft, 1993
;  ANGEBEN "(Pratt, 1993)" 
Pratt, 1993
;  ANGEBEN "(Bohen, 1995a)" 
Bohen, 1995a)
. Diese Komplexe zeichnen sich durch eine große Affinität zum Hormon und eine geringe DNA-Bindungsfähigkeit aus. Die Erkennung des Liganden bewirkt eine Konformationsänderung und die Phosphorylierung des Rezeptors, der losgelöst von den Chaperonen als Homodimer an die responsiblen Elemente in der Nähe der Kern-Promotoren von Zielgenen bindet  ANGEBEN "(Bohen et al., 1995b)" 
(Bohen et al., 1995b
;  ANGEBEN "(DeMarzo et al., 1991)" 
DeMarzo et al., 1991
;  ANGEBEN "(Sheridan et al., 1989)" 
Sheridan et al., 1989
;  ANGEBEN "(Orti et al., 1992)" 
Orti et al., 1992)
. Dabei stellen die responsiblen Elemente der Steroidhormon-Rezeptoren imperfekte, invertierte Palindrome dar  ANGEBEN "(von der et al., 1985)" 
(von der Ahe et al., 1985
;  ANGEBEN "(Strahle et al., 1987)" 
Strahle et al., 1987
;  ANGEBEN "(Klein-Hitpass et al., 1988; Klein-Hitpass et al., 1989)" 
Klein-Hitpass et al., 1988; Klein-Hitpass et al., 1989

 ANGEBEN ""  ADDIN REFMAN ÿ\11\05‘\19\01\00\00\00\00\01\00\00\0DC:\5CDIEMO\5Cdiss\03\00\03218\05klein\00\05\00 
;  ANGEBEN "(Cato et al., 1988)" 
Cato et al., 1988)
. Gebunden an die responsiblen Elemente aktivieren die Rezeptoren die Expression der Zielgene. In zellfreien in vitro Transkriptionssystemen konnte gezeigt werden, daß die Steroidhormon-Rezeptoren in der Lage sind, die Transkription sowohl von natürlichen als auch von minimalen Promotoren zu stimulieren. Die Transaktivierung wurde dabei zunächst allein auf eine direkte Interaktion der Rezeptoren mit den GTFs zurückgeführt. So konnte die Bindung an TFIIB für den Östrogen- wie für den Progesteron-Rezeptor demonstriert werden  ANGEBEN "(Baniahmad et al., 1993)" 
(Baniahmad et al., 1993
;  ANGEBEN "(Ing et al., 1992)" 
Ing et al., 1992)
. Während dabei die Ligandenbindungsdomäne des Östrogen-Rezeptors für die Wechselwirkung notwendig ist, bindet TFIIB auch an ein Konstrukt des Progesteron-Rezeptors ohne die carboxyterminale Ligandenbindungsdomäne. Zusätzlich vermitteln die Ligandenbindungsdomäne des Östrogen-Rezeptors und die DNA-Bindungsdomäne des Progesteron-Rezeptors Interaktionen mit hTAF30 bzw. dTAF110  ANGEBEN "(Jacq et al., 1994)" 
(Jacq et al., 1994
;  ANGEBEN "(Schwerk et al., 1995)" 
Schwerk et al., 1995)
. Der Östrogen-Rezeptor bindet außerdem über beide Aktivierungsfunktionen (AF-1 und AF-2) an TBP  ANGEBEN "(Sadovsky et al., 1995)" 
(Sadovsky et al., 1995)
. Die Steroidhormon-Rezeptoren setzen demnach unterschiedliche Domänen für die Interaktion mit den GTFs ein.

