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Zusammenfassung

Spinaleund bulbére Muskelatrophie(SBMA; auch als Kennedykrankheibekannt)ist eine
neurodegenerativirankheit, die auf der Amplifikation einer CAG-Triplettsequenzim
kodierendenBereich des Androgenrezeptoi(AR) Gens zurtickzufuihrenist. Der mutierte
Rezeptorwird in verschiedenesehirnbereicheexprimiertauchin Bereichen,die nicht von
der Krankheitbetroffensind. Dies deutetdaraufhin, daRzelltypspezifischeFaktorenfiir die
pathogene Wirkung des mutierten Rezeptors benotigt werden.

In dieserArbeit wurdenAR Proteinemit unterschiedlicHangenGlutamin (Q) Sequenzenm
Aminoterminusuntersucht(Q1, Q22 und Q77). Einerseitswurde ihre Fahigkeit Gberprift,
Faktoren aus Gehirnextraktenzu binden, andererseitswurden ihre physio-chemischen
Eigenschafterin Zellkultur studiert. Das Ziel dieserUntersuchungenvar, Eigenschafterzu
charakterisieren, die fir Rezeptoren mit verlangerter Glutaminsequenz spezifisch sind.
In einerInteraktionsstudievurde unter Verwendungvon immobilisiertenGlutaminsequenzen
nach Faktoren gesucht, die sequenzlangenspezifisafemifR interagiertenTubulin wurde
als ausschlie3lichmit einer Glutaminsequender nicht pathogener.ange (22 Glutaminreste)
interagierender Faktor identifiziert. Die Spezifitat der Interaktion wurde in
Kosedimentationsexperimentenbestatigt. Der AR mit einer nicht pathogenen
Homopolymerfolge von 22 Glutaminresten (ARQ22), nicht abeAdRemit einerpathogenen
Sequenzlangeon 77 GlutaminrestenARQ77) kosedimentiertamit Mikrotubuli. Auch die
subzelluléare Lokalisierung des Rezeptors ist von der Lange der Glutaminhomopolymierfolge
AR abhéangig. Es wurde festgestellt, dal3 der riitdrimon gebundendkezeptormit nur einem
Glutaminrestim Vergleich zu den beiden anderen Rezeptorvariantermit 22 bzw. 77
Glutaminresterdeutlich starker nuklear lokalisiert war. Ebensoist die Geschwindigkeitder
durch Hormon induziertenKerntranslokation mit der Lange der Glutaminsequenaegativ
korreliert. Die Zerstorungder Miokrotubuli hatte keinenEinflul3 auf diese hormoninduzierte
Translokationder Rezeptorenmit unterschiedlichangen GlutaminhomopolymerfolgenEin
Unterschied ergab sigedochfir die hormonunabhangigeokalisierungfir den Rezeptormit
nur einem Glutaminrest (ARQ1).

Sowohl in Abwesenheit, als auch in Anwesenheitvon Hormon wurden in transient
transfiziertenZellen zytoplasmatischegden AR enthaltendeAggregatebeobachtetAllerdings
war nur die hormoninduzierte Formierung von Aggregaten von der Ldergelutaminsequenz
abhangigDer Rezeptormit einer 77 GlutaminresteumfassendertHomopolymerfolgebildete
groRe Aggreatein ungefahrl0 % der transfiziertenZellen. Der AR mit 22 Glutaminresten
bildete kleinere Aggreagatein grol3er Zahl in 10 % der Zellen. Der AR mit nur einem
Glutaminrest bildete wenige kleine Aggregate in 5 % der Zellen.

Es gibt einige Hinweise darauf, dal? die hormonabhangige Formierung von darthRenden
Aggregaten mit dem  Kerntransport des Rezeptors zusammenhangt.Erstens bilden
Rezeptoren, von denen gezeigt werélann,daf3sie im Kerntransportverzogertsind grof3ere
Aggregate. Zweitenwar die Aggregatbildungabhéngigvon der Zeit. Obwohl 3 Stundennach
HormongabeAggregatezu beobachterwaren, waren sie 24 Stundennach der Hormongabe
nicht mehrnachzuweisenDrittens hatte eine Verhinderungdes nuklearenTransportsdurch
Deletion der Kernlokalisationsdoméne eine andauernde Prasenz von Aggeegdtelye.Die
vom Q77 Rezeptor gebildeten Aggregate waren allerdings morphologisch von deardiewh
Rezeptorengebildeten Aggregatenzu unterscheiden.Folglich fihrt Amplifikation von
Glutaminsequenzen im AR zu beeintrachtigtem Kerntransporzumtir FahigkeitAggregate
einer bestimmten Morphologie zu bilden.



Structure and subcellular localisation of androgen
receptor with prolonged glutamine sequencerom patients

with spinal and bulbar muscular atrophy

Abgtract

Spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA; also known as Kennedy's disease)is a
neurodegenerative disease caused by the amplification of a CAG-triplet sequireoeoiniing
regionof the androgenreceptor(AR) gene.The mutatedreceptoris not only expressedn
regions of the brain that are affected by the disease but also in unaffected laeeafarecell-
type specific factors must be involved in the pathogenic action of the mutated receptor. In this
study AR proteinsonly differing in the lengthof their glutamine(Q) sequencevere studied
(Q1, Q22 and Q77). Their ability to bind factors from mouse brain ex@acdheir physico-
chemicalpropertieswere analysed.The aim of the work wasto characterisgoropertiesthat
areuniquefor the receptorwith a prolongedglutaminesequenceAn interactionstudy using
immobilised glutamine sequences veamsployedto identify factorsthat interactwith the AR

in a sequencespecific manner.Tubulin was found to interactexclusively with the glutamine
sequence®f nonpathogenitength (22 glutamineresidues).The specificity of the interaction
was confirmed in a cosedimentation assay. The AR with the nonpathogenic sequenaaf length
22 glutamineresidues(ARQ22) but not the AR with a pathogenicsequencdength of 77
glutamine residues(ARQ77) coprecipitatedwith microtubules. Moreover the subcellular
localisationof the receptorwas found to dependon the length of the glutaminetract. The
receptorwith only one glutamineresidueshoweda much strongemuclearlocalisationin the
hormonefree situationcomparedo the receptorvariantswith 22 or 77 glutamineresidues.
The speedof hormoneinducednucleartranslocationof the receptorwas also found to be
inversely correlatedwith the length of the glutamine sequence.The disruption of the
microtubule cytoskeletonhad no influence on the hormone induced translocationof the
receptors with differing length of the glutamine stret¢towevera differencein the hormone
independent localisation of the receptor with only one glutamine residue could be observed.
AR containingcytoplasmicaggregatesvere observedin absenceand presenceof hormone.
Only the hormoneinducedformation of the aggregatesvas shownto be dependenin the
length of the glutaminetract. The receptor containing 77 glutamine residuesformed large
aggregatesn 10 % of the transfectedcells. The AR with 22 glutamine residuesformed
numerousbut qualitatively smaller aggregatesn 10 % of the cells. The AR with only one
glutamine residuéormed fewer small aggregatesh 5 % of the cells. Severallines of evidence
point to the connectionof the aggregateformation and the nuclear translocationof the
receptor: 1) the receptors that showed a delay in nuckr@sportformed biggeraggregates

a time dependent manner.&)houghthe formation of aggregatesvas observed3 hoursafter
application of hormone they could not be observed after 24 hours. 3) the abrofatimtear
transportby deletionof the receptor” snuclearlocalisationsignaldomainled to a permanent
cytoplasmiclocalisationof receptorsas aggregatesHowever the aggregatesormed by the
ARQ77 receptor were morphologically different from those formed by the other receptors.
Thus the amplification of the glutamine sequencen the AR leadsto a delayed nuclear
transport and to the formation of specific aggregates.
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1 Einleitung

1.1 Triplettinstabilitdt assoziierte Krankheiten

Neurodegenerativ&rbkrankheiternwie das Veiztanzsyndrom(ChoreaHuntington) oder die
X-Chromosom-gebundenespinale und bulbare Muskelatrophie (SBMA, auch als
Kennedykrankheit bezeichnet) haben gemeinsam, daR siediewsmplifikation einerDNA-
Triplettsequenzausgeldstverden. Abhangigvon den verschiedenerKrankheitenhandeltes
sich dabeium die Amplifikation unterschiedlicherTriplettsequenzerwie z.B. einer AGC,
CAG, CTG, CGG oder GAA-Sequenz.Dabei kann die betroffene Sequenzsowohl im
kodierenden als auch im nicht kodierenden Bereich eines Gens lokalisiert sein.

Alle Erkrankungendie durch diese Mutationen ausgeldstwerden sind durch gemeinsame
Merkmale gekennzeichnetSo kommt es in ihrem Verlauf zu der Auspragungeines meist
neurodegenerativei?hanotyps. Langere Sequenzamplifikationersind mit einem friiheren
Ausbruch der jeweiligen Krankheit, einem dramatischeren Krankheitsverlagingrdstarker
ausgepréagten Phanotyp korreliert. Ein weiteres markantes Merkmal idreaséheitenist das
Phanomerder Antizipation. Es handeltsich hierbei um die von Generationzu Generation
immer friihere Manifestation des pathogenerPhanotyps(zur Ubersicht Klockgether und
Evert, 1998). Der molekulare Mechanismus, der negblettamplifikation zu der Entstehung
eines pathogenerPhéanotypsfuhrt, ist weitgehendnicht verstanden.Bei einem Teil der
Erkrankungenbefindet sich die Triplettsequenzaul3erhalbdes kodierendenBereichesdes
betroffenen Gens. In diesen Féllen fuhrt die SequenzamplifikatiorVarlast der Expression
(und damitauchzum Verlust der Funktion) desjeweiligen Gens (Klockgetherund Dichgans
1997, Hardy und Gwinn-Hardy, 1998DieserMechanismusst fur dasFragile-X-Syndrom
die myotonische Dystrophi{®M) und die Friedenreich's Ataxie beschrieben €Eal., 1991,
Verkerket al, 1991, Caskegt al., 1992, Campuzancet al., 1996, Hardy und Gwinn-Hardy,
1998).Die Langeder Triplettsequenzerkann bei diesenKrankheitendramatischeAusmalie

annehmen. Im Fall von DM erreicht die Verlangeraeg AGC-Triplettsequenam Myotonin
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Proteinkinase-Ge(PT-PK-Gen)u.U. weit Uber4000 Wiederholungenywahrenddie normale
Langeim Bereichvon 50 Tripletts liegt. Anders verhélt es sich mit Krankheiten,die durch
Amplifikation einer CAG-Triplettsequenzim kodierendenBereich des jeweiligen Gens
ausgel6st werden. Die Lange der CAG-Sequenzen liegt bei diesen Krankheiten bei i2a@&imal
Wiederholungen(Tab. 1). Bis zum heutigenTag sind acht neurodegenerativ&rankheiten

identifiziert, die durch die CAG-Sequenzamplifikation ausgelost werden.

Tabelle 1: Ubersicht zu Polyglutaminkrankheiten

Krankheit Protein Lange der pathogenen Vorkommen von
Glutaminsequenz Aggregaten
HD Huntingtin 38-180 NI, dystrophische Neurite,
cytoplasmatische Aggregate
DRPLA Atrophin 48-88 NI
SBMA Androgen- 38-62 NI,
rezeptor cytoplasmatische Aggregate
SCA-1 Ataxin-1 39-83 NI
SCA-2 Ataxin-2 34-59 ?
SCA-3/MJD Ataxin-3 55-84 NI
SCA-6 Kalziumkanal 21-30 cytoplasmatische Aggregate
SCA-7 Ataxin-7 34-200 NI

Tabelle nach Paulsost al., 1999, abgeéandert. Die Referenzen diig angegebene®aten sind wie
folgt: DiFiglia et al., 1997, Becheet al., 1998, Holmberget al., 1998, Li etal., 1998, Huynh et
al., 1999, Ishikaweet al., 1999, Liet al., 1999.

Es handeltsich dabei um die X-Chromosom-gebundenspinobulbédreMuskelatrophie,die
Chorea Huntington, die dentatorubraleund pallidolystische Atrophie (DRPLA) und
spinocerebellare Ataxien (SCA) Typ 1, 2, 3, 6 und 7 (La Spadk, 1991, The Huntington's
Disease Collaborative Research Grdi®®3,Orr etal., 1993, Kawaguchiet al., 1994, Imbert

etal., 1996,Chunget al., 1993).Die von der SequenzamplifikatiometroffenenGeneweisen



Einleitung

bis auf die Triplettsequenzelbstkeine weiterenHomologienauf. Die CAG-Triplettsequenz
kodiert fur eine Glutaminhomopolymerfolgem exprimierten Protein. Die Funktion der
einzelnenGenprodukteist weitgehendunbekannt.Die zwei am besten charakterisierten
Proteinesind der AndrogenrezeptofAR) als Tragerder Glutaminsequenzamplifikatiobei

SBMA und deraa-spannungsabhéngige Kalziumkanal, der bei SCA-6des@mplifikation
betroffenist (La Spadaetal., 1991, Zhuchenkoet al., 1997, Tab. 1). Mittlerweile sind die

anderen Triplettamplifikation betroffenen Gene identifiziert. Uber die Funktion der
Genprodukteist allerdings nur sehr wenig bekannt.So weil3 man z.B. Uber das Chorea
Huntington Genprodukt Huntingtin nur, dal3 es sich um ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 348 kDa handelt. Moglicherweise ist seine Funktion mit dem
Transportvon Vesikelnassoziiert(DiFiglia et al., 1995, Gutekunstet al., 1995). Mit einer
Haufigkeit von 4 Erkranktenunter 100.000 Européaernist die ChoreaHuntington die am
haufigstenauftretendedurch Amplifikation einer CAG-TriplettsequenzausgeldsteKrankheit
(Perutz, 1999). Obwohl die meistenvon der CAG-SequenzamplifikatiorbetroffenenGene
nicht spezifischim Gehirn exprimiert werden,kommt es im Verlauf der unterschiedlichen
Krankheitenselektivzum AbsterbenbestimmtemMNeuronenpopulationem unterschiedlichen
Gehirnbereichen. So sind z.B. Huntingtin und das SG2ehproduktAtaxin 1 in peripherem
Gewebeund in vielen Bereichendes Gehirnsexprimiert. Im Verlauf der ChoreaHuntington
kommt es jedoch hauptséchlich zum AbsterbenneuronalerZellen in Caudatum,Putamen
sowie im cerebralen Cortex und einigdoklei desZwischen-und Mittelhirns. Bei SCA-1 ist
hauptsachlichin den Purkinje Zellen des cerebellarenCortex und im Pons der Verlust

neuronaler Zellen zu beobachten.
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1.2 Mogliche Ursache der CAG-Triplettamplifikationskrankheiten

Mit einer, im Vergleichzu denanderen durch Triplettamplifikation ausgeldstefKrankheiten,
wesentlich geringeren pathogenen Sequenzlange (21-30 Glutaminreste; Tab.1) im

01a- Spannungsabhéngigéfalziumkanalstellt die spinocerebellardtaxie Typ 6 (SCA-6)

eine Ausnahmedar. Der Phanotyp dieserKrankheit weist Ahnlichkeiten mit zwei weiteren
neurodegenerativen Krankheiten auf (familiare hemiplegische Migrane, episodische Ataxie Typ

2; zur Ubersicht Miller, 1997). Diessind auf einendurch Punktmutationenm Gendesa -

spannungsabhangigelkalziumkanals verursachtenFunktionsverlustzurickzuftihren.Man
nimmt daher an, dal3 es ebenfalls eine Funktionsbeeintrachtigudig rsachVerlangerungler
Glutaminsequenzur Auspragung von SCA-6 fihrt (Paulson,1999, Jodiceet al., 1997).Im
Gegensatzlazugilt ein toxischerFunktionsgewinrals Ursachefur die anderendurch CAG-
Triplettamplifikation ausgeldsten Krankheiten. Die Hinweise fur einen toxischen
Funktionsgewinrsind indirekter Natur und griindenzunachstauf der Beobachtunggdaf3 alle
von der CAG-TriplettamplifikatiorbetroffenenGenein denbetroffenenGeweberexprimiert
werden. Weiterhin zeigen Individuen mit einer Deletion des HD bzw. AR Gens keine
Symptomeder ChoreaHuntington bzw. von SBMA (Quigley et al., 1992, Gusellaet al.,
1985). Ebensozeigten Mause mit gezielter Deletion des HD Gens keine Symptomeder
ChoreaHuntington.Wéahrendes also Hinweiseflr eine erworbeneFunktion als Ursacheder
durch CAG/GlutaminsequenzamplifikatioverursachterKrankheitengibt, ist der molekulare
Mechanismus, der zum Ausbruch d&@ankheitenftihrt, weitgehendungeklart.Die Tatsache,
dal3sich die CAG-Sequenam kodierenderBereichder betroffenenGenebefindet, bedeutet,
daRentwederderenRNA oderaberdastranslatierteProteindentoxischenEffekt vermitteln.
Ein toxischer Effekt der RNA ist nicht auszuschlieBengda ein RNA bindendesProtein
identifiziert wurde, das mit der Huntingtin-RNA CAG-sequenzldngenspezifisatteragierte
(McLaughlinet al, 1996). Kurzlich durchgefiihrte Studien beschriejeglochdie Veranderung
struktureller Eigenschafterdes Proteins durch die Verlangerungder GlutaminsequenzEs
wurde postuliert, dafd diese Veranderung die Ursache fir die ToxizithetleffenenProteine

darstellt (Perutz et al.,1994). Die strukturellen Anderungen der verlangerten
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Polyglutaminsequenwurden durch das Bindeverhaltereines Antikdrpers (1c2 Antikorper,

(Trottier et al., 1995) demonstriert.Dieser Antikérper bindet spezifisch an verlangerte
GlutaminsequenzenAus der beobachteterstrukturellen Anderung kénnte eine veranderte
Interaktion der von einer GlutaminsequenzamplifikatiobetroffenenProteine mit weiteren

Faktoren folgen.

1.3 Polyglutaminvermittelte Proteininteraktionen

1.3.1Polyglutaminbindende Faktoren

TatsachlichwurdenmehrereFaktorenisoliert, derenBindungsintensitaturch die Lange der
Glutaminsequenz im jeweils interagierenden Protein moduliert wurde. So wurde z.B. HAP-1 in
einemZweihybrid Systemals spezifischmit Huntingtin interagierende®rotein identifiziert.
Die Verlangerungler Glutaminsequenan Huntingtin bewirkte eine intensivereBindungdes
HAP-1 Proteins (Let al., 1995). NebeneinerverstarktenBindung kanndie Verlangerungler
Glutaminsequenz aber auzh einerverminderterBindungsaktivitatvon Faktorenfiihren. So
wurde ebenfalls in einem Zweihybrid System der Importfaktor Ran als mit dem
Androgenrezeptointeragierende®roteinidentifiziert. Die Interaktion wurde aber durch die
Verlangerungder Glutaminsequenzstark beeintrachtigt(Hsiao et al., 1999). Die bisher
identifizierten Faktoren kolokalisieren jedoch mit den Polyglutaminproteinen nicht
ausschliel3lichin Geweben,die im Verlauf der jeweiligen Krankheit betroffen sind. Dies
bedeutet,dal’ weitere differenziell interagierendeFaktoren an der Zelltyp spezifischen

Pathogenese beteiligt sein mussen.
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1.3.2Polyglutaminvermittelte Aggregatbildung

Fur eine gednderteProtein-Proteininteraktion in Folge der Glutaminsequenzverlangerung
spricht ebenfallsdie Beobachtungdald amino-(N)-terminaleFragmentedes Huntingtin mit
pathogeneGlutaminsequenzlanga vitro und in vivo amyloid ahnliche Aggregateformten.
Die Aggregationwurde dabeials selbstgetriebenerProzel3beschriebenScherzingeret al.,
1997). Die Bildung von Aggregaten durch Polyglutaminsequenzen enthaltende Proteine ist abe
nicht nur durch einen selbst getriebenen Prozel3 mdglickd@tenPolyglutaminsequenzen
ihrem Proteinkontext durch Transglutaminaserirreversibel aneinandergebundenwerden
(Kahlem et al., 1996). Mdglicherweisestellen verlangerte Polyglutaminsequenzebessere
Substrate fir das Enzym dar (Green et al., 1996). Unterschiedliche Formen der
Aggregatbildung sind fur dimeistenPolyglutaminkrankheitenin unterschiedlichei®bystemen
beschrieben. Es handelt sich dabei um runde bis fibrillare Struktaré&dbhangigkeitvon dem
gewahlten System wurden sowohl cytoplasmatischeAggregate als auch intranukleare
Aggregate,die sogenanntenintranukleareninklusionen (NI's), beschrieben.Intranukleére
Inklusionensind durch Polyubiquitinierungund ihre elektronendichtéstruktur charakterisiert
(Davieset al., 1997). Sie sind mittlerweile als gemeinsame#Merkmal in unterschiedlichen
Tiermodellen und in Patientenstudienfir die meisten Glutaminsequenzkrankheiten
beschrieben (Ubersicht in Hardy und Gwinn-Hardy, 19d8¢ckgetherund Evert, 1998, Kim
und Tanzi, 1998, Ross, 1997, Tabelle 1). Cytoplasmatische Aggregate wurden in
HistologischenStudienvon HD und SCA-6 Gehirnengefunden.Darlber hinaus wurde in
Zellsystemeneine gesteigertehormoninduzierteBildung cytoplasmatischeAggregatedurch
den AR mit verlangerter Glutaminsequenz beschrieben (Stenoien et al., 1999).
Zytoplasmatische  Aggregate konten ebenfalls nach Uberexpression
glutaminsequenzamplifizierter Proteinfragmente des Huntingtin, Ataxin-3 und des
Androgenrezeptors) unterschiedlicheZellsystemenbeobachtetverden(Martindale et al.,
1998, lkeda et al., 1996, Merry et al.,, 1998). Aus der beobachteterunterschiedlichen
subzellularen Lokalisierungder Aggregatefolgte die Frage nach dem Ort der toxischen

Wirkung von PolyglutaminproteinenDie hierzuangefertigtenStudiengelangtenzu teilweise
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widersprichlichen Ergebnissen. Saudbal, (1998) und Klemert al, (1998) beschriebein
einem Zellsystem fur die ChoreaHuntington bzw. einem transgenenTiermodell fir die
spinocerebellarétaxie Typ 1 (SCA-1) die Lokalisierungdes Huntingtin bzw. Ataxin-1 im
Nukleus als notwendig und hinreichend fur d@emch sie bewirktenneuronalerzelltod. Beide
Studien gelangtendariiber hinaus zu dem Ergebnis, dafl3 das Vorhandenseinnuklearer
Inklusionennicht flr das AbsterbenneuronalerZellen verantwortlichist. In einer weiteren
transgenerStudiewurde gezeigt,dald eine im Cytoplasmalokalisierte toxische Wirkung des
Glutaminsequenz modifizierten Huntingtin der proteolytischen Aufspaltung und
subsequentenLokalisierung N-terminaler Huntingtinfragmente im Nukleus vorausging
(Hodgsoret al, 1999). Dartber hinaus definierte eine Studie den Kern und das Cytoplasma als
Orte cytotoxischer Wirkung von Huntingtin (Hackam et al., 1999). Trotz der vielen
unterschiedlichenaus der Arbeit mit GlutaminsequenzamplifizierteRroteinen,erhaltenen
Ergebnisseist ihre Rolle bei der Entstehungder unterschiedlichenKrankheiten noch
weitgehendungeklart.Eine der am intensivstenstudiertenKrankheitenist die spinale und

bulbare Muskelatrophie (SBMA).

