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Zusammenfassung

Molekularbiologische Untersuchungen von Androgenresistenzsyndromen haben zusétzliche
Einblicke in die Wirkungsweise der Androgene und deren Rezeptor, des Androgenrezeptors
(AR), wihrend der embryonalen méannlichen Geschlechtsentwicklung gegeben. Dabei zeigt
sich, da Mutationen im Androgenrezeptor die Ursachen fiir eine gestdrte ménnliche
Geschlechtstentwicklung sind. Fehlfunktionen (Mutationen) des Androgenrezeptors betreffen
meist die Hormon- und DNA-Bindungsdoménen. Eine dritte wichtige Doméne ist die
aminoterminale Region des Androgenrezeptors. Sie besitzt transaktivierende und reprimierende
Eigenschaften und spielt bei Interaktionen mit anderen Proteinen (z.B. Transkriptionsfaktoren,
oder Koaktivatoren) eine Rolle. Der Beitrag aminoterminaler Bereiche zur Transaktivierung,
Repression und DNA-Bindung, ist bisher aber noch nicht so gut charakterisiert, wie die der
beiden anderen Regionen des AR. Da die rezeptorvermittelte Androgenwirkung im Zellkern
stattfindet, muB der Androgenrezeptor, der nicht von selbst in den Kern gelangen kann, durch
sogenannte Kerntransportproteine durch die Kernporen in den Zellkern transportiert werden.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Mutanten des
Androgenrezeptors, die bei Patienten mit kompletter Androgeninsensitivitdt gefunden wurden,
auf ihre Kerntranslokalisationseigenschaften untersucht. Durch Immunfluoreszenz- und
Kernimportanalysen konnte gezeigt werden, daB3 die mutierten Androgenrezeptoren nach
Androgenbehandlung nicht im Zellkern lokalisiert waren. Durch Protein-Protein-
Interaktionsexperimente konnte weiterhin gezeigt werden, dal der erste Schritt des
Kerntransports, die Bindung durch die Kerntransportproteine, nicht durch die Mutationen
behindert wird. Es ist deshalb zu vermuten, daf nachfolgende Mechanismen des
Kerntransports, die den Transport durch die Kernporen regeln, durch die Mutationen im
Androgenrezeptor beeinflufit werden.

In einem weiteren Teil der Arbeit werden die Funktionen des Aminoterminus des
Androgenrezeptors mit Hilfe verschiedener N-terminaler Deletionsmutanten und chimérer
Rezeptorkonstrukte analysiert. Es konnte gezeigt werden, daf spezifische Sequenzen im
N-terminalen Breich zur transaktivierenden Eigenschaft des Rezeptors beitragen. Hingegen ist
die Funktion dieses Bereiches bei der DNA-Bindung sequenzunspezifischer Natur und somit
auf die Stabilisierung des Rezeptor-Homodimers an der DNA zurtickzufiihren. Stabilisierende
Eigenschaften des N-Terminus des Androgenrezeptors werden auch fiir die Repression
bendtigt, wobei diese, wie der Beitrag zur DNA-Bindung, nicht sequenzspezifisch sind,
sondern auf strukturelle Verdnderungen oder Interaktion mit Proteinen beruhen.

Desweiteren wurde eine Mutation im N-Terminus des Androgenrezeptors eines Patienten mit
Reifensteinsyndrom charakterisiert. Genitalhautfibroblasten des Patienten wurden in Protein-
und RNA-Analysen untersucht und zusitzlich transiente Transfektionsexperimente mit einem
Expressionsvektor, der den mutierten AR enthélt, durchgefiihit. Sowohl die
Genitalhautfibroblasten als auch transient transfizierte Cos-7 Zellen zeigten eine Reduktion in
der Rezeptorprotein- und mRNA-Menge. RNA-Gelretardationsuntersuchungen zeigten eine
zellspezifische Bindung von Protein an die mutierte mRNA. Es kann deshalb postuliert werden,
daf ein spezifisches Protein (Proteine) die Mutation in der mRNA des Patienten mit partieller
Androgeninsensitivitét erkennen und daran binden und dies zu einer Degradation der mRNA
fiihrt.
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Abstract

Molecular investigations of androgen resistance syndromes give an insight into the
physiological function of androgen and the androgen receptor (AR) during male embryonic
sexual development. It has been shown that mutations in the androgen receptor are the cause for
a disturbed male sexual development. Malfunctions (mutations) in the androgen receptor mostly
affect the hormone- and DNA-binding domains. A third important domain is the amino terminal
region of the androgen receptor. It possesses transactivating and repressing potential and plays a
role in the interaction with other proteins (e.g. transcription factors or coactivators). The
contribution of amino terminal regions to transactivation, transrepression and DNA-binding is
not as well characterized as for the other two domains of the AR. As androgen-mediated action
of the AR takes place in the nucleus, this receptor which is initially outside the nucleus, needs to
be transported with the help of nuclear transport proteins through the nuclear pore into the
nucleus.

In the first part of this work, two different mutants of the androgen receptor isolated from
patients with complete androgen insensitivity were analyzed for their ability to be translocated
into the nucleus. Imunofluorescence and nuclear import assays showed that upon hormone
treatment, the mutant androgen receptors were unable to enter the nucleus. Protein-protein
interaction experiments further indicated that the first step of the nuclear import, which involves
the binding of the receptor to nuclear transport factors, was not affected by the mutations. It is
therefore likely that subsequent steps encompassing transport through the nuclear pore, are
influenced by the mutations in the androgen receptor.