4 Beteiligung von Cofaktoren an der Transaktivierung durch Steroidhormon-Rezeptoren

Die Interaktion mit den GTFs ist für die Aktivierung der basalen Transkription durch die Steroidhormon-Rezeptoren nicht ausreichend. Hinweise auf Cofaktoren gaben Ergebnisse, die als Transkriptionsinterferenz oder „Squelching“ bezeichnet werden. Die Überexpression einer Aktivierungsfunktion eines Steroidhormon-Rezeptors übt dabei einen negativen Einfluß auf die durch einen Steroidhormon-Rezeptor vermittelte Transaktivierung eines Promotors aus, während die Transkription von einem Promotor ohne Rezeptorbeteiligung unbeeinflußt bleibt  ANGEBEN "(Meyer et al., 1989)" 
(Meyer et al., 1989)
. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß die Aktivierungsfunktionen um die Interaktion mit notwendigen Cofaktoren in limitierenden Mengen konkurrieren. Wie bestimmte TAFs, dienen diese Cofaktoren entweder als Brückenprotein zwischen den Rezeptoren und den GTFs oder beeinflussen auf eine andere Weise die Ausbildung und Stabilität des Präinitiationskomplexes.

In Protein-Protein-Interaktionsanalysen wurden zahlreiche Cofaktoren auf Grund ihrer Wechselwirkung mit den Kern-Rezeptoren identifiziert  ANGEBEN "(Cavailles et al., 1995)" 
(Cavailles et al., 1995
;  ANGEBEN "(Halachmi et al., 1994)" 
Halachmi et al., 1994
;  ANGEBEN "(Eggert et al., 1995)" 
Eggert et al., 1995
;  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)
. Als zur Zeit erfolgreichste Methode zur Identifizierung von Interaktionen mit unbekannten Cofaktoren hat sich das Hefe-„two-hybrid“-System bewährt  ANGEBEN "(Fields and Song, 1989)" 
(Fields and Song, 1989)
. Bei diesem System wird in Hefen ein Zielprotein als Fusionsprotein mit der DNA-Bindungsdomäne des Hefe Gal4-Aktivators exprimiert. Als Zielprotein dient eine bekannte Peptidsequenz, für die angenommen wird, das sie eine Interaktionsdomäne mit anderen Poteinen darstellt. Zum Teil wurden für diese Analysen bereits einzelne Domänen der Rezeptoren eingesetzt, um spezifisch an diese Domänen bindende Proteine zu bestimmen. Häufig fand die carboxyterminale Ligandenbindungsdomäne der Steroidhormon-Rezeptoren mit der hormonabhängigen AF-2 Anwendung. Anschließend erfolgt die Transformation von Konstrukten, in denen unbekannte cDNA-Sequenzen an die codierende Sequenz der Gal4-Aktivatordomäne gekoppelt sind. Bei Interaktion des Zielproteins mit der exprimierten cDNA wird der Gal4-Aktivator rekonstituiert. Gal4 responsible Reportergene eines entsprechenden Reporterplasmids können so aktiviert werden. An Hand der Expression der Reportergene lassen sich diejenigen Hefen selektionieren, die die Expressionsplasmide für interagierende Domänen besitzen. Diese Expressionsplasmide können dann isoliert, amplifiziert und der cDNA-Anteil sequenziert werden. Auf diese Weise erhält man direkten Zugang zu der codierenden Sequenz für ein interagierendes Protein. 

Mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems ist durch Interaktion mit der Ligandenbindungsdomäne des Progesteron-Rezeptors ein Coaktivator identifiziert worden, der als Steroidhormon-Rezeptor Coaktivator 1 (SRC-1) bezeichnet wird und zusammen mit TIF2 und p/CIP zur Familie der p160-Coaktivatoren zählt  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996
;  ANGEBEN "(Torchia et al., 1997)" 
Torchia et al., 1997)
. Die Interaktion zwischen SRC-1 und dem Progesteron-Rezeptor erfolgt in der Hefe hormonabhängig und konnte in vitro mit Hilfe von GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen bestätigt werden  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995)
. Abgesehen von der hormonabhängigen Interaktion mit den Steroidhormon-Rezeptoren wird SRC-1 auch unabhängig von einem Liganden durch Cyclin D1 an den Östrogen-Rezeptor rekrutiert  ANGEBEN "(Zwijsen et al., 1998)" 
(Zwijsen et al., 1998)
. Mit der direkten Beteiligung von Cyclin D1 an der Regulation der Transkription ist ein alternativer Weg der Transaktivierung durch den Östrogen-Rezeptor in Brust-Carcinom-Zellen gezeigt worden, bei dem Coaktivatoren eine bedeutende Rolle in der Tumorgenese zukommt. 