1.4 Die spinale und bulbare Muskelatrophie: ein Modell fir die Studie
von Krankheiten, die durch Glutaminsequenzamplifikation

entstehen

Die Symptomeder Krankheit wurden als langsamemeurogenerSchwundder proximalen
Muskulatur, des Schultergirtelsund der oberen und unteren Extremitaten beschrieben
(Sobueet al., 1989). Zusatzlich kann die Atemmuskulaturin Mitleidenschaftgezogensein.
Patientensterbenhaufig an Komplikationen, die in diesemBereich auftreten. Neben den
Motoneuronendegeneriererebenfalls sensorischeNeuronen,so dald bei SBMA Patienten
haufig auch sensorischdefizite auftreten.Die Krankheit kann, muf3 aber nicht, mit einer
milden Form von GynakomastigVergré3erungder Brustdriisenbeim Mann), Oligo- oder

Azoospermieg(Spermienmit keinerbzw. eingeschrankteBeweglichkeit)einhergehenDie bei
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Patienten gemessenenSerumtestosteronspiegesind aber normal bis leicht erhoéht.
Neuropathologische Studien zeigten, dal3 es im VerlauBBMA zu demVerlust neuronaler
Zellen im Bereich des anterioren Ruckenmarkhornsund motoneuronaler Nuklei im

Gehirnstamm kommt (Abb. 1).
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Abb. 1 SchematischeDarstellung der Stellen neuronalen Zelltods bei SBMA. Nur in den schwarz
ausgefiliten Bereichen kommt es zu starkem adrktivemZellverlust. AH, anterioresHorn; Cer, Cerebraler
Cortex C/P, Caudatum/PutamerCtx, CortexdesCerebellumsDN Nucleusdentatus GP, Globuspallidus,
LCN Nucleus cuneate lateralis; PN, Pons RN, Nucleus ruber, SN Substantianigra; STN Nucleus
subthalamicusVL Nucleus ventralis lateraljsv,VI,VII und XII, CranialeMotornuclei.(gedandertpachRoss,
1995).

SBMA wurde als X-Chromosom gebundene Krankheit beschrigbemnedyet al., 1968).In
darauf folgenden Studien wurde das KrankheitsgeprowimalenArm desX-Chromosomsn

der Gegend,in der auchder AR kodiert ist, lokalisiert (Migeon et al., 1981, Brown et al.,
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1989). Dieser Befund, in Verbindung mit der Tatsache, dal? SBMA&inat milden Form von
Androgeninsensitivitat assoziiert ist, fuhrte dann zu der Identifikation der CAG
Triplettamplifikationin der kodierendenRegiondes AR als krankheitsauslésend&utation
(La Spadaet al., 1992). Im Gegensatzzu den anderen durch Amplifikation einer
GlutaminsequenzhervorgerufenerKrankheiten gilt SBMA als X-Chromosom gebundene
rezessiveKrankheit. Allerdings wurde auch bei Frauenmit einer Verlangerungder CAG-
Triplettsequenzdes AR im pathogenerBereich milde klinische Symptome der Krankheit
festgestellt (Ferlinet al, 1995). Ein X-Chromosom gebundener dominaktechanismusder
zu SBMA fuhrt, kannalsonicht ausgeschlossemnerden.Die normaleLangeder Triplettfolge
liegt in einem Bereich von 11 bis ¥BiederholungenEine Verlangerungvon 40 bis 62 CAG-
Tripletts ist in Patienten nachgewiesen (Tab. 1).

Fir dasVerstandnisder Konsequenzerglie sich aus einer Polyglutaminsequenzverlangerung
im AR Proteinfur eine Zelle ergebenjst die Kenntnisdes AR Proteinsselbstund dessen

Funktion eine wichtige Voraussetzung.

1.5 Der Androgenrezeptor

Der Androgenrezeptor zahlt zu der Familie 8égroidhormonrezeptoreder nebendemAR,
der OstrogenrezeptofER), der ProgesteronrezeptdPR), der Glucocorticoidrezepto(GR),
der Mineralocorticoidrezeptor (MR), der Thyroidhormonrezeptor (TR), der
Retinsdurerezeptor (RAR), der 9-cis Retinsaurerezeptor (RXRjlemdtamin D; Rezeptor
(VDR) angehoren. Diese Rezeptoren interagieren durch einen ligandenabhangigen
Mechanismusmit spezifischenDNA-Sequenzerund regulierenso die Transkription von
Zielgenen(Evans,1988, Greenund Chambon,1988, Truss und Beato, 1993). Neben der
klassischenWirkung als Transkriptionsfaktor sind fir Steroidrezeptorennoch weitere
Funktionen beschrieben.Wie z.B. die negative Regulation der Genexpressionuber
Proteininteraktion(Schneikertet al.1996) oder die Aktivierung von MAP-Kinasendurchden

AR und den ERPeterzielet al., 1999, DiDomenicoet al., 1996). Als gemeinsameMerkmal
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zeichnensich Steroidhormonrezeptoredurch ihren modularenAufbau aus. Es handeltsich
hierbei um eine amino (N)-terminale Transaktivierungsregiorgine zentral gelegeneDNA-
Bindedoméane und eine  carboxy-(C)-terminale Ligandenbindedomane. Die
Ligandenbindedoméan@.BD) und die DNA-Bindedomaneg(DBD) sind unter den nuklearen
Rezeptorergut konserviert.Die DBD enthaltneunCysteinresteywovon acht Zink-lonen in
zwei getrenntenZinkfingerstrukturen komplexieren. Diese Strukturen binden DNA an
speziellen Kontaktstellen, den sogenanntenHormon responisven Elementen (HRE).
Abbildung 2 zeigt eine schematisch®arstellungdesAR und seinerSubdomanenDie wenig
konservierteN-terminale Domane, welche die wichtigste TransaktivierungsfunktioTAF,
Simentalet al., 1991, Jenstest al.,1991,Palvimoet al., 1993) vermittelt, nimmt mehrals die
Halfte des AR-Proteins einDirekt andie DBD schliel3tdie sogenanntéingeRegionan. Sie
kodiert unter anderem fur die Kernlokalisierungssequencaléar localizationsequenceNLS),
welcheden TransferdesRezeptorsvom Cytoplasmain denKern vermittelt (Simentalet al.,
1991, Jenstest al., 1993, Zhou et al., 1994).Die hochaffine Ligandenbindungerfolgt an der

Hormonbindedomane.

1 144 338 538 614 662 919

nH, lla TAF HBD COOH

Abb. 2 Doméanenstruktur des humanen ARDas humane AR Protein [919 Aminosauren (Faer., 1989)]
besteht wie die anderenMitglieder der SteroidrezeptorFamilie aus einer N-terminalen Transkriptions
Regulations Domane (TAF, Aminosauren 144 - 338 ), einer zentralen DNA-Biandé Bimerisierungsdoméane
(DBD, Aminoséauren 548 — 614) und einer C-terminalen Hormonbindedomane ¢tBiDpsauren662 — 919).
Die Polyglutaminhomopolymerfolge ist mit “Q“ bezeichnet. DiageRegion ist mit h* bezeichnet.

Nach seiner Synthese liegt der AR nicht LigandengebundeneRezeptor(Aporezeptor)im
Cytoplasmakomplexiertmit HitzeschockproteinerfHsp) vor. Es sind wahrscheinlichnoch

nicht alle Mitglieder diesesKkomplexesidentifiziert. Als sicher daranbeteiligt geltenHsp90,

10
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Hsp70, Hsp56 ebensop23 und Hsp40 (Veldscholteet al., 1992, Caplanet al., 1995, zur
UbersichtBohenet al., 1995).Die LBD desRezeptorsstellt die Bindestellefiir Hsp 90 dar
(Housleyet al, 1990, Simentatt al, 1991, Smithund Toft, 1993).Der Aporezeptorkomplex
halt den Rezeptan einer Konformation,die Hormonbindungerlaubt. AR Mutanten, die um
die Ligandenbindedomaéne verkirzt wurden und also weder HormorHspcB0 binden,sind
konstitutiv aktiv. Dies bedeutetwiederum,dalRder Aporezeptorkomplexden Rezeptornicht
nur in einer fur Ligandenbindung kompetenten son@echin einertranskriptionellinaktiven
Konformation hélt. Nach Hormonbindungdissoziiert der AR vom Aporezeptorkomplex,
transloziertin denKern und bindetdort durch seine Zinkfingerdoméneals Dimer an DNA.
Das AR Protein kann dann als transkriptioneller Aktivator agieren. Die transkriptionelle
Aktivierung wird Uber die Bindung von weiteren Proteinen, sogenanntenCoaktivatoren,

vermittelt (zur Ubersicht Hibatat al, 1997).

1.6 Systeme zur Analyse der amplifizierten Glutaminsequenz des

Androgenrezeptors

Trotz mehrfachen unabhangign einanderdurchgefihrterVersuchen gelanges bisher nicht
ein transgenes Tiermodell von SBMA zu erzeu@@nghamet al., 1995, Merry etal., 1996,
LaSpadaet al., 1998). Das Scheiternder Tiermodellefiihrt man entwederauf zu geringe
Mengen an exprimiertem glutaminamplifizierten Rezeptor oder aber auf zu kurze
Glutaminsequenzeim dentransgerexprimiertenRezeptorerzuriick (Merry und Fischbeck,
1998). Aus diesem Grund wurde dautierte Rezeptorbishernur in Zellkultursystemerund
anhandvon Patientenmateriabnalysiert. UnterschiedlicheAutoren berichten tber einen
teilweisen Funktionsverlust des von der Glutaminsequenzbetroffenen Rezeptors. So
beschrieb eine Studie eine verminderte HormonaffinitagtigaminsequenzamplifizierteAR
(MacLeanet al, 1995). In verschiedenen Patientenstudien wurde auf3erdem eine Redektion
Rezeptormenggefunden(Warneret al., 1992, Daneket al., 1994). Weiterhin wurde eine

verminderte Expressioder mutiertenAndrogenrezeptomRNA im Rickenmarkvon SBMA

11
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Patientenbeschrieben(Nakamuraet al., 1994). Andere Studien befal3tensich mit der
TransaktivierungskapazitétesSBMA RezeptorsHier zeigtensich Unterschiedam Bezug
auf die Transaktivierungseigenschaftém Abhangigkeitvon der Glutaminsequenzlangdes
Rezeptors (Chamberlagt al, 1994, Mhatreet al, 1993, Nakajamat al, 1996, Kazemetal.,
1995). Praktisch alldieseErgebnissavurdendurch StudienandererArbeitsgruppenn Frage
gestellt.Dies gilt fur die reduzierteHormonbindungdie reduziertenProteinmengerund das
geanderte Transaktivierungspotentias mutiertenRezeptors So konntein Patientenstudien
keine verminderteHormonaffinitat des glutaminamplifiziertenRezeptorsfestgestelltwerden
(Warner et al., 1992, Danek et al., 1994). Ebensowurde die Proteinmengedes SBMA
Rezeptorsals konstantbeschrieberfNeuschmid-Kaspaet al., 1996). Auch der Befund tber
die veranderteTransaktivierungskapazitdh Abhangigkeit von der Glutaminsequenzlange
konnte von andereArbeitsgruppemicht bestatigtwerden(Neuschmid-Kasspaat al., 1995,
Brooks et al., 1997, Choonget al., 1996). Die divergierendenErgebnissekonnten auf die
Verwendung unterschiedlicher Androgenrezeptorkonstruktemit unterschiedlich langen
Glutaminsequenzenzuriickzufihren sein. Moglicherweise reicht eine relativ geringe
Glutaminsequenzamplifikatiomon 45 Glutaminrestenn einem Zellkultursystemnicht aus,
um einenEffekt zu produzieren,der sich bei einem Rezeptormit einer wesentlichlangeren
Glutaminsequenxon z.B. 77 Glutaminrestenzeigt. Obwohl beide Glutaminsequenzem
einem Individuum krankheitsauslosendwéren. Wobei mit einem dramatischeren
Krankheitsverlaufbei Patientenmit einer Sequenzlangeron 77 Glutaminrestengegenuber

denen mit einer Sequenzlange von 45 Glutaminresten im AR zu rechnen watre.

12
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1.7 Ziel der vorliegenden Arbeit

Die bisherzu SBMA durchgefiihrteriVersuchein unterschiedlicherSystemenbeschaftigten
sich hauptsachlichmit der Beobachtungeinerdurch den RezeptorverursachterVeranderung
der normalenRezeptorfunktionin Patientenoder im Zellsystem.Es ergabensich bis jetzt
keine Hinweis auf die zelltypspezifischermolekularenMechanismengie zu der Entstehung
der Krankheitbeitragen Die Tatsachedaf3 viele der von Glutaminamplifikationbetroffenen
Proteinein unterschiedlichemeuronalenZelltypen exprimiert sind, abernur in bestimmten
neuronalen Populationen zum Zelltod fuhren, laRt auf eine Beteiligung weiterer
zelltypspezifischer Faktoren schlieBen. Die  Glutaminsequenzamplifikation fihrt
moglicherweise beim ARu einer strukturellenVeranderungentwederdesgesamterProteins,
oder aber des Teilbereiches,in dem sich die Glutaminsequenzamplifikatiotbefindet. Die
strukturelle Anderungkonnte dann zu einer geanderteninteraktion mit anderenProteinen
fuhren. Das Ziel der vorliegendenArbeit war einen oder mehrere solcher Faktoren zu
identifizieren.In weiterenVersuchensollte dann der gefundeneFaktor im Zellsystem auf
seinen Bezug zum Androgenrezeptormit wildtyp und modifizierter Glutaminsequenz

Uberpruft werden.

13



2 Material und Methoden

Material

2.1 Bezugsquellen der Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle hier aufgefiihrtenChemikalienwurden, soweit nicht andersangegebenin pro analysi

(p-A.) Qualitat bezogen. Wassrige Losungen wurden mit Wasser (tber ein Milli-Q

Reinstwasser-SystefMillipore] gereinigt)in sterilen GefalRenangesetzund bei geeigneter

Temperatur gelagert.

Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose

Aktivkohle

Ammoniumacetat

Ampicillin

Aprotinin

APS

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bakterien-Petrischalen
Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Butanol

Casiumchlorid

Casodex

Coomassie Brillantblau R250
Chloroform (p.A.)
Chloroform (technisch)
Colchizin

Cyproteronacetat

Dextran

Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
Easy PureDNA-Elution Kit
ECL Westernblotting detection reagents
EDTA

Einschlumedium
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Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Biozym, Hameln

Sigma Chemie, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Greiner Labortechnik, Nurtingen
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg

Schering AG, Berlin

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Schering AG, Berlin

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Roche Diagnostics, Mannheim
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Biozym GmbH, Hess. Oldendorf
Amersham-Buchler, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Shandon, Pittsburgh



Essigsaure

Ethanol

Ficoll

Filterpapier 3MM
Fotales Kélberserum

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz

Formaldehyd
Formamid

Fugene transfection kit
Gelatine

D-Glucose

Glycerin

Glutamin

Harnstoff

HEPES

HCI

Hydroxyflutamid
Hyperfilm XR"
Isoamylalkohol
Magnesiumchlorid
Manganchlorid
Mikrotiterplatten
B-Mercaptoethanol
Methanol
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumsarcosyl
Natriumthiosulfat
Nitrozellulosefilter
Nocodazol

Nonidet P-40
Paclitaxel (Taxol)
Phenol

PMSF

Polyacrylamid
2-Propanol (Isopropanol)
Qiagen-tip-500-Saulen
Proteinase K

RNAse A

Saccharose

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Spermidin

Sucrose

Material und Methoden

Merck, Darmstadt

Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Bender & Hobein, Karlsruhe

Gibco BRL Life Tech., Eggenst
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Damstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Schering AG, Berlin

Amersham, Braunschweig

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Greiner Labortechnik, Nurtingen
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Geigy, Leverkusen

Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Schleicher & Schuell, Dassel

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Qiagen GmbH, Hilden

Merck, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH + Co., Karlsruhe

15



Material und Methoden

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin = Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen

Tris-HCI, Tris-Base Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Triton X-100 Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Trypsin Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Tween 20 Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Xylencyanol Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Zellkulturschalen Greiner, Nurtingen

2.2 Allgemein verwendete Losungen

PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 0,7 mM Caf0,6 mM MgC}, 5 mM NaHPQ,, 1,5mM
K,HPGO,, pH 7,3.

PBS (-Ca/-Mg): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 5 mM MPO,, 1,5 mM KHPO,, pH 7,3.
TY-Medium: 1 % Trypton, 1 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl.

2x TY-Medium: 2 %Trypton, 2 % Hefeextrakt, 1 % NacCl.

TE-Puffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0.

2.3 Oligonukleotide fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-
Amplifizierung der Glutaminhomopolymerfolge des menschlichen

Androgenrezeptors

Q-Primer-1 zur Amplifizierung der Glutaminhomopolymerfolge desirogenrezeptors 3-
Richtung, mit 5"BamHI Schnittstelle:

5 ATGGATCCGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGY

Q-Primer-2 zur Amplifizierung der Glutaminhomopolymerfolge deslrogenrezeptors 5 -
Richtung mit 5"EcoRlI Schnittstelle:

5 AGAATTCTCTGTTCCTCATCCAGGACCAGGTAGCY

16
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2.4 Plasmidkonstrukte

Expressionsplasmide

pPSGAR,: (ARQ22, Culig et al, 1993a) Menschliche cDNA des Wildtyp-Androgenrezeptors
im Vektor pSG5 (Stratagene, LaJdolla, CA, USA).

PSGAR gr20 (ARQ45) Androgenrezeptormutante mit einer auf 45 Glutaminreste
verlangerten Glutaminhomopolymerfolge im Vektor pSG5 (Neuschmid-Kaspéy 1995).

Die KonstrukteARQ77 undARQ1 wurden von Dr. Jean Schneikert zur Verfiigugng gestellt.

Sie wurden durch Klonierung der Glutaminsequenz aus den Konstrukten hARQ77 bzw.

hARQ1 (Chamberlaiet al, 1994) in den pSGARHintergrund hergestellt.

ARANLSQ22 Androgenrezeptormutante mit einer Deletion der Aminosauren 612 bis 633.

ARANLSQ77 wurde erhalten durch Narl/Asp718 Verdau V&RQ77 und anschliel3ender
Ligation in den mit Narl/Asp718 linearisierté&iRdNLSQ22Vektor.

ARdHBDQ22 Androgenrezeptormutante mit einer Deletion des C-Terminus ab Position 682.

ARdHBDQ77 wurde erhalten durcBcoRI/Asp718Verdau von ARQ77 und anschliel3ender
Ligation in den mit EcoRI/ Asp718 linearisierten ARAJHBDQ22-Vektor.

Plasmide fir die Konstruktion von GST-Fusionsproteinen

Fur die Produktion von GST-Fusionsproteinen wurde der N-terminale Bereich des Al der

Glutaminhomopolymerfolgenthalt (AS 32-113) mit Hilfe der Oligonukleotide Q-Primer-1

und Q-Primer-2in einer PCR-Reaktioramplifiziert und anschlieRendh denmit BamHI und

EcoRl linearisierten VektqnGex-2TK einkloniert.
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2.5 Enzyme

Restriktionsendonukleasen Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Madison, WI, USA

United States Biochemicals, Cleveland

Ohio, USA
Modifizierende Enzyme
Proteinase K Merck, Darmstadt
RNAse A Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
T4 DNA Ligase Promega, Madison, WI, USA
Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics

aus Kalberdarm (CIP)

2.6 Antikorper

anti-hAR

F39.4.1(BioGenex)

Monoklonaler (Maus-) Antikorper gegen AS 301-320 des menschlichen Androgenrezeptors.
AR44

Polyklonaler (Kaninchen-) Antikdrper gegen Aminosauren 201-222 des menschlichen

Androgenrezeptors.

GST Antikorper (Sigma, Deisenhofen)

Monoklonaler Antikbrper gegen Glutathion S-TransferaseSahistosoma japonicum

1c2Antikorper (erhalten von Jean-Louis Mandel, lllkirch Cedex, Frankreich)
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Monoklonaler Antikorper gegen die Glutaminsequenz des TATA-bindenden Proteins.

Tubulin Antikérper (Chemicon International, Hofheim)

Monoklonaler Antikérper gegen beta-Tubulin (MAB 380).

COX Antikdrper (Firma Molecular Probes)

Monoklonaler Antikérper gegen Cytochrom Oxygenase.

Sekundarantikorper fur Westernblot-Analysen

anti-rabbit, polyklonale 1gG aus der Ziege, gerichtet gegen Kaninchen-Immunglobuline,
Meerettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Danemark).
anti-mouse, polyklonale IgG aus dem Kaninchen, gerichtet gegen Maus-Immunglobuline,

Meerettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Danemark).

Sekundarantikorper fur Immunfluoreszenz

Polyklonale IgG aus der Ziege, gerichtet gegen Maus-Immunglobuline, Rhodamin (TRITC)
markiert (Dianova GmbH, Hamburg).

Polyklonale 19gG aus der Ziege, gerichtet gegen Kaninchen-Immunglobuline, Rhodamin
(TRITC) markiert (Dianova GmbH, Hamburg).

Polyklonale IgG aus der Ziege, gerichtet gegen Maus-Immunglobuline, Fluorescin (FITC)
markiert (Dianova GmbH, Hamburg).

Polyklonale IgG aus der Ziege, gerichtet gegen Kaninchen-Immunglobuline, Fluorescin (FITC)

markiert (Dianova GmbH, Hamburg).
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2.7 Zelllinien und Kulturbedingungen

Cos-7

Affennierenzelllinie; Androgenrezeptor-defizient; Cos-7 Zellen wurden in DMEM mit 10 %
FCS kultiviert.

PC3

Menschliche Prostatakarzinomzelllinie; PC-3 Zellen und alle durch stabile Transfektion

erhaltenen PC-3 Zellklone wurden in RPMI 1640-Medium mit 10 % FCS kultiviert.

2.8 Bakterien

Fur die Amplifizierung von Plasmiden wurde der Stafuepli K12 XL1 blue verwendetDie
Kultur erfolgte in TY-Medium. Bei Bedarf wurde diesesMedium mit dem Antibiotikum
Ampicillin versetzt.

Fur die PraparationkompetenterZellen wurde PSI-Medium (2 % Trypton; 0,5 %
Hefeextrakt; 0,4 % MgS£ 10 mM KCI, pH 7,7) verwendet.

Zur bakteriellen Expression von Fusionsproteinen wurde der SEnooli BL21(DE3)pLYsS
verwendet (Beschreibung in Studetral, 1990). Die Kultur erfolgte in 2x TY-Medium.
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Methoden

2.9 Behandlung von Nukleinsauren

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren in wassriger Losung

Die Konzentrationsbestimmungerfolgte photometrisch. Die Extinktion der waéssrigen
Nukleinsaurelésungwurde bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm in einem
SpektralphotometegemessenEine Extinktion von 1 entspricht50 pg/ml doppelstrangiger

DNA, 40 pg/ml RNA oder 2Qug/ml Oligonukleotid.

Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Zur nukleinsédurehaltigewassrigen_6sungwurde ein gleichesVolumen Phenolgegeberund
gut geschutteltNach kurzemAbzentrifugierenwurde die oberewassrigePhaseabgenommen
und mit einemgleichenVolumen Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisc(R4:1) versetzt. Die
Trennungder beidenPhasererfolgte durch dreiminttigesZentrifugieren.Die oberewassrige

Phase wurde zur weiteren Verwendung abgenommen.

Prazipitation von Nukleinsduren aus wassriger Losung

Die nukleinsaurehaltige Losung wurde mit 3 M Natriumacetat (pH 4,8) auf eine Konzentration
von 0,25-0,3M eingestellt. Nach Zugabevon 2,5 Volumina Ethanol erfolgte die Fallung fur
mindestens30 min bei -20°C oder fir mindestenslO min bei -80°C. Das Prazipitat wurde
anschlie3endbei 10.000g 20 min lang zentrifugiert. Zur Entfernungvon Salzenwurde mit
80 prozentigem Ethanol gewaschen, nochmal$ finin zentrifugiertund an der Luft oderim

Vakuum-Konzentrator (Speed Maggetrocknet.
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2.10DNA-Praparation
Préparation grof3er Mengen Plasmid-DNA (Maxipraparation)

Die Praparationwurde nachdem Prinzip der lonenaustauscher-Saulenchromatograie
Isolierung von Plasmid-DNA mittelQiagen-tip-500 Saule(Qiagen) durchgefihrt.

250 ml einer Bakterien-Ubernachtkultu¢(37°C, TY-Kulturmedium, 100 pg/ml Ampicillin)
wurden 10 min bei 5000 g (4°C) zentrifugiert, der Uberstandverworfenund das Pellet in
10 ml Puffer 1 (50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, RNAse A 50-100 pg/ml, pH 8,0)
resuspendiert. Nach min Inkubationbei Raumtemperatwvurden10 ml Puffer 2 (200 mM
NaOH, 1 % SDS) zugegeberund etwa 5 min bei Raumtemperatubelassen Anschliel3end
wurden 10 ml Puffer 32,6 M Kac, pH 4,8) dazugegebennd fir mindestenslO min auf Eis
belassen, danach wurde die SuspensionB@90g zentrifugiert. Der Uberstandwurde durch
einenFaltenfilter auf eine mit 10 ml Puffer QBT ( 750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15 %
Ethanol, pH 7,0, 15 % Triton X-100) &aquilibrierte Qiagen-tip-500 Saule gegeben.Nach
DurchfluR des Uberstandes wurdie Saulemit 30 ml Puffer QC (1M NacCl, 50mM MOPS,
15 % Ethanol, pH 7,0) gewaschen und die Plasmid-DNA minllBuffer QF (1,25M NacCl,
50 mM MOPS, 15 % Ethanol,pH 8,2) eluiert. Durch Zugabedes 0,7- fachen Volumens
Isopropanol wurde die DNA aus der Losung gefallt, das Prazipitdi3@€i0g abzentrifugiert
und nach Waschenmit 70 prozentigemEthanol getrocknet,in Wasseroder TE- Puffer

aufgenommen und die Konzentration bestimmt.

Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA (Minipraparation)

1,5 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur(37°C, in TY-Kulturmedium mit 100 pg/ml
Ampicillin) wurden 5 min beb000g abzentrifugiert Das Bakteriensedimenwurdein 200l
8 % Saccharose; 0,1 % Triton X-100; 50 mM EDTA; 50 mM Tris-HE, 8,0 resuspendiert
und nach Zugabe von 20 Lysozym (10mg/ml) 10 min bei Raumtemperatuinkubiert. Nach
45 sec. Kochen im Wasserbadwurde 10 min bei 10.000 g zentrifugiert, um die
Bakterientrimmewon der Plasmid-DNA-L6sungzu trennen.Die Bakterientrimmemvurden
mit einem sterilen Zahnstocherentfernt und der Uberstandmit 8 pl 5 % Cetyl-trimethyl-

ammoniumbromidCTAB) in 0,5 M NaCl versetzt,um die DNA zu prazipitieren.Nach
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Zentrifugation fir 10 min bei 10.0@Pwurde die DNA in 300 ul 1,2 M NaCl geléstund mit
2,5 Volumina Ethanol prazipitiert. Nach Pelletieren, Waschen mit 80 prozentigem Hiinanol
Trocknenwurde dasDNA-Sedimentin 50 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 und 1 mM EDTA,

pH 8,0 aufgenommen.

2.11Klonierungstechniken

Fragmentierung von DNA-Molektilen durch Restriktionsendonukleasen

Fur die Fragmentierunggon DNA durch Restriktionsendonukleasevurdenpro pg Plasmid-
DNA 1U Enzym eingesetztDie Restriktion wurde unter den vom Herstellerempfohlenen
Bedingungen durchgefihrt. Bei einem Doppelverdau wurden Enzyme mit gleichem
Pufferanspruclgemeinsanzugegebenandernfallswurde zuerst der Verdau bei niedrigerer
lonenstarkedurchgefiihrtund nach Phenol/Chloroform-Extraktiorund Ethanol-Fallungdas
zweite Enzym mit entsprechenden®uffer hohererlonenstarkezupipettiert. Bei Plasmid-
DNA ausMinipraparationengdie mit RNA verunreinigtwar, wurde der Reaktion0,5 pg/ul

RNAse A zugegebenZur GrofRenbestimmungnd Reinigungder Fragmentevurde die DNA

anschlieRend in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden im molaren Verhaltiis gemischtmit 2 pl 10x
Ligasepuffer (500 mM Tris-HCI, pH 7,4; 100 mM MgC100 mM DTT, 10mM Spermidin,

1 mg/ml BSA und 10 mM ATP) und 1-3 U T4-DNA-Ligase versetzt. Anschliel3end wurde mit
H,O das Volumen der Reaktion auf gi0ergénzt und fir 16 h bei 16 inkubiert.

DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GrofReder aufzutrennenderragmentewurden 0,8 - 1,5 prozentigeAgarosegelen

TBE-Puffer (90 mM Tris-Base, 90 mM Borsaure und 2,5 mM EDTA, 0,3pg/mi
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Ethidiumbromid) benutzt. Die Auftrennung erfolgte in einer (Horizontal-)
Gelelektrophoresekamméei 35 - 45 mA (50 - 100 V). Die DNA-Banden sind bei UV-

Bestrahlung infolge der Ethidiumbromidfarbung sichtbar.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmentewurden mit Hilfe des EasyPureDNA Elution Kits der Firma Biozym

GmbH, Hess. Oldendorf nach Angaben des Herstellers aus Agarosegelen isoliert.

Dephosphorylieren von 5’ DNA-Uberhangen mit CIP (Alkalische Phosphatase aus

Kélberdarm)

Fur die 5'Dephosphorylierung/on linearisierter,gereinigterDNA wurde eine Phosphatase
Behandlung durchgefiihrt. Die DNA wurde mit 2alkalischerPhosphatas€CIP, Boehringer,
Mannheim)in 1x CIP-Puffer(100 mM Glycin pH 10,5,1 mM MgCl,, 0,1 mM ZnCl,) in
einem Volumen von 50l eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fur &tin bei 37°C, wobei nach
30 min noch einmal dieselbeMenge Enzym zugegeberwurde. Die Reaktion wurde durch
Zugabevon 1/10 Volumen10xSTE(1 M NacCl, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0,1 mM EDTA)
und 2,5 ul 20 % (w/v) SDS und 20minutiger Inkubation bei 75°C abgestoppt. Die

dephosphorylierte DNA wurde danach durch Elution aus einem Agarosegel gereinigt.

Sequenzierung von DNA

Plasmid-DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode von Seingle(1977) mit
dem T7-Sequenase-Kitler Firma USB, ClevelandOhio sequenziertDie Durchfihrungder
Reaktion erfolgte nach delngabendesHerstellers 5 ug Plasmid-DNAwurdenmit 0,2 mM
EDTA und 0,2 M NaOH denaturiert. Die denaturierte DNA wurde2ybtng bzw. 40 ng der
entsprechendenSequenzier-Primer gemischt, auf 65°C erhitzt und langsam auf
Raumtemperatur abgekiihit. Nach einer kurzen Strangverlangeriting®S-dATP erfolgte die
eigentliche Kettenabbruch-Reaktiomit den vier Didesoxy-NukleosidtriphosphaterNach

Abstoppen der Reaktion mit Formamid-Probenpuffe(20 mM EDTA, pH 7,8; 95%
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Formamid,0,05 % Xylencyanol, 0,05 % Bromphenolblaulund 3 min Kochen wurden die

Proben auf einem denaturierenden 6 % Polyacrylamid/7 M Harnstoff-Gel aufgetragen.

2.12Transformation von Bakterien

Praparation kompetenter E.coli Bakterien (Hanahan, 1986)

Eine Kolonie von E.coli XL1-Blue-Bakterienwurde in 10 ml SOC-Medium(0,5 % Bacto-
Hefeextrakt,2 % Bacto-Trypton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSQ,, 20 mM Glucose) tber Nacht bei°87geschiittelt500 ml SOC-Mediumwurdenmit
1 ml der Ubernachtkulturangeimpftund im 5l-Kolben bei 37°C so lange geschiittelt bis die
optische Dichtebei 550 nm einenWert von 0,4 erreichte(ungeféahr2 h). Die Bakterienkultur
wurde auf zwei 250-ml Plastikzentrifugenbechererteilt und 15 min auf Eis gestellt. Nach
15minutiger Zentrifugation bei 1.000 g (4°C) wurde der Uberstand entfernt, die
Bakteriensedimentm je 10 ml TFB (100 mM KCI, 45 mM MnCl,, 10 mM MgCl,, 3 mM
HACoCl;, 10 mM K-MES, pH 6,3; 15 % Glycerin) durch Schwenkerresuspendiertind in
zwei eisgekihlte 50 ml Greiner Plastik-Rohrchen Uberfihrt. Nach Auffillen auf 50 ml mit STB
(200 mM KCI, 45 mM MnC4 10 mM CaC} 3 mM HACoCk, 10 mM K-Mes pH 6,3,15 %
Glycerin), Mischen und 10mindtiger Inkubation auf Eis wuddeBakterienldsundl5 min bei
1.000 g (4°C) zentrifugiert. Die beiden Niederschlagewurden in je 10 ml TFB durch
Schwenken resuspendiert undeinem50 ml Greiner-Plastik-Rohrchefeisgekuhlt)vereinigt.
Die nun kompetenten Bakterien wurden portionsweise bei -80°C aufbewahrt. Die
Transformationseffizienz der so praparierten Bakterien liegétoe 1 - 5x 10° Kolonien pro

Hg pBR322-DNA.
Transformation kompetenter Bakterien

Hierzu wurde ein auf -80°C aufbewahrteAliquot kompetenterBakterienlangsamauf Eis
aufgetaut. Dann wurdenB desLigationsansatzesugemischund 1 h auf Eis gestellt.Nach

90 sec Hitzeschock bd2°C und 2 min auf Eis wurde 3 ml SOC-Mediumzugegebemund 90
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min bei 37C geschuttelt. Die Bakterien wurden 5 min b&)00g abzentrifugierf(RT) undin
200 pl SOC-Medium gelost. Die gesamteMenge wurde auf einer Selektiv-Agar-Platte

ausgestrichen.

Einfrieren von Bakterien

Einer Bakterienkulturwelchel12 h bei 37°C unter Schittelngewachsenvar, wurden 900 pl

entnommen, mit 10Ql DMSO vermischt und bei -8C aufbewabhrt.

Herstellung von Selektiv-Agarplatten

In einem 2|-Kolben wurden 5 gefeextrakt,10 g Bacto-Trypton,10 g NaCl und 15 g Bacto-
Agar mit H0yiqestauf 1 Liter aufgefullt und autoklaviert. Nach Abklhlen atwa45°C wurde
Ampicillin in einer Endkonzentrationvon 100 pg/ml zugegeben.Der Agar wurde in
BakterienkulturschalemgegossenNach Erstarrendes Agars wurden die Platten bei 4°C

gelagert.

2.13Zellkultur

Ablosen von Zellen

Die Zellen wurden nach Absaugendes Mediums mit 2 ml 0,25 % Trypsin gespultund
anschlieRendmit 0,25 % Trypsin (2,5 ml pro 9 cm-Kulturschale)is zu ihrem Ablésen bei
37°C im Brutschrankinkubiert. Die abgelostenZellen wurden in 7,5 ml Kulturmedium
aufgenommenVor dem Ausplattieren der Zellen wurden diese aus dem trypsinhaltigen

Medium abzentrifugiert (3 min, 300-4@) und in neuem Kulturmedium aufgenommen.
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Einfrieren und Auftauen von Zellen

Logarithmisch wachsendeZellen wurden abtrypsiniert, abzentrifugiert und in kaltem
Einfriermedium (Medium, 10 % FCS, 1 % DMSO) aufgenommenDie Zellen wurden
zunadchst30 min auf Eis inkubiert und nach einem Tag bei -80°C in flissigen Stickstoff
(-196°C) uberfahrt.

Das Auftauenvon eingefrorenerZellen erfolgteim Wasserbadbei 37°C. Danachwurden die
Zellenin 10 ml Kulturmediumaufgenommenabzentrifugiertund zur Kultivierung erneutin

Medium aufgenommen und auf Zellkulturschalen verteilt.

Herstellung von CCS ¢harcoal calf serum, nach Westley und Rochefort, 1980)

Diese Methode dient der Reinigungvon fotalem Rinderserum(fetal calf serum, FCS) tber
Aktivkohle von darin enthaltenen fettldslichen Bestandteilen (also auch von Steroidhormonen).
Es wurden 50 ml dextrangebundene Aktivkohle (25 g AktivkohlegD8xtran,0,01M Tris-

HCI pH 7,4 pro Liter H,0) fur 10 min bei 10.000 g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen.Zu diesemAktivkohlepelletwurde dann250 ml FCS gegebenyesuspendiertind

die L6sung30 min bei 56°C im WasserbadyeschiitteltNach Zentrifugationfir 20 min bei
10.000g wurde diese Behandlung mit dem UberstandZasntrifugationnochmalswiederholt.

Nach erneuterZentrifugation fur 30 min bei 10.000g wurde das nun von fettléslichen
BestandteilergereinigteSerumsterilfiltriert, aliquotiert und bis zur Verwendungbei —20°C

eingefroren.

2.14Transiente Transfektion

Elektroporation (nach Eul et al., 1989)

Cos-7 Zellen wurden mittels Elektroporation transfiziert. Es wurden jeweils 10 pg zu
transfizierende DNA eingesetzt. Am Tag vor deansfektionwurdenje Transfektionsansatz

2x 1P Zellen ausgeséat.Diesewurdenam darauffolgendenTag in je 0,8 ml PBS (-Ca/-Mg)
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aufgenommen und zusammen mit der zu transfizierenden Plasmid-DNA in eine
Elektroporationskiivette Uberfuhrt. Die  Elektroporation erfolgte in  einem
Elektroporationsgerader Firma Biorad bei 0,2V/500 uF. Nach dem Stromsto3wurde der

Inhalt der Klvette sofort in eine 9 cm-Petrischale mit vorgelegtem Medium tberfthrt.

FuGene Transfektion (Roche Diagnostics, Mannheim)

Die Transfektionmit der FuGene Substanzwurde gemaflidem Protokoll des Herstellers
durchgefluhrt. Pro 3,5 cm Kulturschale wurden dahdiFuGene und 1,hg Gesamt-Plasmid-
DNA eingesetzt.

2.15Immunfluoreszenznachweis des Androgenrezeptors

Kultivierung und Behandlung von Zellen fir die immuncytochemische Farbung

Je ein Deckgléschen (18x 18mm) wurde in eine 3,5 cm Kulturschale gelegt. Gast@ Zellen
pro Schale wurden 24 h vor der Transfektion ausgesét. 24 h nach der Transfekio@eme
Transfektionsreagenwurden die Zellen in Kulturmediummit 3 % CCS fur weitere 24 h
kultiviert und anschlieRendwie in den einzelnenVersuchsbeschreibungesngegebemmit

Induktoren bzw. Nocodazol behandelt.

Fixierung und immuncytochemische Féarbung von Zellen

Nach erfolgter Behandlung wurde das Medium abgesaugt untetiesn einmalmit PBS (3 ml
pro 3,5 cm Kulturschale)gewaschenDas PBS wurde vollstandigabgesaugtind sofort 3 ml
—2(°C kaltes Methanol auf die Zellen gegeben. Die Kulturplatten wuddenfir mindestens
15 min bei —20C inkubiert. Danachvurde dasMethanol dekantiertund die Zellen 3 mal mit
je 3 ml PBS gewaschenDie fixierten Zellen wurden entwedersofort immuncytochemisch

gefarbt oder Giber Nacht bei@ aufbewahrt. Die immuncytochemische Farbung erfolgtéen
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gleichenKulturschalen,in denenzuvor die Zellen kultiviert und fixiert worden waren. Die
Zellen wurden zunachstzum Blockieren unspezifischeBindungsstellen30 min in 1 ml
Blockierungspuffer(PBS, 0,2 % (w/v) Gelatine,0,1 % (v/v) Triton X-100) vorinkubiert.
Nach dem Absaugendes Blockierungspuffersvurden die Deckglaschemit je 100 ul der
Primarantikorperlésung (Antikorper in der entsprechenden Verdinnung in Blockierungspuffer)
fur 45 min inkubiert. Nach der Inkubation mit dem ersten Antikdrper wurden die
Deckglaschen mit je 3 ml PBS funf mal fir je 3 min gewaschen. Datéalte die Inkubation
mit 100 pl der Sekundarantikorperlésung(in  entsprechender Verdinnung in
Blockierungspuffer). Anschliel3end wurden die Deckglaschen erneut mit je 3 ni RBEUr
3 min gewaschenDie Deckglaschenwurden dann mit Einschluf3medium(Shandon)auf
Objekttragemontiertund bis zur Betrachtungunter demFluoreszenzmikroskopei 4°C im

Dunkeln aufbewahrt.

2.16Allgemeine Methoden zur Behandlung von Proteinen

Proteinbestimmung (nach Lowryet al., 1951)

Die Bestimmungder Proteinmengen Zell-und Gewebeextraktemrfolgte nach der Methode
von Lowryet al. (1951). Fir das Erstellen einer Eichkurve wurden 020030, 40 und 50 pl
einerBSA Stammlésund1mg/ml) mit Lowry-Reagend (2 % (w/v) Na,COs, 0,1 M NaOH)
auf 500 ul aufgefullt. Von den Proteinextraktemvurdenje 5 pl mit 495 pl Lowry-Reagen4
gemischt.Nach Zugabe von 1 ml Lowry-ReagenzIlV (100 Volumen Lowry-Reagenzl,
1 Volumen 2 % (w/v) Na-K-Tartratl, Volumen1 % (w/v) CuSQ) wurdendie Proben5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurderer sofortigemMischen 100 pl 50 % Folin-
LésungzugegebenNach5 min Inkubationbei 37°C im Dunkeln wurden jeweils 300 ul der
Proben in eine Mikrotiterplatte pipettiert und die Extinktiza 600 nm in einemPhotometer
(Multiscan Plus MKII, LabsystemsFinnland)gegeneinenLeerwertohneProtein gemessen.

Anhand der Eichkurve wurde dann die Proteinmenge in den Proben bestimmt.
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Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen Uber SDS-Polyacrylamidgele

(nach Laemmli, 1970)

Polyacrylamidgelezur Auftrennungvon Proteinenbestanderaus einem5 % Sammelgelund
einem 10 % Trenngel und wurden zwischen zwei durch Kunststoff-Abstandshalter
voneinander getrennte Glasplatten vertikal gego€3enGlasplattenwurdenvor dem Giel3en
rundherum mit Agarose abgedichtétir die 10 % Trenngellosungvurden375 mM Tris-HCI

pH 8,8 0,1 % (w/v) SDSund 10 % Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung30/0,8) durch Zugabe

von 0,1 %(w/v) APSund0,05% TEMED polymerisiert.Das Gel wurde bis zu einerHohe

von 3 cm unterhalbdesoberenRandesgegossenBis zum Auspolymerisierendes Trenngels
wurde es mit Ethanol Uberschichtet. iz 5 % Sammelgelldsungvurden125 mM Tris-HCI

pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS un8l % Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung30/0,8) mit 0,1 % (w/v)
APSund0,1 % TEMED versetzt.Das Sammelgelvurde (nachEntfernendes Ethanols)auf

das Trenngel gegossen und ein geeigneter Kamm zum Aussparen der Probeaiageketrt.
Nachdem Auspolymerisiererdes Sammelgelsvurde dasGel in eine vertikale Laufapparatur
eingespanntDie aufzutrennendeRroteinprobenvurdenin Laemmli-Probenpuffe(80 mM

Tris pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 10 % Glycerin, 2 % [3-Mercaptoethanol0,01 % (w/v)
Bromphenolblau) aufgenommen, fiir 10 min bei®@grhitzt, auf Eis abgekihlt und die vom
Kamm ausgesparten Taschen pipettiert. Um das Molekulargewicht der Proteine bestimmen
koénnen, wurde gleichzeitigin geeigneteMolekulargewichts-Standar@igmaChemieGmbH,
Deisenhofen) mit vorgefarbten Proteinen mit auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
in Laemmli-Laufpuffer (25mM Tris pH 8,3,192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS)bei 20 mA

bis die Probendas Trenngelerreichthatten und dannbei 30 mA bis die Bromphenolblau-
Bande den unteren Rand des Gels erreicht hatte. Nach der Gelektrophoa=edie im Gel
aufgetrenntenProteine auf eine Nitrozellulose-Membranubertragen (siehe Westernblot).
Coommassie-Brillantblau angefarbte Gele wurden auf Whatmann 3MM Papier aufgezogen unc

auf einem Geltrockner (Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen) getrocknet.
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Analyse von Proteinen durch Transfer auf Membranen und Detektion durch

spezifische Antikdrper (Vesternblot)

Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen wurden durch Elektrotransfer mit Hilfe einer Nal3transfer-
Kammer (Trans-Blot, Bio Rad LaboratoriesGmbH, Minchen) auf eine Nitrozellulose-
Membran Ubertragen. Dazu wurde die Membran auf das Gel gelegt und luftblasenfrei zwischet
je drei LagenWhatman3MM-Papier (mit Transfer-Pufferbefeuchtet)in eine Tragerplatte
montiert. Der Tragerwurde dannsenkrechtin die mit Transferpuffer(48 mM Tris-Base,

39 mM Glycin, 10 % Methanol) gefillte Kammer eingesetatdalidie Membranzur Anode

hin orientiertwar. Der Transfererfolgte tiber Nacht bei 4°C und 300 mA. Nach beendetem
Transferwurde die Membrankurz in PBS gewascherund zur Absattigungunspezifischer
Bindungsstellerfiir 2-16 h bei Raumtemperatum PBS mit 10 % (w/v) Magermilchpulver,

0,15 % Tween 20 geschwenkt.

AnschlieBendwurde die Membran mit dem jeweiligen Primérantikorper(im geeigneten
Verdunnungsverhéaltnisn PBS mit 10 % (w/v) Magermilchpulver,0,15 % Tween 20)
luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweitund 1 h bei Raumtemperaturunter
standigemRotiereninkubiert. Die Membranwurde dannfinf mal fir 5 min in PBS 0,2 %
Tween 20 gewascherund danach,analogzur erstenHybridisierung,mit dem Meerrettich-
Peroxidasekonjugierten Sekundarantikorpe(1:3000 verdinnt in PBS mit 10 % (w/v)
Magermilchpulver, 0,2 % Tween 20) fir eine Stunde inkubiert. Nach funfmaligem Waschen fir
jeweils 5 min in PBS mit 0,2 % Tween 20 wurdiia spezifischerkanntenProteinbandemit

Hilfe des an den Prim&rantikorpgebundenersekundarantikdrperdurch Chemolumineszenz
sichtbargemacht.Die Detektion mittels Chemolumineszenbasiertauf der Oxidation eines
Substratesbei der Licht freigesetztwird - katalysiertvon der Meerrettich-Peroxidasanter
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid.Hierzu wurde die Membran mit 3 ml einer
frischbereiteterl : 1-Mischungder ECL Westernblot NachweisreagenziefAmersham,RPN

2106) beschichteund in Folie eingeschlagerin der Dunkelkammemvurde dannso lange ein

Rontgenfilm exponiert, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.
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Coomassie-Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Durch Coomassie-Brillantblau-FarbunvgurdenProteinein SDS-Polyacrylamidgelesichtbar
gemacht. Dazuwurde dasGel 15 min in Farbelésung0,2 % (w/v) Coomassie-Brillantblau,
50 % Methanol und 7,5 % Essigsaure) geschwenkt. Die Entfarbung erfofffidsrMethanol
und 7,5 % Eisessig fur mehrere Stunden, bidPdaeinbandesichtbarwurden.Anschliel3end
wurde das Gel auf Whatman3MM Papier auf einem Geltrockner(Bio Rad Laboratories

GmbH, Minchen) getrocknet.

Silberfarbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Das Gel wurde zun&chstunter standigemSchutteln2 h in 40 % Methanol, 12 % Eisessig
fixiert. Danachwurde zwei mal 20 min in einer 30 prozentigenEthanollésunggewaschen.
Anschlie3end wurde das Gel flr eine min in eine frisch angesetzte (a2 Bhiosulfatlosung
gegebenNach zwei mal 30 sek Waschererfolgte die Farbungftr 20 min in 0,2 % AgNOs;,
0.03 % Formaldehyd. Danaeturde dasGel zwei mal eine min gewaschenDie Entwicklung
erfolgte in 6 % NaCOs;, 0,02 % Formaldehyd,0,02 % Na-Thiosulfat solange, bis die
gewinschtd=arbeintensitaerreichtwar. AnschlieRendwurde das Gel zwei mal in H,Opjgest

gewaschen.

2.17Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe von Glutathion-

S-Transferase (GST) Fusionsproteinen

Produktion und Reinigung von GST Fusionsproteinen (nach Smith und Johnson,

1988)

Fur die Reinigung der Fusionsproteine aus bakteriellem Rohlysatmaitdie hohe Affinitat
von GST zu Glutathion, welches &garoseoder Sepharosémmobilisiert wurde. Die cDNA
des zu exprimierenden Proteins ist hierzu in einem speziellen Vektor 8ndadedesGST-
Gens kloniert. ZuExpressiornder Plasmidewurde der E.coli StammBL21 Lys S verwendet,

der mit dem entsprechenden Expressionsplasrardsformiertwurde.50 ml einer stationaren
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Kultur diesesBakterienstammewurde mit 2x TY-Selektionsmediun(2 % Hefeextrakt,4 %
(w/v) Bacto-Trypton,2 % (w/v) NaCl, 100 pg/ml Ampicillin) auf 400 ml verdiinntund bei
37°C unter Schuttelnbis zu einer optischenDichte von 0,5 inkubiert. Nach einer Stunde
wurde die ExpressiondesFusionsproteinsn denBakteriendurchZugabevon 0,2 M IPTG
induziert und die Bakterien weitere 3 h befG7nkubiert. Anschlie3end wurden dBakterien
durch Zentrifugation fur 10 min bei 30@0und £C sedimentiert unch 10 ml PBS (-Ca/-Mg)
mit 2 mM EDTA und 2mM PMSF resuspendiertAlle folgendenSchritte wurden auf Eis
durchgefihrt. Durch Sonifizieren (Branson Sonifier, G. Heinemann)wurden die Zellen
aufgebrochen und die bakterieDINA geschertNachZugabevon 1 % Triton X-100 wurden
unlésliche Bakterienbestandteiledurch Zentrifugationfir 10 min bei 10.000 g und 4°C
entfernt. Die Fusionsproteine ifwberstandwurdenzur Kopplung an Glutathionmit 4 ml in
PBS gequolleneiGlutathion-Agarosd€l1:1 in PBS (-Ca/-Mg) fur 1 h bei 4°C unter Rotieren
inkubiert. Nach dreimaligemWaschenmit je 50 ml eiskaltem PBS (-Ca/-Mg) wurde die
Glutathion-Agarosamit den gebundeneri-usionsproteinerauf eine Saule transferiert. Das
Fusionsprotein wurde mit & 5 mM reduziertemGlutathion(in 50 mM Tris pH 8,0)in 1
ml Fraktionenbei 4°C ausder Sauleeluiert. Das Vorkommen des Fusionsproteinsn den
einzelnenFraktionenwurde durch elektrophoretischeAuftrennung in einem 10 % SDS-
Polyacrylamidgelund anschlieRende€Coomassie-Farbungberprift. Fraktionenmit hohem
Gehalt an Fusionsprotein wurden vereinigt und gegen PBS lber NachClmbal/siert.Nach
der Dialyse wurde eine KonzentrationsbestimmungachLowry durchgefihrtDas gereinigte
Fusionsprotein wurde entweder mit 10 % Glycerin @mdM DTT versetztundin Aliquots
bis zur weiterenVVerwendungbei -80°C eingefroren,oder fir maximal eine Woche bei 4°C

aufbewabhrt.

Praparation von Proteinextrakten aus Mausgehirnen

Die Gehirne von 10 Mausen wurden frisch prapariert und in 10 ml 20 mM HEPERpED
mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,05 % Tween 20 durch 20-30 Stofe in einem Dounce
Homogenisato(S) auf Eis homogenisiert. Das Lysat wurde 1h bei 150.000g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde frisch zur Durchfilhrung einer Glutamin-Sequenz-Bindestudie

weiterverwendet.
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Affinitatschromatographie

Gleiche Mengen der unterschiedlichenGST-Fusionsproteine(800 pg) wurden durch
einstindigelnkubation bei Raumtemperatuan je 400 pl in PBS (im Verhéltnis 1:1 (v/v)
gequolleneGlutathion-Agarosegekoppelt.Nachder Inkubation wurde die Tragermatrixmit
den daran gekoppelten Fusionsproteinenin eine Poly-Prep-Saule (BioRad, Miinchen)
Uberfuhrtund durch dreimaligesSpulenmit je einem ml Mausgehirnlysispuffer (20 mM
HEPESpH 7,2, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,05 % Tween 20) aquilibriert. Nach der
Aquilibrierung wurde die Sauleverschlossenund die an die Glutathion-Agarosegebundenen
Fusionsproteinamit je 3 ml Mausgehirnextrakil h bei 4°C inkubiert. Danachwurde der
Mausgehirnextrakaus den Saulendrainiert und die Saulenfinf mal mit jeweils zwei ml
Mausgehirnlysispuffer gewaschen. Anschlie3end wurde finf mal mit 300 pl
Mausgehirnlysispuffe(mit zusatzlichl M KCI) eluiert. Die Fraktionenwurden getrennt
gesammelt und sofort mit 2 x LaemrRlifobenpufferim Verhaltnis1:1 versetztund 5 min bei
95°C inkubiert. Die Probenwurdenentwedersofort in einemProteingelaufgetrennioder bei

—8(°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.18 Kosedimentationsexperiment (nach Vallee, 1982)

Eine grafische Darstellung d&xperimentesst in Abb. 3 gezeigt.Die einzelnenSchrittesind
nummeriert.Die an den einzelnenStellen entnommenerAliquots sind rot gekennzeichnet.
UnterschiedlicheAR-Konstruktewurdenin Cos-7Zellen transienttransfiziert. Je Konstrukt
wurdeninsgesambx 10° Zellen in drei verschiedenensatzenelektroporiert48 h nach der
Transfektionwurdendie Zellen auf Eis in insgesamB00 pl Mikrotubulistabilisierungspuffer
(0.2 M PIPES,pH 6,6, 1 mM EGTA, 1,0 mM MgSQO,) geerntet(Abb. 1,(1). Die
Zellsuspensionwurde mit einer G23 Kanile durch 15maliges Aufziehen der Spritze
homogenisieri(2). Das Homogenisawurde bei 15.000 g zentrifugiert (3). Der Uberstand
wurde danachein weiteres Mal fir 45 min mit 400.000 g bei 4°C zentrifugiert (4).

AnschlieBendwurde Taxol zu einer Endkonzentrationvon 40uM und GTP zu einer
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Endkonzentration von 1mM zugegeben @&)0 ul desZellhomogenisates/urdenfir 30 min
bei 37C inkubiert (6) und anschliel3enanit 250.000g bei 37°C durch600 pul einesSucrose-
Kissens (Mikrotubulistabilisierungspuffer, 5 % Sucrosepfd Taxol, 1 mM GTP) in einem
swing out rotor zentrifugiert(7). AnschlieBendvurde der Uberstandbis zur Oberflichedes
KissensabgesaugtDas Kissen wurde vorsichtig mit 1 ml H,Opigest UberschichtetDanach
wurde dergesamtdlberstandabgesaug(in der Grafik nicht dargestellt) Das Pelletwurdein
200 pl Mikrotubulistabilisierungspuffer gewaschen (8) und in Laemmli-Probenpuffer
aufgenommen. Die einzelnen Aliquatgirdendurch SDS GelelektrophoresaufgetrenntDas

Gel wurde Coomassie-gefarbt und anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen.

/? Ernte der Zellen 1)

homogenisieren  2)

/< > Zentrifugation (15000 g) 3)

/> Uberstand = C E.
&

Y C) Zentrifugation (400000 g) 4)

éé) Uberstand = S1

9
/ + Taxol (40uM) 5)
"[mT +GTP (ImM)

‘ Inkubation (30min, 37°C) 6)

)
-

Zentrifugation (250000 g)
/ durch 5% Sucrosekissen

¥

. Pellet waschen 8)
Uberstand =52 \

%ntrifugation (30000 g)

‘/ Uberstand = W

Pellet

Abb. 3 Schematische Darstellung des Kosedimentationsexperimentes. Erlauterung im  Text.
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3 Ergebnisse

3.1 Der 1c2 Antikorper erkennt den Androgenrezeptor in Abhangigkeit

von der Glutaminsequenzlange

Ein Indiz fir die Anderungder Proteinstrukturdurchdie Verlangerungder Glutaminsequenz
im AR stellt das Bindungsverhaltereines monoklonalenAntikoérpers dar, der gegendie
Glutaminsequenzles TATA bindendenProteins (TBP) erzeugtwurde. Von diesem 1c2
Antikorper ist bekannt,da3er Glutaminsequenzem Abhangigkeitvon ihrer Lange erkennt
(Trottier et al. 1995). Es zeigte sich dabei, daf? die Bindungsaktivitatdes Antikorpers im
Westernblot, mit der Langeder betreffenderSequenam Huntingtin, Ataxin-1 und Ataxin-3
unverhaltnismaRigtark anstieg.Aus diesemGrund wurde der 1c2 Antikdrper ebenfallsin
einem Westernblot Experiment auf seine Affinitdt zum AndrogenrezeptorfAR) getestet
(Abb.4). Cos-7 Zellen wurden mit unterschiedlichen Androgenrezeptorkonstrukten
transfiziert. Es handelte sich dabei um Rezeptoren mit unterschiedlich langer
GlutaminhomopolymerfolgeDie Lange der Glutaminsequenzvariierte zwischen einem
Glutaminrest im Konstrukt ARQ1, 22 Glutaminrestenim Konstrukt ARQ22, 45
Glutaminrestenim Konstrukt ARQ45 und 77 Glutaminrestenim Konstrukt ARQ77. Als
Kontrolle fir die unspezifischeAntikdrperbindungwurdendie Zellen ebensamit dem pSG5
Leervektor transfiziert. Um zu Uberprifen,ob weitere, durch Hormonbindungbewirkte
konformationelleAnderungendes Rezeptors,einen EinfluR auf die Erkennungdurch den
Antikorper hatten,wurdendie transienttransfiziertenZellen mit Dihydrotestosteror{DHT)
behandelt. Die ausdiesenZellen erhaltenerExtraktewurdenmittels SDS-Gelelektrophorese
aufgetrenntund die Proteinean eine Nitrozellulosemembramekoppelt.Die Inkubation mit
dem anti-AR 44 Antikorper, degegeneinenweiter carboxy-(C)-terminaleereichaul3erhalb
der Glutaminsequenzgerichtet ist, ergab eine ungeféahr gleich starke Expression der

unterschiedlichen AR-Varianten (Abb. 4 B Spuren 3 - 10).
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pSG5 ARQI ARQ22 ARQ45 ARQ77

DHT - + - + - + - + - +

A w—a .
——

B ———— . — ——— R4

Abb. 4. Der AR wird in Abhé&ngigkeit von der Lange der Glutaminhomopolymerfolge vom 1c2

Antikérper erkannt. Westernblot-Analysemit ExtraktenaustransienttransfiziertenCos-7 Zellen. Je 5x 10'

Zellen wurdenmit 1,5 pg leerem Expressionsvekto(pSG5), ARQ1-, ARQ22-, ARQ45-, und ARQ77-

Konstrukten mit FUGENE' Transfektionsreagenzansfiziert. 24h nachder Transfektionwurdendie Zellenin

3 % CCS fur weitere 24 h kultivierbanachwurdendie Zellen fir 3 h mit DHT (100 nM) oderals Kontrolle

mit 0,08 % (v/v) des Ldsungsmittels (Ethanol) behandelt. Nach der Ernte der Zellen erfolgte die

elektrophoretischeAuftrennung der Proben im SDS-Gel. Die aufgetrenntenProteine wurden auf eine

Nitrozellulosemembrariiberfihrt und anschlieBendunéchst(A) mit dem polyklonalen anti-AR Antikorper

AR44 Antikorper inkubiert.Nach der Inkubation mit dévieerrettichPeroxidase-(HRP)-gekoppelteekundaren
anti-KaninchenAntikdrpers wurden die gebundenerAntikdrper mit dem enhanced chemiluminiszens (ECL)-

Systemdetektiert.Danachwurdendie Antikdrper von der Membranentfernt.Es folgte (B) die Inkubationmit

dem 1c2 monoklonalenAntikdrper und die darauffolgende Inkubation mit dem HRP gekoppeltenanti-Maus
Sekundarantikdérpemit erneuterECL. Die benutzten Antikérper sind am rechten Rand angegeben.Die

Konstrukte und die Art der Behandlung sind am oberen Rand angegeben.

Die anschliel3endinkubationder selbenMembranmit dem 1c2 Antikdrper zeigte, dal’ der
Antikdrper den Rezeptor in Abhangigkeit von der Lange der Glutaminsequenz erlaivee.
lag die Affinitat des Antikdrpers zum ARQ77 leicht hoher als zum ARQ45
(vergleiche Abb. 4 ASpuren7 und 8 mit 9 und 10). Der ARQ22, der mit 22 Glutaminresten
eine Sequenzmit nicht pathogenerLange enthielt, war mit diesem Antikdrper nur sehr
schwach detektierbar(Abb. 4 A Spur 5 und 6). Der 1c2 AntikOrper zeigte keinerlei
Bindungsaktivitdt zu dem Rezeptor mit nur einem Glutamin an der Stelle der
Homopolymerfolge (ARQ1, Abb. 4 Spuren 3 und 4) . Es zeigteasich,dal3die Behandlung

der Zellen mit DHT keine geanderte Interaktobes Antikdrpers mit demRezeptorzur Folge

37



Ergebnisse

hatte (vergleiche Abb. 4 A jeweils die Spurerdanenmit DHT behandeltaind unbehandelte
Extrakte aufgetragen wurden). DBr2 Antikdrper erkenntalsoauchden AR in Abhangigkeit
von der Glutaminsequenzlang®ie Zunahmeder Affinitat ist dabeinicht linear, da sich bei
einer Verdoppelung der Glutaminsequenzlange (voau225) ein um dasVielfache starkeres
Signal detektieren liel3 (Abb. 4 A vergleiche Spur 5 6Gmdit 7 und 8). DieseBeobachtungst
in Ubereinstimmungmit dem fir andere glutaminsequenzamplifiziert®roteine wie z.B.
Huntingtin (Trottier et al. 1995) beschriebenemindeverhaltendes 1c2 Antikdrpers. Aus
diesemGrund kannmanfir den AR mit der verlangerterGlutaminsequenauf eine dhnliche
Strukturanderungschlie3en,wie sie auch bei den anderen glutaminsequenzamplifizierten
Proteinen zu beobachten war. Fir eine gezielte SuattezellularenProteinendie spezifisch
entwederan die verlangerteoder die kurze Glutaminsequenzies AR binden, wurde ein
biochemischeAnsatz gewahlt. Auf diese Art wurden direkt Proteine angereichertdie in

Abhangigkeit von der Glutaminsequenzlange interagierten.

3.2 Ein Protein mit einer Molekularmasse von ca. 50 kDa bindet

ausschlief3lich an die 22mer Glutaminsequenz des AR

Fur die direkte SuchenachProteinendie mit der Polyglutaminsequenin Abhangigkeitvon
ihrer Lange interagiertenwurden zunéchstzwei chiméare cDNA Konstrukte bestehendaus
Glutathion-S-Transferase (GST) und der Glutaminsequenz des AR kloniert§AYbDabei
reprasentierteein Konstrukt mit 22 Glutaminresterden Wildtyp und ein weiteresmit 45
Glutaminresterdie aus einem Patientenisolierte pathogeneSequenzlang€Abb. 5 A). Um
zunachst zu Uberprifen, ob die so klonierten Sonden, wie die Ausgangsproteine BR0Q22
ARQ45), einenvon dem 1c2 Antikdrper erkanntenstrukturellen Unterschiedaufwiesen,
wurden sieim Westernblot-Verfahrenmit dem1c2 Antikérper inkubiert. Abb. 5 B zeigt, daf3
auchdie isolierten,an GST fusioniertenGlutaminsequenzedes AR unterschiedlicherkannt
wurden. Der 1c2 Antikoérper wies eine wesentlich hohere Affinitdt zu der verlangerten

Glutaminsequenz auf. Daf3 dies nielf unterschiedlichd’roteinmengerzuriickzufihrerwar
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wurde durch einemit dem GST-Antikorper durchgefuhrteQuantifizierungder aufgetrennten
Proteinmengen gezeighbb. 5 B). Im Vergleichzu GST und GST-Q22wurde sogarweniger
der GST-Q45 Sonde in dem Proteingel aufgetrennt.

A

N-terminale Androgenrezeptorsequenz
I 1

flankierende Sequenzen

Glutaminhomopolymer
bestehend aus 22 oder
45 Glutaminresten

& &
kDa & & &

55' -

. - 1c2
33- "

55° -
1. GST
T -

Abb. 5 Glutathion-S-Transferase- (GST)-Sonden (A) SchematischeDarstellung der GST-Sonden.Die
N-terminale Sequenzdes AR mit der Glutaminhomopolymerfolgdlankiert von 30 Aminoséurenauf beiden
Seitender Sequenavurde hinter das Glutathion-S-Transferase-(GST)-Gkloniert. Es wurden zwei identische
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Sonden kloniert, die sich nur in der Langger Glutaminsequenmnterschiederi22 bzw. 45 Glutaminreste)(B)
Der 1c2 Antikdrper erkenntdie GST-Sonderin Abhangigkeitvon der Lange der Glutaminhomopolymerfolge
GST alleine. Die GST-Q22- und die GST-Q45-Sonde wurden in Baktexigtimiertund anschlieRendnittels
Affinitatschromatographiaufgereinigt.Die Proteinmengeavurde durch einen Standardvergleicim Coomassie
gefarbtenGel bestimmt. Gleiche Mengender unterschiedlicherProteine wurden anschlieGendm SDS-Gel
elektrophoretisctaufgetrenntDie Proteinewurdenauf eine Nitrozellulosemembrarilbertragenund mit einem
Antikdrper gegen di&lutathion-S-Transferasekubiert. Nach der Detektionder Proteinemittels ECL wurden
die Antikdrper von deMembranentfernt,und es erfolgte eine weitere Inkubationmit dem 1c2 Antikérper mit
anschlieBender ECL. Die Proteingrdf3en sind am linken Rand angegeben javiedgeeingesetzted\ntikbrper

am rechten Rand. Die aufgetragenen Proteine sind am oberen Rand angegeben.

Um Proteineanzureicherngdie mit der Glutaminsequenzregiodes AR interagierenwurden
gleicheMengender an GST fusioniertenGlutaminsequenze(GST-Q22,GST-Q45) an eine
Glutathion-Matrix gekoppeltund mit einem frisch prapariertenExtrakt aus Mausehirnen
inkubiert. Die Verwendung von Mausehirnen als Ausgangsmaterial sollte die Anreickerung
neuronenspezifischeraktoren ermdglichen. Die gelelektrophoretischeAuftrennung mit
anschlielender Coomassiefarbung der rekombinanten Protein-Sonden diente als
Mengenkontrolle(Abb. 6 C). Nach der Inkubation der Sondenund darauf folgendem
mehrmaligemWaschenwurde dasspezifischgebundendVaterial unter Hochsalzbedingungen
eluiert. Die Eluate wurden anschlieRendm SDS-Proteingelaufgetrennt.Die anschliel3ende
SilberfarbungdesGels ergab,dal3ein Proteinmit einer Molekularmasseon ca. 50 kDa sich
ausschlieBlichvon der GST-Q22 Sonde, nicht aber von der Sonde mit verlangerter
Glutaminsequenz (GST-Q45) eluieren liel3 (Abb. @etgleichejeweils die von der GST-Q22
eluierten Fraktioneld-5 mit denentsprechendewon GST-Q45eluiertenFraktionen).Dieses
Protein interagierteebensowenignit GST alleine (Abb. 6 A vergleichedie von GST-Q22
eluierten Fraktionen 1 - 5 mit den entsprechenden von &8artenFraktionen).Aus demin
Abb. 6 A gezeigten, silbergefarbten Gel wurde die Bande mit der grof3ten Intensdét enits
Fraktion 3 bezeichneterSpur ausgeschnittenind zur Sequenzierungnittels matrix-assisted
laser desorption ionization (MALDI, Mann und Wilm, 1995) an das Labor von Matthias

Mann (EMBL, Heidelberg) gesandt.
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GST-Q22 GST-Q45 GST

J U Fraktion P Fraktion I

kDa MInpuuW 1 2 3 4 5 w1l 2 3 4 5 W1 2 3 4 5

Fraktion

120-
84-
66-
55-

38-
33-

RN
& &
S & &
GST-Q22 GST-Q45 kDa ¢ o O
Fraktion Fraktion 4.
Input W1 2 34 5 W1 23435 66-
55-
o Tubulin 38-
33-

Abb. 6 Tubulin bindet spezifischan die GST-Q22 Sonde. (A) AffinitdtschromatographieStudie mit aus
Méausehirnen préparierten Extrakten. Je gf®akteriellexprimiertesGST, bzw. GST-Q22,GST-Q45wurden
an 400ul (1:1 (v/v) in PBS) Glutathion-Agarose gekoppelt und mit frisch aus MausehmégariertenExtrakt
inkubiert. Nach mehrmaligemWaschenwurdendie gebundenerProteineeluiert und in einem10 % SDS-Gel
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aufgetrennt.In denvon 1-5 bezeichneterSpurenwurden je 20 Volumenprozentder erhaltenenFraktionen
aufgetrenntin der mit “M“ bezeichneterspur wurde ein Molekulargewicht-Standardufgetragenin der mit

LInput, bezeichnetenSpur wurden 10 ug Gesamtproteindes aus Mausegehirenenerhaltenen Extraktes
aufgetragenin der mit “W* bezeichneterspur wurde 20 Volumenprozentles jeweils letzten Waschschrittes
aufgetragen(B) Immunoblotder ausA erhaltenenjn einem10 % SDS-Gelaufgetrenntenkraktionen.In den

von 1-5 bezeichneterspurenwurdenjeweils 5 Volumenprozentder von GST-Q22 bzw. GST-Q45 eluierten
Fraktionenaufgetragenln der mit “W* bezeichneterSpur wurden 5 Volumenprozentdes jeweils letzten

Waschschrittesaufgetragen.n der mit “Input® bezeicheneterSpur wurden 5ug Gesamtproteindes aus

MausegehirnengewonnenenExtraktes aufgetragen.Die Proteine wurden an eine Nitrozellulosemembran
gekoppelt. Die Membrawurde anschlieendanit dem anti-3—Tubulin Antikdrper inkubiert, dancherfolgte die

Inkubation mit dem HRP markierten anti—-Maus Sekundéarantikdrper. Die Deteldssntikorperserfolgte mit

Hilfe des ECL Sytems. Die Grol3e des Standardmolekiilgewichtes ist am linken RandijewBidsangegeben.
(C) Als Ladekontrolle fur das Affinitatschromatographie-Experimenivurde ein Aliquot der bakteriell

exprimierten GST-Sonden und GST alleine vor der Kopplung an die Glutathion-Tragermatrix
glelektrophoretischaufgetrennt.Das Gel wurde anschlieBendCoomassiegefarbt. Ein GréRenstandardvurde

ebenfalls geladen. Die Proteingréf3en sind am linken Rand angegeben.