Über einen weiteren Weg wird SRC-1 ligandenunabhängig an den Östrogen-Rezeptor rekrutiert  ANGEBEN "(Tremblay et al., 1999)" 
(Tremblay et al., 1999)
. Nach Phosphorylierung der AF-1 des Östrogen-Rezeptors ( durch die MAP Kinase kann in vitro die Bindung von SRC-1 nachgewiesen werden. Auch in vivo rekrutiert der Östrogen-Rezeptor den Coaktivator nach Behandlung der Zellen mit EGF, das den MAP Kinase Signalweg aktiviert. Der direkte Nachweis einer durch diese Interaktion veränderten Transaktivierung steht jedoch noch aus.

Ein Einfluß von SRC-1 auf die Transaktivierung wurde mittels transienter Transfektionen untersucht  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995)
. So konnte die bereits durch den Progesteron-Rezeptor hormonabhängig aktivierte Transkription mit SRC-1 nochmals um den Faktor 14 gesteigert werden, während die basale Transkription unbeeinflußt blieb. Stimuliert wurden auch die Transaktivierungen des Östrogen-, Glucocorticoid-, Thyroidhormon- und Retinsäure-X-Rezeptors, aber auch von Aktivatoren, die nicht der Kern-Rezeptor-Familie angehören, wie Sp1 und VP16  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995)
. In Hinsicht auf den Östrogen-Rezeptor konnte gezeigt werden, daß SRC-1 die intramolekulare Assoziation der beiden Aktivierungsfunktionen fördert oder gar ermöglicht und auf diese Weise zur Verstärkung der transkriptionellen Aktivierung beiträgt  ANGEBEN "(McInerney et al., 1996)" 
(McInerney et al., 1996)
. SRC-1 ist jedoch kein universeller Coaktivator aller Transkriptionsfaktoren, da die Aktivierungen durch E2F, E47 und CREB unbeeinflußt bleiben. Wichtig ist, daß SRC-1 in der Lage ist, die Interferenz zwischen Östrogen- und Progesteron-Rezeptor aufzuheben. Damit stellt SRC-1 einen der limitierenden Faktoren bei der hormonabhängigen Transaktivierung von Kern-Promotoren durch Steroidhormon-Rezeptoren dar  ANGEBEN "(Onate et al., 1995)" 
(Onate et al., 1995)
. 

Direkte Interaktionen stellen jedoch nicht die einzige Form dar, mit der SRC-1 in der Lage ist, die Transkription zu stimulieren. Eine spezifische Histon acetylierende Funktion für die Histone H3 und H4 trägt durch Auflockerung der nukleosomalen Struktur dazu bei, die inhibitorischen Einflüsse des Chromatins auf die Transkription zu mildern, indem auf diese Weise die Stabilität der Bindung des Präinitiationskomplexes an die DNA erhöht wird  ANGEBEN "(Spencer et al., 1997)" 
(Spencer et al., 1997)
. Zudem rekrutiert SRC-1 wiederum über direkte Interaktionen die Coaktivatoren CBP/p300 und P/CAF, die ihrerseits Histon acetylierende Eigenschaften besitzen und über den Transkriptionsfaktor Twist reguliert werden können  ANGEBEN "(Martinez-Balbas et al., 1998)" 
(Martinez-Balbas et al., 1998
;  ANGEBEN "(Hanstein et al., 1996)" 
Hanstein et al., 1996
;  ANGEBEN "(Yao et al., 1996)" 
Yao et al., 1996
;  ANGEBEN "(Blanco et al., 1998)" 
Blanco et al., 1998
;  ANGEBEN "(Hamamori et al., 1999)" 
Hamamori et al., 1999)
. 