3.3 Bei dem 50 kDa Protein handelt es sich urm- bzw. 3-Tubulin

Die Sequenzierung dé¥oteinsergab,dal3essich um alphabzw. betaTubulin handelte Um
das Ergebnis der Sequenzierungzu verifizieren, wurde ein Teil der, in der
Affinitatschromatographierhaltenerfraktionenerneutgelelektrophoretisclaufgetrenntund
im Westernblot mit einemmonoklonalerAntikorper gegenf-Tubulin hybridisiert. Abb. 6 B
zeigt, dafd nur in den von d&ST-Q22eluiertenFraktioneneine BindungdesAntikérpersan
Tubulin zu beobachtenwar. Dies bestatigt, da® Tubulin spezifisch mit der kurzen
GlutaminsequengQ22), nicht abermit der langenGlutaminsequen£Q45) interagierte.Um
diesen Befund in unaghangigen Versuchsansatzen zu  bestatigen wurden

Kosedimentationsexperimente durchgefihrt.
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3.4 Interaktion des Androgenrezeptors mit Mikrotubuli

Mikrotubuli sind die durch Tubulin aufgebauteStrukturen,die einen Teil des Cytoskelettes
darstellenUm zu tberprifenob die flr die GST-SondergefundenerAffinitdtsunterschiede
fur den gesamtePAR von Bedeutungsind, wurde zunachsteine in vitro Interaktionsstudie
zwischen Mikrotubuli und dem AR durchgefihrt. CRisnzip diesesExperimentedestehtin
der Kosedimentationvon durch Taxol stabilisierten Mikrotubuli und daran gebundener
Faktorenmittels UltrazentrifugationausZellysaten(nachVallee, 1982).Nachder Ernte und
Lyse der mit dem ARQ22 transfiziertenCOS-7 Zellen erfolgte die Polymerisierungund
Stabilisierungvon Mikrotubuli mittels Taxol und GTP-Gabe.In einer darananschliel3enden
Zentrifugation wurden die Mikrotubulind assoziierteFaktorensedimentiertAbb. 7 B zeigt
das Coomassie gefarb®el der gelektrophoretischeAuftrennungder bei diesemExperiment
erhaltenenFraktionen. In der mit “C.E" bezeichenterSpur (1) wurde ein Aliquot des
eingesetzten gesamten Zelllysates aufgetrddensedimentierbar®estandteilezu entfernen,
wurde zunachstin einem Reinigungsschritdas Lysat ultrazentrifugiert. Dies hatte keinen
Einflu3 auf die Konzentration der im Coomassie gefarbten Gel erkennbaren Proteine BAbb. 7
vergleicheSpurenl und 2). Nach der Stabilisierungder Mikrotubuli in dem Extrakt wurde
nochmals zentrifugiert anschlieRend wurde das Pellet gewaschen. Die Tapudisentierende
Bande(Abb. 7 B Pfeil) war nachdem Zentrifugationsschritnicht mehr im Uberstandzu
erkennen (Abb. 7 BSpur 3). Der nachdemWascherdesPelletserhalteneUberstandenthielt
keine im Coomassie gefarbten Gel sichtbare Proteine (Abb. 7 B Spur 4). Die
gelelektrophoretisché&uftrennung der Pelletfraktion ergab, dald Tubulin ausschlief3lichin
dieser Fraktion angereichertwar (Abb. 7 B Spur 5). Gleiche Mengen der jeweiligen
Proteinfraktionenwurden nochmals gelektrophoretischaufgetrennt.Die Proteine wurden
anschlieBendan eine Nitrozellulosemembrangekoppelt und im Westernblot-Verfahren
analysiert. Durch Inkubation der auf Nitrozellulose UbertragenenProteine mit dem
polyklonalen anti-AR Antikérper wurde das Vorkommen des AR injdemiligen Fraktionen
Uberpruft (Abb. 7 A). Auch der AR war nach dem Reinigungsschrittin unveranderter

Konzentrationim Uberstandenthalten(Abb. 7 A vergleicheSpurenl und 2). In Analogie
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zum Sedimentationsverhalteder Mikrotubuli war der AR nicht mehr im Uberstand S2
nachweisbar (Abb. 7 A Spur 3pndernakkumliertevollstandigin der Pelletfraktion(Abb. 7
A Spur 5).

CE. S1 S2 W  Pellet KD

- 120 €— AR
- 84

=120

- 84
- 66

55 <4— Tubulin

- 43
- 30

Abb. 7 Der Androgenrezeptor interagiertin vitro mit Mikrotubuli . Kosedimentationsexperiment des Akt
Mikrotubuli aus Taxol behandelterCos-7 Zellextrakten.In einem dreifachenAnsatz wurden jeweils 2x 10°
Cos-7 Zellen durch Elektroporation mit jeweils 15 pg des ARQ22-Expressionsvektorsransfiziert und
anschlieend in DulbeccorsodifiziertemEagle Medium (DMEM) 10 % FCS kultiviert. Zwei Tage nachder
Transfektionwurdendie Zellen auf Eis in MikrotubulistabilisierungspuffegeerntetDie Zellsuspensionwurde
homogenisiertDas Homogenisatwurde einem erstenZentrifugationsschritunterzogen.Durch einen weiteren
Ultrazentrifugationsschritivurdensedimentierbar@estandteileaus dem Extrakt entfernt. AnschlieRendwurde
Taxol zu einer Endkonzentratiorvon 40 pM und GTP zu einer Endkonzentratioovon 1 mM zugegebenDas
Zellhomogenisatvurde fur 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBendiurch ein Sucrosekissementrifugiert.
Danach wurde der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde gewaschen, nochmals durch Zentrifugation sedimentie
und in Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Im Verlde$ Experimentesvurdenvon den erhaltenerExtrakten
und Fraktionen AliqguotgntnommenDie Aliquots wurdendurch SDS-GelelektrophoresaufgetrenntSie sind
wie folgt bezeichnet:CE: Extrakt nach dem ersten Zentrifugationsschritt;S1 Extrakt nach dem zweiten
Zentrifugaionsschritt; S2 Uberstand nach Zentrifugation durch das Sucrosekissen;W: Uberstand des
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Waschschrittesiach erneuter Sedimentationdes Pellets; Pellet: Pelletfraktion nach Waschschritt.(A) Der
Androgenrezeptokosedimentierinit in vitro polymerisiertenMikrotubuli. Die im Gel aufgetrennterProteine
wurden an eine Nitrozellulosemembrargekpoppelt.Der AR wurde mit dem polyklonalen anti-AR 44
Antikdrper imWester nblot-Experiment nachgewieser)(Mikrotubuli sind nachder Zentrifugationvollstéandig
in der PelletfraktionangereichertNach der gelelektrophoretischeAuftrennungder einzelnenFraktionenwurde

das Gel Coomassieblau gefarbt und fotografiert.

3.5 Der Einfluf3 der Glutaminsequenzlangeauf die Kosedimentation des

Androgenrezeptors mit Mikrotubuli

Um zu uberprufenwelchenEinflul? die Verlangerungder Glutaminhomopolymerfolgauf die
Interaktion des AR mit Mikrotubuli hatte, wurde das Kosedimentationsverhaltedes
ARQ77 im Vergleich zu ARQ22 uberprift. Extrakte aus mit ARQ22 bzw. ARQ77
transfiziertenCOS-7 Zellen wurdenin dem oben beschriebene¥erfahren unterzogen.Die
relativen Mengenan ARQ22 bzw. ARQ77 und Tubulin wurden im semiquantitativen
Westernblot bestimmt. Fur diesesExperimentfand ein Androgenrezeptomit einer relativ
langen Homopolymerfolge von 77 Glutaminresten Verwendung. Vergleichbare
Tubulinkonzentrationen waren in den beidgrsatenvorhandenAbb. 8 B vergleicheSpuren
1 und 4). Auch nach dem Reinigungsschritiwar die Tubulinkonzentrationin den beiden
Ansatzen nahezu identisch (Abb. 8 B vergleiche Spuren 2 und 5). Die Mikroidrelinach
der letzten Ultrazentrifugationgleich gut in denbeidenPelletfraktionangereicher{Abb. 8 B
vergleiche Spuren 3 und 4). Die beiden Rezeptorvariantenlagen in ungeféahr gleicher
Konzentration in den Extrakten vor (Abb. 8 A vergleiche Spuren 1 uride#h Vergleichder
Pelletfraktionereeigtesich jedoch, dafld der Rezeptormit langer Glutaminsequenzu einem
wesentlich geringeren Mal3 mit Mikrotubuli kosedimentierte (Abb. 8 verglé&giue 3 und 6).
DieseErgebnisséestatigerdenim Affinitatschromatographie-ExperimeethaltenerBefund
(Abschnitt 3.3), daf? ein Fragment des AR mit einer Homopolymerfolge von 45
Glutaminrestenwesentlich schlechtermit Tubulin interagierteals ein Fragmentmit einer

Homopolymerfolge von 22 Glutaminresten.
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ARQ22 ARQ77
"CE. S1  Pellet’ CE. S1 Pellet
<— ARQ77
A <— AR(Q22
B < Tubulin

Abb. 8 Der ARQ77 interagiert zu einem geringeren MaR mit Mikrotubuli als der ARQ22.
Kosedimentationsexperimenhit ARQ22 bzw. ARQ77 und Mikrotubuli. Cos-7 Zellen wurden durch
Elektroporation mit dei\RQ22 und ARQ77 Konstruktentransienttransfiziert. Dabei erfolgte die Transfektion
und die anschlie3ende Behandlung der Zellenumier Abb. 7 beschriebenlm Unterschiedzu demin Abb. 7
gezeigtenVersuchwurde keine Coomassiefarbungles Gels nach der elektophoretischerAufgetrennungder
Extrakte vorgenommen. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran Gbeffjibie Membranwurde
mit dem anti-AR44 Antikdrper inkubiert. AnschlieBendvurde die Membranmit dem HRP gekoppeltenanti-
Kaninchen Antikdrper inkubiertB) Die Bestimmung der relativen Tubulinmengenfolgte bei diesemVersuch
mittels semiquantitativeriesternblots. Nach der geleltrophoretischeruftrennungder einzelnenFraktionen
wurden die Proteineauf eine Nitrozellulosemembrariiberfiihrt und mit dem monoklonalenanti{3-Tubulin
Antikorper inkubiert. AnschlieRendwurde die Membran mit dem HRP gekoppeltenanti-Maus Antikorper
inkubiert. Die Detektion der Proteine erfolgte in (A) und (B) mittels ECL

3.6 Hormon abhangige und unabh&angige Lokalisierung des AR in

Abhangigkeit von der Lange der Glutaminhomopolymerfolge

Mikrotubuli spielennicht nur bei der Aufrechterhaltungder zellularen Integritat und beim

Vorgang der Zellteilung eine wichtige Rolle. Mikrotubuli (MTs) sind auf einzigaktigeseftr

die Weiterleitung von cytoplasmatischen Signafeden Kern geeignetSie fullen dengréf3ten
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Teil des cytoplasmatischdRaumesausund durchspanneuie Distanz von der Zellmembran
zum Nukleus. In den meistenZellen assoziierenihre Minusendenmit dem Mikrotubuli
organisierendeZentrum(MTOC). Auf dieseWeise verleihensie jeder Zelle eine definierte
Polaritat (zur UbersichtGunderserund Cook, 1999). ZusatzlichstellenMTs eine enorme
Oberflacheinnerhalbder Zelle dar (durchschnittlichL000 pm?). DiesegroReOberflachewird
fur Protein-Protein-Interaktionengenutzt. Der AR ist ohne Hormon hauptsachlich
cytoplasmatisch lokalisiert und transloziert nach Hormonbindung in den Kern. Eine
Beteiligung der Mikrotubuli an der Hormon freien cytoplasmatischeriokalisierung bzw.
Hormon abhangigen Translokation des AR ware vorstellbar. Aus den beschriebenen
Affinitatsunterschiedendes AR zu Mikrotubuli in Abhangigkeit von der Lange der
Glutaminhomopolymerfolgekénnte also eine veranderte subzellulare Lokalisierung des
Rezeptors folgen.

Es wurde also zun&chst untersucht, welchen Etfektangeder Glutaminhomopolymerfolge
auf die Hormon abhangige bzw. unabhangige LokalisiedassAR hatte.Dies wurde erreicht,
in dem Cos-7 Zellen mit Androgenrezeptorkonstruktermit unterschiedlich langen
Glutaminhomopolymerfolgen (Q1, Q22, Q77) transfiziert wurden. libé@denabhangigend
—unabhangige subzellulare Lokalisierutgy immuncytochemisclyefarbtenRezeptorvarianten
wurde anschlieRendbestimmt.Um die Quantifizierungund die statistischeBeschreibungder
Lokalisierungszustandeu ermdglichenwurde,wie in Abb. 9 A gezeigt,eine Einteilung der
Lokalisierungszustande des immuncytochemisch gefarbteim Alhf Phaserdefiniert. Dabei
beschreibt Phase null die ausschliel3lich cytoplasmatisakedisierungdesAR, in Phaseeins
ist ein Teil des Rezeptorsim Kern nachweisbarwahrendder gré3te Teil im Cytoplasma
lokalisiertist. In Phasezwei ist kein Unterschiedzwischennuklearerund cytoplasmatischer
Lokalisierung festzustellen, Phase drei beschreibt die weitgehende Lokalisierung des

Rezeptors im Kern, Phase vier steht fur die ausschlief3liche Kernlokalisierung des AR.
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Abb. 9 Bestimmung der Hormon abhé&ngigen und unabhangigen subzellularen Lokalisierung des AR

Abhangigkeit von der Lange der Glutaminsequenz Je 5x 10" Cos-7 Zellen wurden auf Deckglascherin
Kulturschalen verteilt. Nach 24 stundiger Kultivierung der Zelle®MEM 10 % FCS wurdendie Zellen mit
je 1,5 pg der ARQ77-, ARQ22- oder ARQ1-Expressionsvektorepro Ansatz transfiziert. 24 h nach der
Transfektionwurdendie Zellen fir weitere24 h in DMEM ohne Phenolrotmit 3% Aktivkohle behandeltem
bovinem Serum (CCS) inkubiert. AnschlieRendwurden die Zellen auf Eis inkubiert. Nach weiteren5 min
erfolgte die Zugabevon DHT (Endkonzentratiorl00 nM) bzw. des LosungsmittelsEthanol (0,08 % (v/v).
Nach 1 h Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 0,5 h bzw. 1,5 h im Inkukalidriert. Danachwurdendie
Zellen fixiert und anschlieRend mit dem polyklonalen anti-AR Antiko#ded4 inkubiert. Nach der Inkubation
mit dem TRITC markierten anti-Kaninchen Antikdrper erfolgte die Betrachtungder Proben unter dem
Epifluoreszenz-Mikroskop(Zeiss Axiovert 135). Die Anzahl der transfizierten Zellen wurde nach der
Detektierbarkeiteines eindeutig sich vom Hintergrund abhebenderluoreszenzsignaldbestimmt. (A) Zur
Veranschaulichungler unterschiedlicherLokalisierungsphasemvurden zunachstbeispielhaft Zellen in den
5 unterschiedlichen Phasen fotografiert. Die unterschiedlichen Phasesindréan unterenBildrand angegeben.
C stehtfur Cytoplasma,N fir Nukleus. Die Zellen wurdenmit 1000 x VergroRerungaufgenommen Die
Auszahlungerfolgte nachderin (A) gezeigterPhaseneinteilunges wurdenje BehandlungsartKonstrukt und
Zeitpunktinsgesamta. 900 Zellen in drei unabhangigeVersuchemausgezéahl{insgesamta. 11000 Zellen).
Die Ergebnissesind in Form von Balkendiagrammeuwlargestellt.(B) Lokalisierungder unterschiedlicherAR
Variantennach30 min unter Kontrollbedingugen(0,08% (v/v) Ethanol).(C) Lokalisierungder AR Varianten
nach 30 min Behandlung der COS-7 Zellen mit DHT (100 r{®).Lokalisierung der AR Varianten nadh5 h
unter Kontrollbedingugner(E) Lokalisierungder AR Variantennach1,5 h Behandlungder Cos-7 Zellen mit
DHT.

49



Ergebnisse

Die Beobachtungder subzellularenLokalisierung der unterschiedlicherRezeptorvarianten
erfolgte nach 0,5 h und 1,5 h. Im semiquantitatiiesternblot wurde fir jedeAuszahlungdie
jeweils exprimierte Mengder unterschiedlicheriRezeptoreriiberprift (nicht gezeigt).In drei
voneinandemnabhangigerExperimenten wurden insgesamt11000 Zellen ausgezéahltEine
Moglichkeit diese Ergebnisse darzustellen, ist die Auflistung der durchschnittlichen
Translokationswerte in tabellarischer Form. Diese Darstellungdigetat die Moglichkeit die
Standardabweichung der einzelnen Ergebnissgsichtlichzu prasentierenDie im Appendix
aufgefuhrte Tabelle 3 enth&@ine Auflistung der durchschnittlicherPhasenwertausdendrei
durchgefihrten Zahlungen. Aus damgegebeneStandardabweichungest ersichtlich,dal3es
zwischen den einzelnen Zahlungennur geringe Abweichungengab. Zur Ubersichtlichen
Verdeutlichung der Lokalisierungszustandewurde jedoch die graphische Darstellung
(Abb. 9 B-E) der durchschnittlichenprozentualenPhasenverteilungler unterschiedlichen
Rezeptortypenzu den zwei untersuchterZeitpunktenin Anwesenheitbzw. Abwesenheit
von DHT gewahlt.Bei der Quantifizierungder subzellularerVerteilung der unterschiedlichen
Glutaminsequenznodifizierten Rezeptortypenergab sich in Abwesenheitdes Hormons
(0,5 h bzw. 1,5 h) ein deutlicher Unterschied.Fur den Rezeptormit 22 Glutaminresten
(ARQ22) ergalsich eine hauptséachlicttytoplasmatisch&erteilung desProteins,wobei sich
aberein nicht unerheblicherAnteil bereitsim Nukleus nachweiserield (Abb. 9 B und D,
32,1% nach0,5 h bzw. 34,5% nach1,5 h in Phasezwei oder dariiber).Der Rezeptormit
77 Glutaminresten (ARQ77) zeigte gegenlber dem Wildtyp eine leicht betonte
cytoplasmatisché.okalisierung.Er befandsich nach0,5 h zu 14,9 % bzw. nach1,5h zu
13,8 % in Phasezwei oder dartber(Abb. 9 B und D). Die ARQ1 exprimierendenZellen
zeigtenim Vergleichzu denZellen die denARQ22 bzw. den ARQ77 exprimiertenim nicht
induzierten Zustand eine deutlich starkere nukleare Lokalisierung des Rezeptors.ARQ1
befand sich nach 0,5 h und 1,5 h zu Gber 50 % in Phase zwei oder dartuber (Abb. 9 B und D).
NachHormongabezeigtesich ein deutlicherEinflu3 der Lange der Glutaminsequenauf die
Translokation des Rezeptors. In der graphischenDarstellung der Hormon abhangigen
nukledren Translokationder drei Rezeptorvariantenst die verlangsamteBewegung des

ARQ77 verdeutlicht (Abb. 9 C). Im Vergleich zu den beiden anderen Rezeptortypen
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lokalisierte der ARQ77 zu 89,5 % in Phase eins bzw. zwei, walsiehdRQ22 und ARQ1
bereits zum Uberwiegenden Teilfhasedrei bzw. vier befandenAbb. 9 C; ARQ1 96,2 %,
ARQ22 67,4 %). Dabeifiel auf, dal3die nukleareLokalisierungdes ARQ1 mit einem Anteil
von 44,5 % in Phase vier deutlich gegeniiber den %26 Phasevier desARQ22 betontwar
(Abb. 9 C). Nach 1,5 h war die Kernwanderungoei den drei unterschiedlicherRezeptoren
grof3tenteils abgeschlossen. ARQ1 befand sich zu 98,5 % und ARQ77 zu 83,3 % in Phase vie
Im Vergleich zu den beiden anderen Rezeptorvarianten war ein relativdysbplasmatischer
Anteil desARQ22 auffallig, der nochzu 34,6 % in Phasedrei und zu 6,6 % in Phasezwei
nachzuweisen war (Abb. 9 E).

Die Langeder Glutaminhomopolymerfolgem AR hat also einen Einflu3 auf die Hormon
unabhangigd.okalisierung und die Hormon induzierten Bewegungdes Rezeptorsin den
Kern. Dies wurde bei der Hormonfreien Situationbesonderslurchdie, im Vergleich zu den
beidenandererRezeptortypenstark nukledreLokalisierungdesARQ1 und bei der Hormon
induzierten Situation durch die verlangsamte TranslokatesARQ77 deutlich.Ob abernun
dasin vitro beobachtete, im Vergleich zu ARQg2&8rminderte BindungsverhalteresARQ77
an Mikrotubuli fur die verlangsamtenukleareTranslokationdes ARQ77 verantwortlichwar

wurde in einem weiteren Experiment geklart.

3.7 Lokalisierung des AR in Abhangigkeit von Mikrotubuli

Eine Mdglichkeit die Struktur voMikrotubuli in einerlebenderZelle zu zerstérenbietet die
Behandlung mit spezifisch destabilisierend wirkenden Substanzen wikozdiazol.Um die
WirksamkeitdieserSubstanzzu tberpriufenwurden Cos-7 Zellen fur 0,5 h mit Nocodazol
bzw. dem Loésungsmittel DMSO behandelt.Nach dem Fixieren der Zellen erfolgte die

Inkubation mit einem monoklonalen a@tTubulin Antikdrper gefolgt vorder Inkubationmit

einem Fluorescin Isothiocyanat (FITC) markierten anti-Maus Antikérper. Abb. 2€ighdie
filigrane Struktur der Mikrotubuli in einer unbehandelten Zdller Kern ist dabeiausgespart.

Nachder Behandlungmit Nocodazollste sich die filamentareStruktur der Mikrotubuli auf.
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Es ergab sich eingleichmaliigcytoplasmatisché&/erteilungdes Tubulins, wobei auchhier der

Kern ausgespart blieb (Abb. 10 B).

anti-Tubulin

- Nocodazol

+Nocodazol

IIIIIIIIIIII“'

—
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Abb. 10 Bestimmungder subzellularen Lokalisierung des AR in Abhangigkeit von Mikrotubuli. Cos-7
Zellen wurden mit den ARQ1, ARQ22 und ARQ77 Konstruktentransfiziert. Die Transfektion und die
Behandlungder Zellen erfolgte wie unter Abb.9 beschriebenmit dem Unterschied,da’ 25 min nach der

Hormongabe die Zellen zuséatzlich fiir die restlichen 30 min mit Nocodazog0m) oder dem_ésungsmittel
DMSO 0,01% auf Eis inkubiert wurden. Nach der Methanolfixierung der Zellen wurden sie mit dem
monoklonalen ant-Tubulin Antikérper und dem polyklonalen anti-AR#&dtikdrper inkubiert. Die Detektion
der primarenAntikdrper erfolgte mit einemTRITC markiertenanti-Kaninchenund einem FITC gekoppelten
anti-Maus Antikorper. (A)+(B) zeigen die Epifluoreszenzaufnahmedes FITC markierten Tubulins. (A)

Aufnahmeeinerkontrollbehandelteizelle: Die filamentarenMikrotubuli durchspannerie gesamteZelle; (B)

Aufnahmeeiner NocodazolbehandelterZelle: Nocodazolzerstortdie filamentareStruktur der Mikrotubuli und
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fihrt zu einer gleichmaRigen cytoplasmatischen Verteilung des Tubulins Zelier(C) - (H) Die Auszahlung
der Lokalisationsphaseres AR erfolgte wie unter Abb. 9 beschrieben.In jedem Diagramm sind die
Phasenverteilundir jeweils ein Konstrukt nach Hormon- bzw. Kontrollbehandlung gezeigt. Die nach
NocodazolbehandlungrhalteneVerteilung ist im jeweiligen Diagrammdurch die gestreiftenBalken in der
entsprechendefarbe dargestellt.Die Behandlungsarist an der y-Achse angegeben(C) Translokationdes
ARQ1 nach 0,5 h DHT Behandlund)X ARQ22 nach 0,5 DHT Behandlungj(E) TranslokationdesARQ77
nach 0,5 h DHT Behandlung;(F) Lokalisierung des ARQ1 nach 0,5 h ohne HormonbehandlungjG)
Lokalisierung des ARQ22 nach 0,5 h ohne Hormonbehandlthd;dkalisierung deARQ77 nach0,5 h ohne
Hormonbehandlung.

Um die Hormon abhangige bzw. unabhangige Lokalisierung der unterschiedlichen
Rezeptorvarianten in Zellen mit bzw. ohne Mikrotubuli zu untersuchargenCos-7Zellen
zundchstmit den unterschiedlichenRezeptorkonstruktenARQ1, ARQ22 und ARQ77
transfiziertund anschlielRenanit NocodazolbehandeltDie entsprechendeKontrollansatze
wurdenmit demLdsungsmitteDMSO behandeltDas ErgebnisdiesesExperimentedst fir
den Zeitpunkt 0,5 h in graphischer Form dargestellt (Abb. 10 C - H; siehe auch Tahdite 4
Appendix). Bei der Betrachtung der Kontrollansatze ergabesicuteine deutlichverzdgerte
Hormon abhangigeKerntranslokatiordesARQ77 (VergleicheAbb. 10 E mit Abb. 9 C). Er
befandsich nach0,5 h zu tber 50 % in Phasezwei und darunterwohingegenARQ22 und
ARQL1 zu tber 50 % in Phasedrei und dartberzu finden waren (Abb. 10 C und D). Die
Behandlungder Zellen mit Nocodazol hatte keinen EinfluR auf die Hormon abhéangige
Translokationder RezeptorenNach Zerstérungder Mikrotubuli war im Vergleich zu den
Kontrollanséatzerkein deutlicherUnterschiedin Bezug auf die jeweilige Hormon abhéangige
subzellulare Verteilung aller Rezeptorvarianten festzustellen (Abb.-1& @ergleichejeweils
—Noc und +Noc). Im Gegensatzhierzu zeigten sich deutliche Unterschiedein der nicht
Hormon behandeltenSituation. Besondersdeutlich werden diese Unterschiedebei der
Betrachtungder prozentualerPhasenverteilunger mit ARQL transfiziertenZellen (Abb. 10
F). Wahrendsich im DMSO behandelterAnsatz 22,2 % in Phaseeins oder null befanden
waren im Nocodazol behandelten Ansatz 56,9 % in Phase einaudéfeiterhin zeigtesich

ein leichter Unterschied fur den ARQ77 (Abb. 10 H). Die prozentuale Vertedengellen in
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den unterschiedlichen Phasen ergab fiir den ARQ77 einen Anteil von 73,BRasenull und
eins.Im Vergleichhierzubefandersichim NocodazolbehandelterAnsatz 99,7 % in Phase
null und eins (Abb. 10 H). Einzig der ARQ22 zeigte in beiden Ansatzen keine
unterschiedlichesubzellulareVerteilung. Im mit DMSO behandelterAnsatz befandensich
84,4 % und im Nocodazol behandelten Ansatz 76,5 % in Phase null und eins (Abb Dié
Zerstorung deMikrotubuli hatteauchnachl,5 h keinenEinfluf3 auf die Hormon vermittelte
TranslokationdesRezeptors(Ergebnissen Tabelle4 B im Appendix). Die Kernwanderung
desARQ1, ARQ22 bzw. ARQ77 war zu diesemZeitpunkt unabhangigzon der Behandlung
mit NocodazolnahezuvollstdndigabgeschlosseWie in den nicht mit Hormon behandelten
0,5 h-Ansatzen zeigte sich auch nach 1,5 h ein deutlicher Unterschied zwischen dem
Kontrollansatzund demNocodazolbehandelternsatz fur die LokalisierungdesARQL. Im
Gegensatz zu dem 0,5Mert konnte zu diesemZeitpunkt beim ARQ77 kein Unterschiedn
der Hormon unabhangigen Lokalisierung festgestellt werden. AuchRIB22 zeigtenachl,5
h keine Unterschiedein seiner Hormon unabhangigensubzellularenLokalisierung. Die
Zerstorungder Mikrotubuli hatte also keinenEinfluf3 auf die Hormon induzierte Wanderung
der AR VariantenEin deutlicherUnterschiedn der subzellularerLoklisierung ergabsich nur
fur den ARQ1 bei den nicht Hormon behandelterAnsatzen.DiesesErgebnislaidt auf eine
Beteiligungvon Mikrotubuli an der nicht Hormon abhangigensubzellularenVerteilung des
ARQ1 schlielRen.Die beobachteterHormon unabhangigienUnterschiededer subzellularen
Verteilung des ARQ77 wurdennur nach 0,5 h Nocodazolbehandlungestgestellt.Fur den
ARQ22 liel3 sichwederin der Hormon behandeltemoch in der nicht Hormon behandelten
Situation ein deutlicher Unterschied in Abhéangigkeit dem Vorhandenseivon Mikrotubuli
feststellen.Aus diesemBefund folgte, daf’ die deutlich verlangsamteHormon abhangige
nukleare Translokation des ARQ77 nicht aufidevitro gefundenerverminderteninteraktion
des Rezeptors mit Mikrotubuli  zurtickzufihren war. Fir die verminderte

Translokationsgeschwindigkeit missen also weitere Faktoren verantwortlich sein.

55



Ergebnisse

3.8 Bildung cytoplasmatischer Aggregate nach Hormoniduktion in
Abhéangigkeit von der Lange der Glutaminhomopolymersequenzdes

Androgenrezeptors

Wahrend der Untersuchung der subzellularen Lokalisierung des Rezeptors fielen
unterschiedliche Formen von cytoplasmatischen Aggregaten auf. In ungefahr 2-3 % der mit del
unterschiedlichelAR Varianten transfizierten Cos-7 Zellen waren unabhéngigvon einer
Hormongabe und der Lange der Glutaminsequenzkompakte Strukturen zu finden.
Abb. 11 A-C zeigt exemplarischfir alle transfizierten Rezeptortypeneine mit ARQ22
transfizierteCos-7 Zelle. Abb. 11 A zeigt die immuncytochemisché&luoreszensfarbundes
ARQ22 mit einenpolyklonalenanti-AR Antikorper. Deutlichist die kompakteStruktur des
durch den AR gebildeten Aggregates zu erkennen. Wie in der differenziellen
Interferenzkontrast (DIC) —Aufnahme der gleichen Zelle in Abb. 14uBerkennenist, waren
die Aggregate immer epinuklear lokalisiert. Sie fillten oft einen grof3en Teil des
cytoplasmatischenKompartimentes aus. Die Uberlagerung beider Bilder bestéatigt die

Kolokalisation des AR-Signals mit der mittels DIC erkennbaren Struktur (Abb. 11 C).
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anti-AR

Uberlagerung
W

Abb. 11 Reprasentative Darstellung der durch den AR unabhéngig von der Lange délutaminsequenz
und der Behandlung mit DHT gebildeten cytoplasmatischenAggregate Jeweils 5x 10" Cos-7 Zellen
wurden auf Deckgléschen verteilt und in DMEM Medium ¢4@=CS) kultiviert. Nach 24 h wurdendie Zellen
mit je 1,5 pg des ARQ22-Konstruktedransfiziertund fir weitere 24 h in DMEM Medium (10 % FCS)
kultiviert. Nachweiteren24 h wurdendie Zellen 24 h in DMEM (ohne Phenolrot,3 % C CS) gehungert.
Danach erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem Solvenz (0,08 % (v/v) Ethanol). Die Zellen nactear
Methanolfixierungmit dem polyklonalen anti-AR44 Antikérper inkubiert. Dieser wurde durch den TRITC
markiertenanti-KaninchenAntikoérper detektiert.Nach der Montageder Deckglascherunter EinschluBmedium
auf Objekttragern erfolgtdie Betrachtungder Zellen unter dem EpifluoreszenzmikroskofZeiss Axiovert 135).
(A) Epifluoreszenzaufnahmedes mit TRITC  markierten Androgenrezeptors. (B) differenzielle
Interferenzkontrastaufnahme (DIC) der gleichen Z&B Uberlagerung der beiden Bilder. DBalken entspricht
15 pum.

Im Gegensatz zu diesen Strukturen fand man aber AR positive Zeldgnen ausschliel3lich
Hormon induzierte cytoplasmatische Aggregate bereits eine halbe Stunde nach Hormangabe
erkennen waren (Abb. 12 A, D, G). Dabei zeigten sich strukturelle Untersahvigsishenden
Aggregaten in Abhangigkeit von der Glutaminsequenzlangeler jeweils transfizierten
Rezeptorvariante. Der ARQ22 formte kleipeinktformigeAggregatein grof3erZabhl, die sich

Uber die Zeit nur wenig in ihrgéréReanderten (Abb. 12 D-F). Im Unterschieddazuzeigten

sich bei ARQ77 transfizierten Zellen zu jedem Zeitpunkt pro Zelle weniger, daftir aber gréf3ere
AggregateNachdrei Stundenlie3ensich Zellen mit sehr grol3en,beerenférmigerStrukturen
beobachterfAbb. 12 1). Bei ARQL1 transfiziertenZellen war die Menge an Aggregatenpro

Zelle deutlich niedriger, als bei den Zellen, die mit den anderenbeiden Konstrukten

transfizierten waren.
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Abb. 12 Zeitlicher Verlauf der Aggregatbildung durch Androgenrezeptoren mit unterschiedlicher
GlutaminsequenzlangeJeweils 5x 10Cos-7 Zellen wurden auf Deckglaschen verteilt im®MEM Medium
(10 % FCS) kultiviert. 24 h danachwurdendie Zellen mit je 1,5 pg der ARQ1-, ARQ22- und ARQ77-
Konstruktetransfiziertund fur weitere24 h in DMEM Medium (10 % FCS) kultiviert. Nach weiteren24 h
wurden die Zellen 24 h in DMEM (ohne Phenolrot, 3 % CCS) gehungert. Anschlielend erfolgé&hdieiung
der Zellen mit DHT (100 nM) oder Solvenz (0,08 % (v/v) Ethanol) fir die am oberen Rand angegeben
ZeitspannenAnschlieRendan die Behandlungwurden die Zellen methanolfixiertund mit dem polyklonalen
anti-AR 44 Antikdrper inkubiert. Nachder Inkubationder Zellen mit dem TRITC markiertenanti-Kaninchen
Sekundéarantikdrper wurden di#eckglaschenin EinschluBmediunauf Objekttrdgemontiert. Die Betrachtung
und Dokumentation der Zellen erfolgte an einem Zeiss Axiovert 135 Epifluoreszenz Mikroskop. Die transfizierten
Konstruktesind am linken RandangegebeA-C, ARQ1; D-F, ARQ22, G-H ARQ77. Der Balken entspricht
15 pum.

Ausseherund Gréf3eder ARQ1-Aggregatewar hierbei mit den Strukturenvergleichbar,die
von ARQ22 gebildetvurden(Abb. 12 A, vergleichemit Abb. 12 D-F). Abb. 13 verdeutlicht
denstrukturellenUnterschiedzwischenden beidengefundenermggregatformenDie mittels
differenzielleninterferenzkontras(DIC, Abb. 13 E,) gemachteAufnahme zeigt deutlich die
beerenformigeStruktur der durch ARQ77 gebildetenAggregate(Abb.13 E, schwarzerPfeil).
Die immuncytochemischd-arbungdes AR bestatigtedie Lokalisierungdes AR in diesen
Strukturen. Neben den ,Beeren, waren aber auch singulére, ringférmige Strukturen zu erkenne
(Abb. 13 E, weil3er Pfeil). Nach 0,5 bzw. 1,5 h wueitee Auszahlungder Aggregatpositiven
Zellen durchgefuhrt. Das Ergebnis dieser Zahlung ist in Tabelle 2 zusammeniyafdfi,5 h
Hormonbehandlundjef3en sich nur geringfligig mehr Aggregat positive Zellen bei ARQ77
transfiziertenZellen im Vergleich zu ARQ22 transfizierten Zellen finden (13,5 % bzw.
11,1 %, Tab. 3 A). Die Anzahl der durch AR@ébildetenAggregataufweisenderZellenwar
gegeniber den beiden anderen Rezeptortypen deutlich reduziert (5 %@ ,A)aldieseZellen
warenbereitsnach1,5 h nicht mehrzu finden, wahrendnachdieserZeitspannedie Aggregat
positiven Zellen bei ARQ22 bzw. ARQ77 transfiziertenZellen in nahezuunveranderter
Anzahl zu finden waren (Tab. 2 B). In der Anzahl der betroffededlen zeigtensich alsonur

geringe Unterschiede zwischen ARQ22 und ARQ77 (Tab. 2 B).
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Abb. 13 Der ARQ77 formt goRerunde bis beerenférmige Aggregate,die sich deutlich von den durch
den ARQ22 gebildeten kleinen punktférmigen Strukturen unterscheidenVergleich der durch ARQ22 bzw.
ARQ77 nach 3 h Hormonbehandlung gebildeten Strukturen. Cos-7 Zellelenmit den KonstruktenARQ22
und ARQ77 transfiziert.Die Kultivierung, Transfektionund Behandlungder Zellen mit DHT (10 nM) und
Solvenz (0,08 % (v/v) Ethanol) erfolgte wie unter Abb. 12 beschriebenDie Immunfluoreszenzfarbungind
Betrachtung der Zellen erfolgte ebenfalls wie unter Abb. 12 angegeben. Die jearesfiziertenKonstruktesind
am linken Bildrand angegeberA-C, ARQ22, D-F,ARQ77. A und D Immunfluoreszenzaufnahm®&. und E
differenzielle Interferenzkontrastaufnahm@. und F Uberlagerungder beidenAufnahmen.Der Balken entspricht
15 pum.

Tab. 2 A: Auswirkung der Glutaminsequenzlénge auf die Bildung cytoplasmatischer

Aggregate 0,5 h nach Hormongabe

Anzahl transfizierter Zellen mit cytoplasmatischen
Zellen Aggregaten
n %
ARQ1 1420 71 5
ARQ22 1410 157 11,1
ARQ77 1102 145 13,5

Tab. 2 B: Auswirkung der Glutaminsequenzlange auf die Bildung cytoplasmatischer

Aggregate 1,5 h nach Hormongabe

Anzahl transfizierte Zellen mit cytoplasmatischen
Zellen Aggregaten
n %
ARQ1 989 0 0
ARQ22 936 108 11,5
ARQ77 1020 116 11,3

Cos-7 Zellen wurden mit gleichen Mengen von ARQ77, ARQ22 oder ARQ1 Vektoren transfiziert. 24denach
Transfektionwurden die Zellen fur weitere 24h in Dulbecco smadifiziertem Eagle Medium (DMEM) ohne
Phenolrot mit 3% Aktivkohle behandeltembovinem Serum (CCS) inkubiert. Anschlie3enderfolgte die
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Inkubation mit 200nM Dihydrotestosteron (DHT) fur ®5A) bzw. 1,5 h (B). Die Zellen wurdenfixiert und
anschlieBend mit dem polyklonalen anti-AR Antikorper AR44 inkubMeaich der Inkubationmit dem TRITC
markiertenanti-KaninchenAntikdrper erfolgte die Betrachtungder Probenunter dem Epifluoreszenzmikroskop.

Die Anzahl der transfiziertenZellen wurde nach der Detektierbarkeiteines eindeutig sich vom Hintergrund
abhebenden Fluoreszenzsignals bestimmt. Der prozentuale Anteil der Aggregat positiven Zellen wurde bestimmt
Die angegebenen Zahlen reprasentiererGgisamtmengausjeweils drei unterschiedlichefexperimenten. Die
AR-Menge wurde in quantitativen Immunoblots bestimmt, um eine gleich starke Expression der

unterschiedlichen Konstrukte zu tUberpriifen (nicht gezeigt).

Die Beobachtungler transfiziertenZellen Giber einenlangerenZeitraumergab,daf3 16 h nach
der Hormongabenoch immer AR positive Zellen in groR3erZahl vorhandenwaren, die eine
nukleare Lokalisierung des Rezeptorszeigten. Nach dieser Zeitspannewaren jedoch bei
keinem der unterschiedlichen Rezeptortypen Zellen mit Aggregat@yiaplasmazu finden.
Die in diesemAbsatz besprochene®atenzeigen,dal3es nachHormongabezur Bildung von
Aggregaterdurchden AR kommt. Dabeiwar die Haufigkeit und die Struktur der Aggregate
von der Lange der Glutaminsequenabhangig.Auch die Nocodazolbehadlungler mit den
unterschiedlichen Konstrukten transfizierten Cos-7 Zellen hatte keinen Einflaleddihetik
der Aggregatentstehunglie GroR3e der Aggregateoder die Anzahl der Aggregat positiven

Zellen.

3.9 Die Verklrzung des Androgenrezeptors verhindert die Bildung

cytoplasmatischer Aggregate

Merry et al., 1998berichtenin einerimmuncytochemischeBtudiemit Cos-7Zellen Giberdie
Bildung grof3ercytoplasmatischeAggregate48 h nach Transfektionverkirzter Konstrukte
des ARmit einer65 bzw. 112 Glutaminresteumfassendeilomopolymerfolge Dabeiwurde
die Bildung von Aggregaten in 45 Bzw. 35 % der transfiziertenZellen beobachtetwéhrend
ein Fragmentmit nicht pathogenerSequenzlangenur eine gleichmaiigecytoplasmatische
Verteilung zeigte. Es wurde Uberprift, die ExpressioreinesverkirztenAndrogenrezeptors

mit 77 Glutaminrestergleichfallszu einemgesteigerterAnteil von Aggregatpositiven Zellen
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fuhrt. Die strukturellen Eigenschaften der mdglicherweise durch die verkirzte
RezeptorvariantegebildetenAggregatesollten mit den durch den vollstandigen Rezeptor
gebildetenStrukturenverglichenwerden.Fir diesesExperimentwurden cDNA Konstrukte
des AR mit unterschiedlichlanger GlutaminsequenZ22 bzw.77 Glutaminreste),die eine
Deletion des C-Terminus ab Aminosaure 682 aufwiese@pi 7 Zellen exprimiert. Nachder
immuncytochemischeRarbungder Rezeptorermit demim N-terminalenBereich bindenden
polyklonalenanti-AR Antikorper zeigtesich, daf3die deletiertenRezeptorenunabhénigvon
der Lange der Glutaminsequenzausschlie3lichnuklear lokalisiert waren (Abb. 14). Die
Expressiorwar nicht mit der Bildung cytoplasmatischeAggregateassoziiertiln den Kernen
der transfizierten Zellen waren nach immuncytochemischerFarbung des AR keinerlei
auffallige Strukturenzu beobachtenclie auf die Bildung intranukle&rerAggregatehingewiesen
hatten(Abb 11 vergleicheA und B). Da der C-Terminusdes AR die Hormonbindedoméane
reprasentiert, hatte die Behandluhgy Zellen mit Hormon erwartungsgemakeinerlei Einfluf
auf die Lokalisierungder gebildetenProteine (Abb. 14 A und B). Ein Rezeptor, dessen
Kernlokalisierung konstitutiv und nicht mehr induzierbar wad der sich zum Zeitpunkt der
BehandlungschonlangereZeit im Kern befand, zeigte keine Aggregatbildung.Die mit dem
vollstandigenAR beobachteté\ggregatbildungwvar eine transienteErscheinungpereits16 h
nach der Hormonbehandlungvaren keine Aggregatemehr nachweisbar Daher bestanddie
Moglichkeit, dafl3 zu dem spatenZeitpunkt an dem die ARAJHBDQ22 bzw. ARAJHBDQ77
exprimierendenZellen untersuchtwurden (48 h nach der Transfektion), bereits keine,
maoglicherweisezuvor gebildetencytoplsasmatischeAggregatemehrvorhandenwvaren. Eine
weitere Moglichkeit wéare aber auch, dal3 die konstitutive Lokalisierung des ReZepttesn
nicht zur Bildung von zytoplasmatischei\ggregaterfiihrte, somit also das Zytoplasmader
Ort der Entstehungdieser Aggregate ist. Um zu Uberpriifen, ob die ausschlief3liche
Lokalisierung des Hormon gebundenenRezeptorsim Zytoplasma ausreichendist um
Aggregatezu erzeugenwurdenMutantendes Rezeptors,die in der Kernlokalisationdefekt

sind, in Cos-7 Zellen exprimiert.
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anti-AR

ARdHBDQ22

ARdHBDQ77

Abb. 14 Der Androgenrezeptor mit C-terminaler Deletion formt keine Aggregate Glutaminsequenz
unabhangigenukledreLokalisierung einer C-terminal verkiirztenMutante des AR. Je 5x 10" Cos-7 Zellen
wurdenauf Deckglaschernin Kulturschalenverteilt. Die Zellen wurdenin DMEM (10 % FCS) kultiviert und
24 h spatermit je 1,5 pg der ARAHBDQ22- und ARAHBDQ77-Konstruktetransfiziert. Am darauf folgenden
Tag wurdendie Zellenin DMEM (ohnePhenolrot,3 %CCS) fiir weitere24 h gehungert.Danch erfolgte die
Behandlungder Zellen mit DHT (100 nM) fir 3 h. Die Zellen wurden methanolfixiert und mit dem
polyklonalen anti-AR 44 Antikorper inkubiert. Danehfolgte die Inkubationmit dem TRITC markiertenanti-
Kaninchen Antikdrper. Die Betrachtungder Zellen erfolgte unter einem Zeiss Axioskop Mikroskop bei
1000facher Vergrof3erung.
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3.10Bildung zytoplasmatischer Aggregate durch Mutanten des

Androgenrezeptors, die in der Kerntranslokalisation defekt sind

Es bestehtdie Mdglichkeit, dal3 der verlangsamteTransport des AR mit verlangerter
Glutaminsequenzemm denKern mit der EntstehungzytoplasmatischeAggregatekorreliert.
Diese Idee leitet sich aus der Beobachtungab, dal3 die meisten Aggregate wahrend der
nukledrenTranslokationdesAR gebildetwurden(sieheTabelle2, vergleicheA und B). Aus
dieserBeobachtungergabsich die Frage,welcheKonsequenaie vollstdndigeUnterdriickung
einer Hormon induzierten nukledren Translokation aukshtstehungrzon Aggregaterund die
subzellulareLokalisierung des Rezeptorshatte. Eine Moglichkeit die Hormon induzierte
Translokation des Rezeptorsin den Kern zu unterdrickenstellt die Deletion des
Kernlokalisierungssignal@NLS) dar (Simentalet al., 1991, Jensteret al., 1993, Zhou €« al.,
1994). Eine im Labor verfiigbare NLS Deletionsmutante des AR (ARANLSQ22) wurde in Cos-
7 Zellen exprimiert und immunzytochemischmit einem polyklonalen anti-AR Antikorper
gefarbt. Ohne Hormongabe ist der ARANLSQ22 gleichméfdigytoplasmaverteilt (Abb. 15
A). Auch im differenziellen Interferenzkontrastwaren in diesen Zellen keine auffalligen

Strukturen zu beobachten (Abb. 15 B).
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anti-AR DIC Uberlagerung

ARdANLSQ22

ARdANLSQ77

Abb. 15 Hormon freie Lokalisierung des ARANLSQ22 bzw. ARANLSQ77Je 5x 10 Cos-7Zellen wurden

auf Deckglaschen in Kulturschalen verteilt. Die Zellen wurdeRNMEM (10 % FCS) kultiviert und 24 h nach
der Transfektionmit je 1,5 pg der ARINLSQ22 bzw. ARANLSQ77 transfiziert. Am darauffolgendenTag
wurdendie Zellen in DMEM (ohne Phenolrot,3 %CCS) fir weitere 24 h gehungert.Danch erfolgte die
Behandlung der Zellen mit Ethanol (0,08 % (v/v) 8ih. Die Zellen wurdenfixiert und mit dem polyklonalen
anti-AR 44 Antikdrper inkubiert. AnschlieBenderfolgte die Inkubation mit dem TRITC markierten anti-
KaninchenAntikérper. Die Betrachtungder Zellen erfolgte unter einem Zeiss Axiovert 135 Mikroskop. Die
transfizierten Konstruktsind am linken Randangegeben(A) und (D) Immunfluoreszenzaufnahnues TRITC
markiertenAR. (B) und (E), differenzielleInterferenzkontrastaufnahng®IC). (C) und (F) Uberlagerungder fiir
das jeweilige Konstrukt gemachten Fluoreszenz- und DIC- Aufnahme. Art der Aufnahme jeweils anRaloelren

angegeben. Der Balken entspricht einer L&nge vqumil5

Nach Hormongabe erfolgte die Bildung ringférmiger, seltener aber auch beerenformigéd (im
nicht zu sehen) zytoplasmatischerStrukturen (Abb. 16 A - C). Die ringférmige
immunzytochemischd-arbungder Aggregatekénnte darauf zurtickzufihrensein, dal3 das
Zentrum dieser Strukturen fir den AR Antikdrper schlecht zugénglich war. Die im
differenziellen Interferenzkontrast(DIC) gut erkennbaredropsartige Form der Aggregate
(Abb. 16 B) lie3 ebenfalls auf einen zonalen Aufbau der Strukturen schlieen.Da die
Verlangerungder Glutaminsequenalleinedie EntstehungvergleichbarerStrukturenbewirkte
wurde nun untersucht,welche Konsequenalie Verlangerungder Glutaminsequenzm NLS

deletierten Rezeptor fur die Auspragusgy Aggregatehatte. Ein c-DNA-Konstrukt, daseine
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Verlangerungler Glutaminsequenauf 77 Glutaminresteund die Deletion des NLS aufwies
(ARANLSQ77),wurde ebenfallsin Cos-7 Zellen exprimiert. Der ARANLSQ77 zeigte die
gleiche Hormon unabhénige Verteilung vARANLSQ22(Abb. 15D - F). NachHormongabe
war im Unterschiedzu ARANLSQ22 wesentlich haufiger die Bildung beerenférmiger
Strukturenzu beobachter{Abb. 16 D - F). Dariber hinaus fihrte die Amplifikation der
Glutaminsequenm der NLS-Mutante zu der Hormon abhangigenBildung von nadel- bis
stabférmiger zytoplasmatischerStrukturenin ca. 10 % der tansfizierten Zellen. Diese
Strukturenwurdenspezifischnur von dieserRezeptorvariantgebildet(Abb. 16 G - 1). Die
nadelférmigenGebilde erreichteneine Lange von ungefahr6 pm. Sie wiesen haufig eine
blutenahnlicheOrganisatiorauf. Meist warensie epinuklearlokalisiert. Die NLS- Mutanten
transloziertemach1,5, 3 oder16 h nichtin den Kern. Auch nach16 h war in allen Zellen
Aggregate zu finden. Sie waren allerdings kleiner als die nach ®&abhachtendeStrukturen.