An Hand von „knock-out“-Mäusen wurde die Funktion von SRC-1 in vivo untersucht  ANGEBEN "(Xu et al., 1998)" 
(Xu et al., 1998)
. Während sich die heterozygot mutierten Mäuse vom Wildtyp nicht unterschieden, zeigten die homozygoten Mutanten einen schwachen Phänotyp hinsichtlich der Zielgewebe von Östrogen und Progesteron. So konnte - jedoch erst nach Hormonstimulus - ein leicht vermindertes Wachstum des Uterus, der Prostata, des Hodens und der Brustdrüsen festgestellt werden. Die geringen Auswirkungen der Deletion von SRC-1 wurden auf eine zweifach erhöhte Expression des verwandten Coaktivators TIF2 zurückgeführt. Der Ausfall bestimmter Coaktivatoren kann daher vermutlich durch redundante Faktoren und kompensatorische Mechanismen ausgeglichen werden. Auf Grund der genannten Untersuchungen stellt SRC-1 den bisher am Besten charakterisierten Cofaktor dar.

Ein weiteres Mitglied der p160-Coaktivator-Familie, GRIP1, wurde mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems auf Grund der Wechselwirkung mit der Ligandenbindungsdomäne des Glucocorticoid-Rezeptors aus einer embryonalen Maus-cDNA-Bank isoliert  ANGEBEN "(Hong et al., 1996)" 
(Hong et al., 1996)
. Das humane Homolog TIF2 wurde fast gleichzeitig zu GRIP1 aus einer Placenta-cDNA-Bank an Hand der Interaktion mit der Ligandenbindungsdomäne des Östrogen-Rezeptors identifiziert  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
(Voegel et al., 1996)
. TIF2/GRIP1 bindet in Abhängigkeit von Hormon aber auch an die Ligandenbindungsdomänen aller übrigen Steroidhormon-Rezeptoren und an mehrere untersuchte Kern-Rezeptoren  ANGEBEN "(Hong et al., 1997)" 
(Hong et al., 1997
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996)
. Die Interaktion mit unterschiedlichen Rezeptoren wird dabei über den differentiellen Gebrauch verschiedener Domänen vermittelt  ANGEBEN "(Voegel et al., 1998)" 
(Voegel et al., 1998
;  ANGEBEN "(Hong et al., 1999)" 
Hong et al., 1999)
. 

TIF2/GRIP1 zeigt Sequenzähnlichkeiten zu SRC-1 insbesondere im Aminoterminus ( ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996
;  ANGEBEN "(Hong et al., 1997)" 
Hong et al., 1997)
. Auch funktionell ähnelt TIF2/GRIP1 dem beschriebenen Coaktivator SRC-1, da es in der Lage ist, die Transaktivierung mehrerer Kern-Rezeptoren hormonabhängig zu stimulieren und auch eine eigene Aktivierungsfunktion besitzt  ANGEBEN "(Hong et al., 1996)" 
(Hong et al., 1996
;  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
Voegel et al., 1996)
. Zudem ist TIF2 in der Lage, die Inhibierung der Transaktivierung durch Überexpression des Östrogen-Rezeptors teilweise wieder aufzuheben  ANGEBEN "(Voegel et al., 1996)" 
(Voegel et al., 1996)
. Damit stellt TIF2/GRIP1 einen der limitierenden Cofaktoren bei der Transaktivierung durch Kern-Rezeptoren dar.

Gleich mehrfach auf verschiedene Weise wurde das dritte Mitglied der p160-Coaktivator-Familie isoliert und daher unterschiedlich mit p/CIP („p300/CBP/co-integrator-associated protein“;  ANGEBEN "(Torchia et al., 1997)" 
Torchia et al., 1997)
, ACTR (Herkunft der Bezeichnung unklar;  ANGEBEN "(Chen et al., 1997)" 
Chen et al., 1997)
, AIB1 („amplified in breast cancer-1“;  ANGEBEN "(Anzick et al., 1997)" 
Anzick et al., 1997)
 und RAC3 („receptor-associated coactivator 3“; ANGEBEN "(Li et al., 1997)" 
Li et al., 1997)
 bezeichnet. Dieser Coaktivator zeigt große Ähnlichkeiten zu den anderen Mitgliedern der p160-Familie sowohl in der Domänenstruktur als auch in der Aminosäuresequenz, die mit 60 % identischer Aminosäuren in der aminoterminalen PAS/bHLH-Domäne am höchsten ist  ANGEBEN "(Chen et al., 1997)" 
(Chen et al., 1997)
. Wie SRC-1 und TIF2/GRIP1 interagiert auch p/CIP hormonabhängig mit Steroidhormon- und anderen Kern-Rezeptoren, sowie mit CBP/p300 und P/CAF, und steigert die Transaktivierung von Zielgenen durch die entsprechenden Rezeptoren  ANGEBEN "(Torchia et al., 1997)" 
(Torchia et al., 1997
;  ANGEBEN "(Chen et al., 1997)" 
Chen et al., 1997
;  ANGEBEN "(Li et al., 1997)" 
Li et al., 1997
). Außerdem konnte für diesen Coaktivator, wie für SRC-1, eine Histon acetylierende Aktivität nachgewiesen werden  ANGEBEN "(Chen et al., 1997)" 
(Chen et al., 1997)
. Die erhöhte Expression von p/CIP in Ovar- und Brustcarcinomen läßt eine bedeutende Beteiligung der p160-Coaktivator-Familie an der Entwicklung von Tumoren vermuten  ANGEBEN "(Anzick et al., 1997)" 
(Anzick et al., 1997)
.

Als eine neue Klasse von Coaktivatoren wurde SRA mittels Hefe-„two-hybrid“-System entdeckt (Steroidhormon-Rezeptor RNA Aktivator;  ANGEBEN "(Lanz et al., 1999)" 
Lanz et al., 1999)
. Im Gegensatz zu den Mitgliedern der p160-Coaktivator-Familie ist SRA trotz der funktionellen Ähnlichkeiten kein Protein, sondern erfüllt vermutlich als RNA seine Aufgaben in der Zelle. Eindeutig geklärt werden muß jedoch noch, wie SRA als interagierende RNA über eine Proteininteraktionsanalyse isoliert werden konnte.

Der erste entdeckte Cofaktor, RIP140, wurde an Hand der in vitro Interaktion mit dem Östrogen-Rezeptor identifiziert  ANGEBEN "(Cavailles et al., 1994)" 
(Cavailles et al., 1994)
 und nochmals unabhängig mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems isoliert  ANGEBEN "(Treuter et al., 1998)" 
(Treuter et al., 1998)
. Die cDNA von RIP140 wurde mit Hilfe einer humanen Expressionsbibliothek auf Grund der Interaktion mit der AF-2 des Östrogen-Rezeptors bestimmt. Die Interaktion ist hormonabhängig und wird durch Mutation in einer konservierten Region der AF-2, die für die Transaktivierung notwendig ist, unterbunden  ANGEBEN "(Danielian et al., 1992)" 
(Danielian et al., 1992)
. In Cotransfektionsanalysen konnte gezeigt werden, daß RIP140 die Aktivierung eines Östrogen-Rezeptor responsiblen Reportergens etwa zweifach stimuliert. Auch in Form eines Fusionsproteins mit einer heterologen DNA-Bindungsdomäne aktiviert RIP140 die Transkription eines responsiblen Reportergens  ANGEBEN "(Horset et al., 1996)" 
(Horset et al., 1996)
. Spätere Untersuchungen zeigten die Interaktion von RIP140 auch mit anderen Kern-Rezeptoren  ANGEBEN "(Horset et al., 1996)" 
(Horset et al., 1996)
. Zunächst wurde daher RIP140 eine Funktion als universeller Coaktivator von Kern-Rezeptoren zugesprochen  ANGEBEN "(Cavailles et al., 1994)" 
(Cavailles et al., 1994)
. Mittlerweile deuten weitere Daten darauf hin, daß RIP140 eine Regulation der Transaktivierung durch Kompetition mit den Coaktivatoren der p160-Familie ausübt  ANGEBEN "(Treuter et al., 1998)" 
(Treuter et al., 1998)
.