Nadelformige Strukturen waren nach diesem Zeitraum nicht mehr zu finden.
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Abb.16 Eine kerntranslokationsdefekte Mutante des AR bildet Hormon abhangig zytoplasmatische
Aggregate. Die Verlangerung der Glutaminsequenzin dieser Mutante fiihrt zur Bildung spezifischer
Strukturen. Je5x 10" Cos-7 Zellen wurdenauf Deckglaschern Kulturschalenverteilt. Die Zellen wurdenin
DMEM (10 % FCS) kultiviert und 24 h nach der Transfektionmit je 1,5 pg der ARANLSQ22 bzw.
ARANLSQ?77 transfiziert. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen in DMEM (ohne Phenolrot, 3 % CCS) fur
weitere 24 h gehungert. Anschlie3end erfolgte die Behandlung der Zellen mi¢lID@amiM) fir 3 h. Die Zellen
wurden fixiert und mitdem polyklonalenanti-AR 44 Antikorper inkubiert. Danacherfolgte die Inkubationmit
dem TRITC markiertenanti-KaninchenAntikérper. Die Beobachtungder Zellen erfolgte unter einem Zeiss
Axiovert 135 Mikroskop. Die transfiziertenKonstrukte sind am linken Rand angegeben(A), (D) und (G)
Immunfluoreszenzaufnahme des TRITC  markierten AR. (B), (E) und (H) differenzielle
Interferenzkontrastaufnahm@®IC). (C), (F) und (1) Uberlagerungder fir das jeweilige Konstrukt gemachten
Fluoreszenzund DIC Aufnahme. Art der Aufnahmeist jeweils am oberen Rand angegebenDie jeweils
transfiziertenKonstruktesind am linken Randder Abbildung angegebenDer Balken entsprichtbei A und D
einer Lange von 3(im und bei G 1fum.

Die Entstehung der beschriebenen Strukturem@ilicherweisesin energieabhangigd?rozels.
Aus diesem Grund wurdgie Lokalisierungder Mitochondrien,den zellularenEnergiequellen,
in Bezug auf die Aggregate untersucht. Eine immunzytochemisateingder Mitochondrien
von ARANLSQ77 transfiziertenCos-7 Zellen mit einem gegendas mitochondrialeEnzym
Cytochrom Oxygenase (Cox) gerichteten Antikorper wurde durchgefuhrt. Eine
immunzytochemische Farbung des AR wurde in diesem VersuchvoigggnommenAbb. 17
A und C zeigt die gleichmaRigezytoplasmatischeVerteilunder Mitochondrienin einer Zelle,
bei der im differenzielleninterfernezkontraskeine zytoplasmatischemggregateerkennbar
waren (Abb. 17 B). Abb. 17 D-F zeigt, dal3 Mitochondriensich bevorzugtum runde und
beerenférmige Aggregate gruppierten. Mitochondrien lie3en sich an den Randern der
Aggregate,nicht aberin den AggregatenselbstnachweisenBevorzugtgruppiertensich die
Organellenum besondergrol3e Aggregate,die sich in der Nahe des Nukleus anreicherten.
Einzelnekleinereim Zytoplasmalokalisierte Strukturenzeigten haufig keine Kolokalisierung
mit Mitochondrien (Abbl7 F, Pfeil). Dies konntevergleichbarauchfur die von ARQ77 und
ARANLSQ22 gebildeten Aggregate beobachtetwerden (nicht gezeigt). Die subzellulare
Verteilungder Mitochondrienéndertesich ebenfallsbei der Anwesenheitvon nadelférmigen
Strukturen (Abb. 17 vergleichel mit C). Die bisher beobachtetergleichméligtber das

Zytoplasma verteilten Mitochondrien waren nun hauptsachlich epinuklear lokalisiert.
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Abb. 17 Mitochondrien lagern sich um die durch den ARANLSQ77 gebildeterStrukturen an. Je5x 10'
Cos-7 Zellen wurdenauf Deckglascherin Kulturschalenverteilt. Die Zellen wurdenin DMEM (10 % FCS)
kultiviert und 24 h nachder Transfektionmit 1,5 pg des ARANLSQ77-Konstruktegransfiziert. Am darauf
folgendenTag wurdendie Zellenin DMEM (ohnePhenolrot,3 %CCS) fur weitere 24 h gehungert.Danach
erfolgte die Behandlungder Zellen mit DHT (100nM) fir 3 h. Die Zellen wurden fixiert und mit dem
monoklonalenrAntikdrper gegenCytochromOxygenas€COX) inkubiert. Danacherfolgte die Inkubation mit
dem TRITC markierteranti-MausAntikdrper. Die Betrachtungder Zellen erfolgte unter einemZeiss Axiovert
135 Mikroskop. Der Balken entspricht einer Lange vouidb (A) ,(D) und G) Immunfluoreszenzaufnahnuer
TRITC markiertenCytochrom Oxygenase(B), (E) und (H) differenzielle Interferenzkontrastaufnahm@®IC).
(C), (F) und (1) Uberlagerungder fir dasjeweilige Konstrukt gemachterFluoreszenzind DIC Aufnahme.Die

Art der Aufnahme ist jeweils am oberen Rand angegeben.

Die individuell erkennbarenanglichen Organellengingen in eine kompakte Struktur tber.
Deutlich ist zu erkennen, daf3 die nadelférmigen Strukturen gehéuft in der Kerngegend auftrate!
(Abb.13 H,) einzelneStrukturenbefandersich jedochauchin weitererEntfernungvom Kern
(Abb. 17 1, Pfeil). In diesem Bereich war keine UbereinstimmendelLokalisierung von
nadelférmigen Strukturen und Mitochondrien zu erkennen(Abb. 17 1). Die bevorzugte
Kolokalisierung der Mitochondrien mit grof3en Aggregatenlal3t moglicherweiseauf einen

erhdhten Energiebedarf dieser Strukturen schliel3en.
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3.11Der Einflul3 von Antihormonen auf die Bildung zytoplasmatischer

Strukturen

Eine besondere Beteiligung der Hormonbindedoméane an der Formierung der Aggregate folgt au
ihrer strikt Hormon abhangigen Formierung. Ebenso waren kgitoplasmatischeiggregate
nach der Expressionder Rezeptorenpei denendie Hormonbindedomaneleletiert war, zu
beobachten. Die Bindung des Hormons an ldeneptorbewirkt eine Konformationsanderung
des gesamten Molekuls. Im inaktiven Zustand liegt der AR im Zytoplasma mit
unterschiedlichen Hitzeschockproteinen (Hsps) assoziiert in dwoehmmolekularerKomplex
vor. Dieser Komplex setzt sich aus Hsp®i3p70, Hsp56 ebenso p23 und DnaJzusammen
(Veldscholteet al., 1992, Caplast al., 1995, zur UbersichtBohenet al., 1995). Die Hormon
induzierteKonformationsanderunpat die nachfolgendeDissoziierungdes Proteinkomplexes
und die Translokationdes Rezeptorsin den Kern zur Folge. Kuli et al., (1995) definierten
durch proteolytische Analyse nach Hormonbindung zwei initiale Phasen der
Konformationsanderung. In  der initialen Phase erfolgt danach eine erste
Konformationséanderungles Rezeptors gleich nach der Bindung eines Agonisten. Die
Dissoziation des hochmolekularenKomplexes erfolgt nach diesem Modell wahrend der
zweiten Phase Antihormone,die in der gleichenRegionwie das Hormon binden, blockieren
entweder komplett oder teilweise die zweite Phase @ul., 1995) indemsie eine  falsche”
Konformationsanderundpewirken. Man unterscheidetsteroidischeund nicht steroidische
Antihormone. Aufgrund ihrer unterschiedlichenchemischenKomposition bewirken sie
maoglicherweise unterschiedliche Konformationsanderungerides Rezeptors. Es wurde
untersucht, welchen Einfluf3 die durch Antihormone induzierte Konformationséanderutig auf
Entstehungder zytoplasmatischemggregatehatte. Dabei wurden sowohl steroidischeals

auch nicht steroidische Antihormone verwendet.
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3.11.1Der Einflu des steroidischen Antihormons Cyproteronacetat (CPA) auf die

nukleare Translokation und die Bildung von zytoplasmatischen Aggregaten

In Cos-7 Zellen wurden ARQ22 und ARQ77 transient exprimiert. Nach Behandlungder
Zellen mit CPA erfolgte die immunzytochemische Markierung des AR mit einem polyklonalen
anti-AR Antikorper und die optische Analyse der Zellen unter dem Mikroskop. CPA
bewirkte nach 3 h eine vollstandige nukledre Translokdt@der RezeptorvariantefAbb. 18

A und B). Nach der CPA-Behandlungwvar keine Aggregatbildungin ARQ22 oder ARQ77
exprimierenderZellen zu beobachterfAbb. 18 A und B). Um den Effekt von CPA auf die
Formierungvon Aggregatendurch die NLS-Mutanten des AR zu studieren,wurde der
ARANLSQ77in COS-7 Zellen exprimiert. Die Behandlunngder Zellen mit CPA in zwei
unterschiedlichenKonzentrationen(10° und 107 M) fiihrte zur Bildung von kleinen
punktférmigenAggregaten/Abb. 18 E und F). Die Bildung nadelférmigerStrukturenwar in
diesen Zellen ebenfalls mit keiner der angewandten Konzentrationen zu beobachten (Abb. 18
und F). Eine DHT Konzentrationvon 10% M war ausreichendum die Formierungvon
Aggregaten bei ARANLSQ77 exprimierend@gllen hervorzurufen(Abb. 18 C und D). Diese
Konzentration war ebenfalls ausreichend,um mit allen anderen AR-Varianten die
beschriebenenStrukturen zu erzeugen (vergleiche hierzu auch Abb. 13). In einem
Kompetitonsexperimenwurde Uberprift, ob die durch DHT erzeugtenStrukturen durch
gleichzeitigeZugabevon CPA beeinfluRtwerdenkonnte.Bei denbeideneingesetzterCPA-
Konzentrationerentstanderbei gleichzeitigerBehandlung von ARANLSQ77exprimierenden
Zellen mit 108 M DHT nur kleine Aggregatein groRer Zahl. Die Bildung von groRen
beerenférmigerstrukturenkonnte nicht beobachtetverden.Ebensowurde die Bildung von

nadelférmiger Strukturen durch ARANLSQ77 vollstéandig unterdriickt (Abb. 18 G und H).
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Abb. 18 Einflu3 des steroidischen Antihormones CPA auf die Bildung zytoplasmatischer Aggregate.
Inhibierung der durch DHT induzierten Aggregate.Je 5x 10" Cos-7 Zellen wurden auf Deckglascherin
Kulturschalenverteilt. Die Zellen wurdenin DMEM (10 % FCS) kultiviert und nach24 h mit je 1,5 pug der
ARANLSQ77-,ARWT- bzw. ARQ77- Konstruktetransfiziert. Am daraufflogendenTag wurdendie Zellenin
DMEM (ohne Phenolrot, 3 %CCS) fur weitere 24 h gehungert. AnschlieRend erfol@etdiadlungder Zellen
mit den in den einzelnen Bildern angegebeBeabstanzein denangegebeneKonzentrationerfur jeweils 3 h.
Die Zellen wurdenfixiert und mit dem polyclonalenanti-AR 44 Antikdrper inkubiert. Daraufhin erfolgte die
Inkubationmit dem TRITC markiertenanti-KaninchenAntikdrper. Die Betrachtungder Zellen erfolgte unter
einemZeiss Axiovert 135 Mikroskop. Das jeweils transfizierteKonstrukt ist in jedem Bild angegebenDer
Balken entspricht einer Lange von [15.

3.11.2Der Einflull von nicht steroidischen Antiandrogenen auf die nukleare

Translokation und Aggregatbildung

Auch bei diesemExperimentwurden zunachstARQ22 (Abb. 16 A und B) und ARQ77
(Abb. 19 C und D) in COS-7 Zellen exprimiert. Die Zellen wurden mit Casodexbzw.
Hydroxyflutamid behandelt,immunzytochemiscimit einemanti- AR Antikorper angefarbt
und unter dem Mikroskop analysiert.Unabhéngigvon der Lange der Glutaminsequenzles
transfizierten Rezeptors fuhrten weder Casauash Hydroxyflutamid zu einerausgepragten
KerntranslokationAbb. 19 A und B zeigt beispielhaftdie Translokationdes ARQ22, nach
3 h Behandlungder Zellen mit Casodex(Abb. 19 A) bzw. Hydroxyflutamid (Abb. 19 B).
Abb. 19C und D zeigtdasErgebnisder Casodexbzw. Hydroxyflutamidbehandlunger mit
ARQ77 transfizierten Zellen. Auch hier war nach 3 h Behandlungkeine vollstandige
Translokationdes ARQ77 zu beobachtenDie Behandlungvon ARQ22 bzw. ARQ77
exprimierenden Zellen fiihrte nicht zur Bildung zytoplasmatischer Aggregate.

Die Behandlungvon ARANLSQ77transfiziertenZellen mit Casodexbzw. Hydroxyflutamid
fuhrte nicht wie die Behandlungmit CPA zu der Bildung kleiner Aggregate.Die subzellulare
Verteilung des Rezeptorsblieb gegenuberunbehandelterzellen vollkommen unveréndert

(Abb. 19 E und F).
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Abb. 19 Hydroxyflutamid- bzw. Casodexbehandlungfuhrt nicht zu der Bildung zytoplasmatischer
Aggregate durch den ARQ22, ARQ77 bzw. ARINLSQ7.7Je 5x 10 Cos-7Zellen wurdenauf Deckglaschen
in Kulturschalen verteilt. Die Zellen wurden in DMEM (10 % FCS) kultiviert magh24 h mit je 1,5 pug der
ARANLSQ77-,ARWT- bzw. ARQ77 Konstruktetransfiziert. Am daraufflogendenTag wurdendie Zellen in
DMEM (ohne Phenolrot, 3 %CCS) fur weitere 24 h gehungert. AnschlieRend erfol@etdiadlungder Zellen
mit den in den einzelnen Bildern angegebeBeabstanzein denangegebeneKonzentrationerfur jeweils 3 h.
Die Zellen wurdenfixiert und mit dem polyclonalenanti-AR 44 Antikdrper inkubiert. Daraufhin erfolgte die
Inkubationmit dem TRITC markiertenanti-KaninchenAntikdrper. Die Betrachtungder Zellen erfolgte unter
einemZeiss Axiovert 135 Mikroskop. Das jeweils transfizierteKonstrukt ist in jedem Bild angegebenDer
Balken entspricht einer Lange von [15.

Die durch die Antiandrogenevermittelte Konformation des Rezeptorsist also nicht nur
unfahig Transaktivierung zu vermitteln, sondern reauinthftir die Aggregatbildungnicht aus.
Eine bestimmteKonformationder HBD ist also fur die Aggregatbildungerforderlich. Diese
Konformation ist wahrscheinlichmit der, die Transaktivierungsfunktiondes Rezeptors
vermitteIndenStruktur identisch.Insgesamtveist dies auf eine herausragendBedeutungder

HBD bei der Bildung der Aggregate hin.

Zusammengefal#eigendie in dieserArbeit vorgestelltenErgebnissedal eine strukturelle
Anderungin Folge der Verlangerungder N-terminalen Glutaminsequenzies AR zu einer
verminderteninteraktionmit Tubulin fihrte. Die Spezifitdtdieserinteraktionwurde flr den
gesamten Rezeptonit nicht pathogeneSequenzlangan einemKosedimentationsexperiment
bestétigt.Die subzellularelLokalisierungdes Rezeptorsin Abhangigkeitvon der Lange der
Glutaminsequenz und dem Vorhandensein von Mikrotubuli wurdersuchtDie Zerstérung
der Mikrotubuli hattekeinenEinflul? auf die Hormon abhangigeT ranslokationdesRezeptors
vom Zytoplasmain den Kern. Ein Einflu auf die Hormon unabhangigd_okalisierung des
Rezeptorswar jedochinsbesonderdéiir einenRezeptormit nur einemGlutaminrestan Stelle
der Glutaminhomopolymerfolgezu beobachtenIn weiteren Studien wurde die Bildung
Hormon abhangigerAggregatebeobachtetDie Hormon induzierte Aggregatbildungwurde
durch das Zurlckhalten des Rezeptors im Zytoplasma durch die Zerstdrung seines
Kernlokalisationssignalserstarkt.Dies stellt einenHinweis auf die wesentlicheBeteiligung

zytoplasmatischer Faktoren an der Bildung dieser Aggretgatéuch der Ligand erwiel3sich
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in diesemZusammenhangls wichtig, da die Hormonantagonisterdie eine wenigereffiziente

Kerntranslokationdes Rezeptorsbewirken, nicht zu der Bildung von Aggregatenfihrte.
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4 Diskussion

In der hier vorgestellten Arbeit wurden unterschiedlicheStudien durchgefihrt,um die
Konsequenzemer Amplifikation der Polyglutaminsequeniam Androgenrezepto(AR) zu
klaren. Eine solche Verlangerungder Glutaminsequenzist die Ursachefiur die spinale und
bulbéare Muskelatrophie (SBMA). DelabeiauftretendezelltypspezifischePhanotypkdnnte

auf einer strukturellen Verédnderung des Androgenrezeptors beruhen.

4.1 Die erhohte Affinitat des 1c2 Antikdrpers zu dem
glutaminsequenzamplifizierten Androgenrezeptor als ein Indiz fur

geanderte strukturelle Eigenschaften

In Abschnitt 3.1 dieser Arbeit wurde gezeigt, dal3 ein Antikdrper, der spezifisch mit
verlangerten Glutaminsequenzen interagiert (1c2 Antikofrettier et al., 1995),denAR in
Abhéngigkeit von der Glutaminsequenzlédngeerkannte. Diese Beobachtung ist in
Ubereinstimmung mit publizierten Daten, die einen langenabhangigen Affinitatszuwachs dieses
Antikorpers zu Proteinen mit amplifizierter Glutaminsequenzbeschreiben(Huntingtin,
Ataxin-1, Trottier et al., 1995). Das Bindungsverhalterdes Antikorpers ist also unabhangig
von benachbarterAminosauresequenzemie starke Abhangigkeitder Interaktion von der
Lange der Sequenz spricht daftr, dB Antikorper eine bestimmteKonformationmit hoher
Affinitat erkennt.FUr den deutlichenAnstieg der Bindungsaktivitatdes Antikérpers wurde
eine teilweise bivalente Bindung an die Glutaminsequksikaitiert (Trottier et al., 1995). Die
TatsachegdalR der 1c2 Antikorper im Westernblot, also unter denaturierendeedingungen,
spezifisch die lange Glutaminsequerkannte spricht flr einegrof3eStabilitdtder erkannten
Struktur. Diese stabile Struktur konnte somitezner veranderterinteraktiondesbetroffenen
Proteins mit weiterefraktorenfiihren. Die Identifikation solcherFaktorensollte Einblicke in

die Entstehung eines pathogenen Phanotyps ermoglichen.
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4.2 Interaktion der Glutaminsequenzsonden mit Tubulin

Die strukturelle Veranderung infolge der Glutaminsequenzamplifikation kann zum Verlust oder
aber zum Gewinn einer Proteininteraktionfiihren. Tatsachlich wurden bereits Proteine
identifiziert, die nur im Bereich einer verlangertenGlutaminsequenbinden. So wurde z.B.
HAP-1 als spezifischmit der verlangertenGlutaminsequenzies Huntingtin interagierendes
Protein identifiziert (Liet al., 1995). Dellmportfaktor Ran hingegenwurde als spezifischmit
der Glutaminhomopolymerfolgeles Androgenrezeptorsnteragierendef~aktor beschrieben.
Die Verlangerung der Glutaminsequenzauf eine pathogene Sequenzlangevon 49
Glutaminresterfihrte zu dem Verlust der Bindungsaktivitatvon Ran (Hsiao et al., 1999).
Dieses Ergebniswurde in einem Hefe Zweihybrid System unter der Verwendung einer
humanercDNA-Bank erzielt. In dieserArbeit wurde eine chromatographischéufreinigung
von Mausgehirnextrakten verwendeh mit der Glutaminsequenmteragierendé-aktorenzu
identifizieren. Die hierbei verwendeten Sonden bestandenaus einem Fragment des
Androgenrezeptorsnit nicht pathogener(22 Glutaminreste;Q22) oder pathogener(45
Glutaminreste; Q45%equenzlangedie Q45-Sondewvar zuvor durchden 1c2 Antikérper mit
weit hoherer Affinitdt erkannt worden als die Q22-Sonde. Dies deutete auf eine
konformationelle Anderung in der Q45-Sonde hin, die der Strukturveranderungim

Androgenrezeptor mit verlangerter Glutaminsequenz entsprach.

Die chromatographisch&ufreinigungund Sequenzanalyseinesmit Q22 abernicht mit Q45
interagierenden Proteins ergab, dal3 es sich dabei um einen Bestandteil des Zytoskletts, namli
Tubulin handelteDer Vergleichder Aminoséduresequenzesn Ranund Tubulin ergab,trotz
gleichem Interaktionsverhalterzu den verschiedenenGlutaminhomopolymerfolgenkeine
Homologie. Da beide ProteineGTP bindendeFaktorensind, weisensie jedoch strukturelle
Ahnlichkeiten beziglich der Nukleotidbindedoméne auf. Bei Ran und Tubulirsggtztieses

Motiv aussechsB-Faltblatternund zwei a-Helices zusammenKull und Fletterick, 1998).

Solch eine Nukleotidbindedomandindet sich auch in der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenas¢ GAPDH), welche spezifischmit Glutaminsequenzemteragiert (Erickson,

1998). Im Gegensatz zu Tubulimd RanbandGAPDH spezifischan ein synthetischesaus

60 Glutaminrestenbestehende®eptid, nicht jedoch an eine kurze synthetische,aus 20
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Glutaminresterzusammengesetzt8equenzGAPDH interagierteaber mit Huntingtin, dem
DRPLA Genprodukt Atrophin, Ataxin-1 und dem Androgenrezeptor,die alle normale
Glutaminsequenzlangeraufwiesen (Burke et al., 1996; Koshy e al.,, 1996). Die
Proteinbereich&#on GAPDH, Tubulin und Ran,die an die Glutaminsequenbindenwurden
bisher noch nicht identifiziert. Es bestehtjedoch die Mdglichkeit, dal? das in allen drei
genannten Proteinen vorhandene Nukleotidbindemotiv zu der Interaktion mit
Glutaminsequenzebeitragt. Weitere biochemischeStudien sind daher notwendig,um die

genaue Interaktionsstelle zwischen Tubulin und der Glutaminsequenz nachzuweisen.

Ran erflllt eine wichtige Rolle beim nuklearéransportvon Proteinen(Gorlich et al., 1996).
Auch die Mikrotubuli sind maoglicherweise am Protein-Transport oder an der
zytoplasmatischeriokalisierungvon Faktorenwie z.B. des TranskriptionsfaktorsNFkB

beteiligt (zur Ubersicht Gundersen und Cook, 1999). Es waiiraisessantu klaren,ob der
AR mit Mikrotubuli interagiert.Dies wurdein einemKosedimentationsexperimetberprift.
Hierbei konnte tatsachlich die Interaktion d&R mit Mikrotubuli nachgewiesewerden.Der
VergleichdesKosedimentationsverhaltezeigte,daldder Rezeptormit der nicht pathogenen
Sequenzlange (ARQ22) eine deutlich hohere Affinitat zu Mikrotubuli aufwies als ein Rezeptor
mit einer stark verlangertenGlutaminsequenZARQ77). Mit dem Glucocorticoidrezeptor
(GR) und dem Vitamin D3 Rezeptor (VDR) durchgefuhrteStudien ergabenebenfallseine
Interaktion mit Mikrotubuli (Aknegt al., 1990,Barsonyet al., 1992, zur UbersichtAkner &
al., 1995). Da von diesen beiden genanntenRezeptorennur der GR eine N-terminale
Glutaminsequenz besitzt, ist es unwahrscheinlich, dafl das Glutaminpeptid Im
Androgenrezeptodie tatsachlichelnteraktionsdomanelarstellt. Moglicherweiseerfillt sie
abereine modulierende-unktion, wobei einerelativ kurze Sequenzeine Interaktion des AR
mit Mikrotubuli erlaubt,einelangereGlutaminsequenaufgrundder Konformationsanderung

diese Interaktion jedoch stort.

In der von Barsonyet al., (1992) bezlglichdes VDR durchgefiihrtereytologischenStudie
wurde gezeigt, dal3 die durch Nocodazol induzierte Zerstérung von Mikrotubuli eine
Inhibierung der Hormon abhangigennukleéaren Translokation des Rezeptors und eine

Veréanderungder Hormon unabhangigerVerteilung des VDR im Zytoplasma bewirkte. Im
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Gegensatzdazu hatte die Zerstorungder Mikrotubuli keinen Einflu3 auf die Hormon
abhangige nukledre Translokation des GR (Czar & al., 1995). Das Fehlen eines
Mikrotubuliskelettsflihrte jedochin Abwesenheitvon Hormon, wie beim VDR, zu einer
verénderten Verteilung des zytoplasmatischen GR hiZelperipherie(Akner et al., 1990).
Entsprechende Ergebnisse wurden inwaeliegenderStudieauchfir denAR erzielt. Wie im
Falle desGR hatte die durch Nocodazolhervorgerufene&Zerstorungder Mikrotubuli keinen
Effekt auf die HormoninduzierteKerntranslokatiordes AR. Dies galt fur alle verwendeten
AR-Varianten(ARQ1, ARQ22 und ARQ77). Diese Ergebnissen Kombination mit den fir
den GR und den VDR publiziertddatensprechergegenein Modell, in demdie Assoziation
von Mikrotubuli mit Steroidrezeptoredirekt Uberdie Glutaminsequenzermittelt wird und

so an der Hormon abh&ngigen nukledren Translokation beteiligt ist.

Einen eindeutigenEinflul? der Nocodazolbehandlunguf die Hormon freie subzellulare
Lokalisierungkonnte nur fir die AR Mutante ARQL, die nur einen Glutaminrestan der
Position der Glutaminsequenz besh&pbachtetverden. ARQL1 lokalisierteim Gegensatzu
ARQ22 und ARQ77 im Kontrollansai@hneHormonund Nocodazol)zu einemgrof3enTeil
nuklear. Offensichtlich hadlsodie GlutaminsequenzlanganenEinfluld auf die Hormonfreie
Verteilung des Rezeptors.Die Zerstorungder Mikrotubuli in Abwesenheitdes Liganden
resultierte in einer verstarkten zytoplasmatischen VerteillesARQL1. ARQ22 und ARQ77
jedoch zeigten ohne Mikrotubuli keine deutliche Veranderungihrer zytoplasmatischen
Lokalisierung.Der Hormon freie Transport des ARQ1 in den Kern ist also Mikrotubuli
abhangig. Zusammengefal3t deuten diese Ergebnisse auf die Existehioemen abhanigigen
und eines Hormon unabhé&nigigen nuklednamsportwegesir den AR hin. Der Mikrotubuli
abhangigeund Ligandenfreie Transportdes AR wird von der Lange der Glutaminsequenz
moduliert.

Weiterhinfolgt ausdenvorgelegterDaten,dal3die InteraktiondesAR mit Mikrotubuli Gber
eine andere,von der Glutaminsequenzerschiedenerboméaneim AR vermittelt wird. Da
Tubulin ein in allen Zellen exprimiertesProteinist, kann die Interaktion des AR und der
Verlust der Interaktion nach Verlangerungder Glutaminsequenzalleine auch nicht den
Phanotyperklaren,der spezifischnur in bestimmtenneuronalenZellpopulationenauftritt.

Aufgrund der Tatsache&lal3die Hormonfreie Situationin Patientenso nicht vorzufindenist,
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kénnendie im Verlauf dieser Studie beobachteterUnterschiedein der Lokalisierung des
Rezeptorsunter diesenBedingungenebenfalls nicht zu der Aufklarung der Pathogenitat
beitragen. Dennoch stellen diese Ergebnisse einen wichtigen BefaidlichdesTransportes

des normalen Androgenrezeptors dar.

4.3 Hormon abhangige Translokationsgeschwindigkeit des Androgen-

rezeptors mit unterschiedlich langer Glutaminsequenz

Unabhangig von der Assoziation mit Mikrotubulurde ein Effekt der Glutaminsequenzlange
auf dieHormon abhangigenukleareTranslokationdesAR festgestellt Es zeigtesich, dal3die
Hormon abhangigelranslokationsgeschwindigkaitvers mit der Langeder Glutaminsequenz
korrelierte.Im Vergleichzu ARQ1 und ARQ22 translozierteder ARQ77 nach Hormongabe
deutlichlangsamein denKern. Da die InteraktiondesRezeptorsmit Mikrotubuli nicht fur
diesen Effekt verantwortlich sein kann, miissenandere Faktoren fiir den verlangsamten
Transport verantwortliclsein. Naheliegendvare die Beteiligungvon Proteinendesnukleéren
Transportweges. Solche Faktoren vermitteln ihre Wirkung Uber sogenannte

Kerntranslokationssequenzen (NLS).

Der Androgenrezeptor besitzt angrenzend an seine DNA-Bindedoméane eine
Kernlokalisierungssequenzie Homologie mit der des Nucleoplasminsaufweist (Robbins
et al., 1991). Proteine, die Kernlokalisationssignaléesitzen, assoziierenmit einem als
a-lmportin bezeichneteraktor (Gorlich et al., 1994, Moroianu und Blobel, 1995). Das
a-Importin interagiert seinerseits nfitimportin (Adam undAdam, 1994; Raduet al., 1995).
Zusammenvermitteln diese beiden Importfaktoren das Ankoppeln des translozierenden
Proteinsan die Kernpore(Goérlich e al., 1995).1n seinemGTP gebundenerZustandbindet
Ran im Kern a-Importin und bewirkt die Freisetzung degansportierterProteinsvon dem
a-undp-Importin-Komplex im Kern (Adam, 1999). Der von Hsigtaal., (1999) beschriebene
Verlust der Bindungsaktivitat von Ran an den AR mit verlangerter

Glutaminhomopolymerfolg&bnntealsoin Zusammenhangit der verlangsamterAufnahme
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desRezeptorsn denKern stehen.Dabeiist jedochnicht klar, ob eine direkte Bindung von
Ran an das zu importierendeProtein erfolgt, oder die ,Importmaschinerie“nur Uber die

Bindung von Ran afd-Importin arbeitet. In unserem Labor durchgefiihrte Vorversuche ergaben
eine, im Vergleich zu ARQ22, verminderteBindeaktivitat von a-und B-Importin an den

ARQ77. Weitere Studien wie z.B. ein in vitro Importassay mussen beziglich des

verlangsamten Imports weitergehende Aufklarung bringen.

4.4 Bildung unterschiedlicher zytoplasmatischer Aggregate durch den
Androgenrezeptor

Im Zuge der Kerntranslokationsstudiewurden unterschiedlichéd-ormen zytoplasmatischer
Aggregate beobachtet, die durch den AR gebildet wurden. NsgdwaaifischerAggregatbildung,
die abhangigvom Hormonstatusund der Lange der Glutaminsequenzles transfiziertenAR
erfolgte (sieheunten), konntenimmer in einer konstantenAnzahl von transfiziertenZellen
auch unspezifischeStrukturenbeobachtewverden.Diese unspezifischenStrukturen weisen
aufgrund ihrer auRerenErscheinungund ihrer epinuklearerLokalisierung Ahnlichkeit mit
sogenannte\ggresomenrauf (Johnstonet al., 1998). Aggresomenentstehenin Folge von
starkerUberexpressiominesProteinsals perinukleareStruktur. Das tiberexprimierteProtein
lokalisiert dabeivollstandigin den Aggresomen.Johnstonet al., (1998) folgerten, daf3 die
FormierungsolcherStruktureneine generelleReaktionvon Zellen auf die Uberschreitungler
Kapazitat des Proteasomenkomplexaarstellte.Mdglicherweisekam es in den Zellen, in

denen der AR besonders hoch exprimiert war, zur Bildung Aggresomen ahnlicher Strukturen.

Im Gegensatzu diesen unspezifischenStrukturen wurde aber auch die strikt Hormon
abhangigd~ormierungvon AR enthaltendemggregaterbeobachtetDie Grol3eund Struktur
dieser Aggregate variierte in Abhéangigkeit von bdéngeder GlutaminsequenzBeispielsweise
bildete der ARQ77 haufig grol3e beerenformigeStrukturen, wahrendder ARQ22 und der
ARQL1 nur kleine punktférmige Aggregate bildete. Mdglicherweise driickt sich in dem
strukturellen Unterschiedine verandertebiochemischeZusammensetzunder Aggregateaus.
In einer erst kirzlich veréffentlichten Studie wurde ebenfalls die Glutaminsequenzlangen

abhangigeBildung zytoplasmatische”Aggregatedurch den AR untersucht(Stenoienet al.,
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1999). Die Autoren dieserStudie beschrieberaberkeine Unterschiedein der Struktur der
Aggregate,die durch Glutaminsequenzvarianteses AR gebildet wurden. Jedochwurde in
dieser Arbeitsgruppeein Unterschiedin der Haufigkeit der Aggregatbildenden Zellen in
Abhangigkeitvon der GlutaminsequenzlangbeschriebenDabei bildeten Zellen, die einen
Androgenrezeptomit einer Glutaminsequenzlangeon 48 Aminoséureresterexprimierten
etwa doppelt so haufig Aggregate wie Zellen, die einen Androgenrezeptormit einer
Glutaminsequenzlange von 22ninosaureresteexprimierten.Die in der vorliegendenrArbeit
in Abschnitt 3.8 dargestelltenErgebnissezeigen keinen deutlichen Unterschiedin der
Haufigkeit der Aggregatbildung beim Vergleich der ARQ22 und ARQ77 exprimierenden Zellen.
In Zellen, die den ARQ1 exprimierten,war allerdingsdeutlich seltenerdie Formierungvon
Aggregatenzu finden. Eine weitere Differenz zwischen den von Stenoienet al., (1999)
beschriebenenund den hier vorgestellten Ergebnissen besteht in der Kinetik der
Aggregatentstehungtenoienet al., (1999) beobachteterine maximale Anzahl der Aggregat
positiven Zellen 16 h nach Hormongabe. Das Vorkommenindger hier prasentiertersStudie
beschriebene\ggregate,war wesentlichtransienter,da 16 h nach der Hormongabekeine
Aggregate mehr nachweisbar waren. BRQ1 exprimierenderZellen warensogarbereits1,5
h nach der Hormoninduktionkeine Aggregatemehr zu finden. Die Differenzen beziglich
Kinetik und Struktur sind moglicherweiseauf die in den beiden Studien verwendeten
unterschiedlicheriZellsysteme zuriickzufiihren.Beide Untersuchungerbelegenjedoch ein
veranderte\ggregationsverhaltedes Androgenrezeptormit verlangerterGlutaminsequenz.
In diesemZusammenhangst von besondereninteressedald die Ausbildung der Aggregate
strikt Hormon abhangig auftritt. Dies konnte erklaren warum SBMA nuMaginernauftritt,
wéhrend Frauen hdchstens milde SymptaiaeKranheitzeigen(Ferlini et al., 1995). Da der
mutierte Rezeptor sowohl iRrauenals auchin Mannernexprimiertwird, ist moglicherweise
der deutlich niedrigereTestosteronspiegeh Frauendaftr verantwortlich,dal3sie weitgehend

symptomfrei bleiben.

Die Entstehung der spezifischen Aggregate des ARQ77 findet paxaleinerverlangsamten
nukledrenTranslokationstatt. Die Bildung Hormon abhangigerzytoplasmatischeAggregate
ist auch fur Kkerntranslokationsdefekte Androgenrezeptoren mit unterschiedlichen

Aminosauresubstitutionen und DeltetionenNhS beschrieberfJensteret al., 1993,Zhou &
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al., 1994). Die Analyse von Rezeptorermit einer Deletion des NLS in Kombination mit
variierendenGlutaminsequenzlangefARANLSQ22 bzw. ARANLSQ77) erbrachteweiteren
Aufschluf3 Gber die Konsequenz der zytoplasmatischen Lokalisierung des AR indRe g
Bildung der Aggregate.Die kerntranslokationsdefekteMutanten des Rezeptorsbildetenin
100 % der transfizierten Zellen Aggregate. Die Verlangerungder Glutaminsequenzm
ARANLSQ77 fuhrte jedoch im Vergleich zu ARANLSQ22 nach Hormongabezu einer
gesteigerten Bildung beerenférmiger Struktulie ExpressiondesARANLSQ77flhrte nach
Hormonbehandlungzusatzlich zu der Bildung von zytoplasmatischen nadelférmigen
Aggregaten. Diese Strukturen erinnern in ihrem Aussehen uhceinGrof3ean Aggregatewie
sie von N-terminalenFragmenterdesHuntingtin in vitro gebildetwurden(Scherzingekt al.,
1997). Aufgrund ihrer Farbbarkeitmit dem CongorotFarbstoffwurdendieseStrukturenvon
Scherzingegt al., (1997) als Amyloid charakterisiertDie durchden ARANLSQ77gebildeten
Strukturenwarenabernicht durch Congorotanfarbbar(im Ergebnisteilnicht gezeigt).Diese
Differenz deutet darauiin, dal3es sich bei dendurchden ARANLSQ77gebildeten,Nadeln®
um grundlegendandere Strukturen handelt. Ob die nadelférmigenaus den beerenartigen
Strukturen hervorgehen bleibt zu klaren.

Die Experimentemit denNLS Mutantenzeigen,daf3die zytoplasmatische.okalisierungdes
Hormon beladenen AR eine GrundvoraussetzungigiAusbildungvon Aggregaterdarstellt.
Form und GroReder Aggregatehdngtdabeivon der Lange der Glutaminsequenab. Daraus
folgt, da® wahrscheinlichdie vergleichsweiselangere zytoplasmatischeVerweildauer des
ARQ77 bei Anwesenheitvon Hormon (siehe oben) die Ausbildung der spezifischen
Strukturenermaoglicht. Dies geschiehtunter Umstandentber die Interaktion mit weiteren

zytoplasmatischen Faktoren.

Die Bildung von Aggregaten ist im Zusammenhamigy Glutaminamplifikationskrankheiteein
oft beschriebeneshanomen.in Abhangikeit von dem gewahlten System wurden dabei
Unterschieden der Struktur und Lokalisierungder AggregatebeschriebenDabei konnte in
verschiedenen Zellsystemen ein toxischer Effekt von polyglutaminenthaltenden
Proteinfragmentenachgewiesenverden(Merry et al., 1998, Martindale et al., 1998). Wie
allerdingsAggregate,die aus Proteinenmit verlangerterGlutaminseaquenbestehenzu der

pathogenitatbeitragenist ganzlich ungeklart. Die beobachteteKolokalisierung von AR
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enthaltenden Aggregaten mit Mitochondrigimntein diesemZusammenhangon Bedeutung
sein.Dabeiist dieseBeobachtunginter zwei Gesichtspunkterzu sehen.Zunachsterfordert
die Formierung und Aufrechterhaltungder grof3en zytoplasmatischenStrukturen unter
Umstéanden Energie moglicherweise fihrt dies zu der Beeintrachtigungdes gesamten
Energiehaushaltes der Zellen. Die Kolokalisierung der Mitochaondrien konnt aber auch direkter
zur Pathogenese beitragen. So wurde in Bezu@hafeaHuntingtontatsachlicheine Stérung
des Energiehaushalte®eschrieben.Aus Huntington Patienten isolierte Lymphoblasten
erwiesen sich gegeniber aus Kontrollpersonen gewonnenen Lymphoblasten als
streBempfindlicher. Dies drlckte sich in einer gesteigerten Depolarisierung der
Mitochondrienmembran aus. Der beobachtete Einflu3 auf Mitochondeien war y@dbthit
der Entstehung von Aggregaten korreliert (Satna., 1999). Die Stérungder mitochondrialen
Funktion schienaul3erdenspezifischfir ChoreaHuntingtonzu sein,dain Kontrollansatzen
mit aus SCA-1 PatientengewonnenerLympohblastenkein Einflul3 auf die mitochondriale
Funktion zu beobachtenwar (Sawa & al., 1999). Ob die mitochondriale Funktion in
degenerativenGewebevon SBMA Patientengestortist und ob AR enthaltendeAggregate

daran beteiligt sind ist unklar und bleibt zu erforschen.

Da die Bildung der beschriebeneAggregatehormonabhangigeschiehergibt sich darausdie
Fragenachder Beteiligung der Hormonbindedomanan der Ausbildung dieser Strukturen.
Zunachsthatte die Expressioreiner Rezeptormutantehne Hormonbindedomananabhangig
von der Lange ihrer Glutaminsequenz nicht die Bildung von zytoplasmatischen Aggmagaten
Folge sondernlokalisiertekonstitutiv im Kern. Weiterhin hatte die Behandlungder ARQ22
ARQ77 oderauchARANLSQ77exprimierenderZellen mit Antihormonennicht die Bildung
von zytoplasmatischeS8trukturenzur Folge. Dartiberhinausnhibierte dasAntihormon CPA
die DHT induzierte Bildung von Aggregaten.Da Antihormone auch die DHT induzierte
Transaktivierungsfuntionles Rezeptorsinhibieren, ohne selbst Transaktivierungdurch den
Rezeptor zu bewirken (Berrevoetset al. 1993) erfordert die Bildung der Aggregate
moglicherweiselie gleichenstrukturellenEigenschafteresRezeptors Falls eine Verbindung
zwischender im Zellsystem beobachteterBildung zytoplasmatischerAggregateund der
Pathogenese der spinalen und bulb@eiskelatrophiebesteht,ist die Beobachtungdaldihre

Bildung durch Antihormone inhibiert werden kann mobglicherweise ein interessanter
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therapeutischeAnsatzpunktderin einemTiermodellfir SBMA zu testenware. In diesem
Zusammenhangst erwahnenswert,dall SBMA Patienten aufgrund der bei ihnen zu
beobachtendenmilden Anzeichen von Androgeninsensitivitat einer Hormontherapie
unterzogen wurden (Neuschmid-Kaspar etl#195). Diese Form der Behandlungergabkeine
merkliche Verbesserung der Symptome. Aufgrund der in dieser ArdrgjestellterErgebnisse

stellt eine Antihormontherapie maglicherweise eine effektivere Alternative dar.
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Appendix

Tab. 3: Durchschnittliche Phasenwerteder Hormon abhangigen bzw. unabhéngigen

Lokalisierung des AR nach 0,5 h bzw. 1,5 h

0,5h 1,5h
® Phase Standartabw. ® Phase Standartabw.

I ARQ1-DHT 19 0,06 2,2 0,02
2l ARQ1+DHT | 3,4 0,2 4 0
3| ARQ22-DHT | 1,3 0,04 1,3 0,15
4 ARQ22+DHT | 2,8 0,15 3,5 0,1
5| ARQ77-DHT | 1,0 0,08 1,05 0
6] ARQ77+DHT | 1,6 0,24 3,8 0,1

Durchfihrung des Experimenteswie unter Abb. 9 in Abschnitt 3.6 beschrieben.¢ Phase gibt die
durchschnittliche Phasenverteilungder unteschiedlichenRezeptoren(ARQ1, ARQ22 bzw. ARQ77) zum
Zeitpunkt 0,5 h bzw. 1,5 h an. Die Werte stamnaesdrei unabhangigemuszahlungervon insgesamtl1000
Zellen.

Tab. 4 A: Hormon abhangige bzw. unabhéngige Lokalisierung der Rezeptorvarianten

ohne bzw. mit Nocodazol nach 0,5 h

-Nocodazol +Nocodazol
2,4 1,7

1l ARQ1-DHT

2l ARQ1+DHT 3,4 3,3

3 ARQ22-DHT 1,0 1,0

4 ARQ22+DHT 3,0 2,9

5| ARQ77-DHT 1,0 0,5

6| ARQ77+DHT 2,2 2,0

91




Tab. 4 B: Hormon abhéangige bzw. unabhangige Lokalisierung der Rezeptorvarianten

ohne bzw. mit Nocodazol nach 1,5 h

-Nocodazol +Nocodazol
2,2 1,7

1l ARQ1-DHT

2l ARQ1+DHT 3,8 3,8

3| ARQ22-DHT 0,8 1,0

4 ARQ22+DHT 3,6 3,4

5| ARQ77-DHT 0,8 0,8

6| ARQ77+DHT 3,9 3,8

Hormon abh&angige und unabhéngige Lokalisierung der unterschiedlichen RezeptorvariAbteémigigkeitvon
Mikrotubuli. (A) Phasenverteilunger unterschiedlicherRezeptorvariantemach 0,5 h bei Anwesenheitbzw.
Abwesenheitvon Nocodazol.(B) Phasenverteilungler unterschiedlicherRezeptorvariantemach 1,5 h bei
Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Nocodazol. Durchfiihrung des Experimgataster Abb.10 in Abschnitt
3.7 beschrieben.
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