Die Identifizierung und Charakterisierung von Cofaktoren leistet demnach einen großen Beitrag zum Verständnis der Transkriptionsregulation und der damit verbundenen Auswirkungen auf die Entwicklung und Funktion von Zellen und Geweben.

5 Zielsetzung

Mit Hilfe des Hefe-„two-hybrid“-Systems wurden in unserer Arbeitsgruppe zwei cDNA-Klone isoliert, die eine hormonabhängige Interaktion mit der Ligandenbindungsdomäne des Progesteron-Rezeptors zeigten. Sie wurden als 114-2 und 116 bezeichnet und stellen gute Kandidaten für Cofaktoren der Transkriptionsaktivierung durch Steroidhormon-Rezeptoren dar  ANGEBEN "(Schwerk, 1996)" 
(Schwerk, 1996)
. Ziel dieser Arbeit ist, diese beiden putativen Cofaktoren der Progesteron-Rezeptor vermittelten Transaktivierung im Hinblick auf ihre biologischen und biochemischen Eigenschaften zu charakterisieren. Dabei soll besonders das Zusammenspiel von 114-2 bzw. 116 mit dem Progesteron-Rezeptor betrachtet werden, um dadurch Schlüsse auf den Mechanismus der differentiellen Genexpression durch Steroidhormon-Rezeptoren ziehen zu können.

Zunächst müssen die vollständigen, Protein codierenden Nukleotidsequenzen mittels PCR und Filterhybridisierungen von cDNA-Bänken isoliert werden, um im Anschluß daran die Eigenschaften der neu isolierten Proteine charakterisieren zu können. Zusätzliche Methoden sollen das Ergebnis einer Interaktion von 114-2 bzw. 116 mit dem Progesteron-Rezeptor im Hefe-„two-hybrid“ System erhärten. Zudem sollen die Interaktionsoberflächen sowohl des Progesteron-Rezeptors auf der einen Seite als auch von 114-2 bzw. 116 auf der anderen Seite stärker eingegrenzt werden. Die Ermittlung der Lokalisierung von 114-2 und 116 auf zellulärer Ebene mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen soll Informationen über eine mögliche Kooperation der beiden putativen Cofaktoren mit dem Progesteron-Rezeptor liefern. 

Entscheidend ist letztlich, die Funktion von 114-2 und 116 im Hinblick auf die Transaktivierung durch den Progesteron-Rezeptor zu untersuchen. Über die Analyse der translatierten cDNA-Sequenzen im Hinblick auf bekannte Proteinmotive sollen Hinweise auf mögliche Funktionen der Proteine erhalten werden. Durch Immunpräzipitationen sollen mögliche Interaktionen von 114-2 und 116 mit weiteren Proteinen und Faktoren untersucht werden, um festzustellen, ob 114-2 und 116 möglicherweise eine Art Brückenprotein zwischen dem Hormon-Rezeptor und anderen, die Transkription aktivierenden Proteine darstellen. Durch die Konstruktion rekombinanter Proteine soll die Funktion des Progesteron-Rezeptors bzw. des Cofaktors spezifisch blockiert und die daraus resultierenden Veränderungen in Bezug auf die Funktion untersucht werden. Die Aktivierung eines Progesteron-Rezeptor responsiblen Reportergens in transienten Transfektionen soll Aufschluß über den Einfluß von 114-2 bzw. 116 auf die hormonabhängige Aktivierung der Transkription geben. Sowohl ein positiver wie auch ein negativer Effekt würde einen bedeutenden Hinweis auf eine Beteiligung als Cofaktor der Steroidhormon-Rezeptor Transaktivierung geben.