In the second part of this work, the function of the N-terminal region of the AR was analyzed
with the help of N-terminal deletion mutants and chimeric receptor constructs. It was shown that
specific sequences in the amino terminus contributed to transactivation by the receptor.
However, this region did not contribute to DNA-binding in a sequence-specific manner. But its
effects on this function of the receptor is most likely to stabilize the androgen receptor
homodimers on the DNA. The stabilizing effects of the N-terminus of the androgen receptor are
also needed for the repression function of the receptor. In this case too, their contribution is not
sequence-specific but is based on structural alterations or interaction with other proteins.

Furthermore a mutation in the N-terminal region of the androgen receptor from a patient with
Reifenstein syndrome was investigated. Genital skin fibroblasts of the patient were analysed in
protein- and RNA-binding-experiments and in addition transient transfection studies with the
mutated receptor expression vector were carried out. In these studies both genital skin
fibroblasts and the transfected COS-7 cells showed reduced level of mutated receptor-protein
and mRNA. In RNA-electrophoretic mobility shift assays, specific binding of cellular protein(s)
to the mutated RNA-oligonucleotide-sequence was observed. The binding correlated with the
reduced amount of the mutated AR protein and mRNA. It was therefore postulated that specific
protein(s) recognize the mutation in the mRNA of the patient with Reifenstein syndrome and
that the binding of these proteins leads to an enhanced degradation of the mutated mRNA.
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Einleitung

1 Einleitung

,,De hermaphroditorum natura* hief} die Uberschrift eines Artikels von Steglehner, der vor iiber
180 Jahren erschien (Steglehner G., 1817, zitiert von Leopold, 1875), und in dem der Fall
eines minnlichen Scheinzwitters (Pseudo-Hermaphroditismus masculinus externus), wohl zum
ersten mal wissenschaftlich bekundet wurde. Eine klassische Definition der ,testikuldren
Feminisierung®, die sich auf Untersuchungen von 82 Individuen stiitzte, wurde erst 1953 von
Morris festgelegt (Morris J.M., 1953). Seither konnten viele Aspekte in der sexuellen
Differenzierung beim Mann, die zu Scheinzwittertum fiihren, aufgedeckt werden.

1.1 Normale méannliche Geschlechtsentwicklung und Androgen-
rezeptor

1.1.1 Normale minnliche Geschlechtsentwicklung

Der Beginn der ménnlichen Geschlechtsentwicklung erfolgt mit der Befruchtung. Hier wird der
heterogametische ménnliche Karyotyp 46XY, durch Kombination der Geschlechts-
chromosomen X (von der Frau) und Y (vom Mann), festgelegt (Griffin und Wilson, 1989). Die
embryonale Geschlechtsentwicklung des Menschen verlauft in den ersten Wochen identisch,
wobei die Anlagen fiir die Ausbildung beider Geschlechter (indifferente Gonaden und externe
Genitalien, Miiller"sche und Wolff sche Génge) vorhanden sind (Quigley et al., 1995). Mit der
'Expression des Testis determinierenden Faktors (TDF), dessen Gen SRY (Sex-determinierende
Region des Y-Chromosoms) auf dem Y-Chromosom lokalisiert ist (Sinclair et al., 1990),
beginnt ab der sechsten Woche die Ausbildung des gonadalen Geschlechts. Dieser Faktor leitet
die Differenzierung der indifferenten Gonaden ein, welche sich beim Mann zu Hoden
entwickeln. Die Hodenentwicklung ist also kein Androgen-abhéangiger Prozefl (Quigley et al.,
1995). Nach der Sex-Determination (Hodenentwicklung) erfolgt die Geschlechts-
differenzierung, wobei zwei Hormone eine wichtige Rolle spielen. Sertoli-Zellen, die sich aus
den primdren Gonadenstringen entwickeln, produzieren das Anti-Miiller-Hormon (oder
Miillerinhibitor), ein Polypeptid, das fiir die Regression der Miiller"schen Ginge zustindig ist,
wodurch die Ausbildung weiblicher innerer Geschlechtsorgane unterdriickt wird (Jost, 1990).
Durch die Sertoli-Zellen wird auch die Differenzierung der Leydig-Zellen aus interstitiellem
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Gewebe der Hoden induziert. Diese wiederum produzieren ein weiteres, fiir die ménnliche
Geschlechtsentwicklung sehr wichtiges Sexualhormon, das Testosteron (T). Testosteron ist fiir
die Entwicklung der Nebenhoden, Samengang und akzessorische Geschlechtsdriisen (Prostata
und Samenblasen) verantwortlich (Griffin und Wilson, 1989). Nach Abschluf3 der Entwicklung
der inneren Geschlechtsorgane wird, ab der 13. Schwangerschaftswoche, ein weiteres
wichtiges miénnliches Sexualhormon, Dihydrotestosteron (DHT), durch Umformung von
Testosteron, durch das Enzym S50-Reduktase, gewonnen (Beaulieu, 1990, Quigley et al.,
1995). DHT ist hauptsichlich fiir die Entwicklung der duBeren Geschlechtsorgane zusténdig.
Es induziert die Entwicklung der Harnrohre, des Penis, des Hodensacks (Skrotum) und des
Driisengewebes der Prostata (Reinboth, 1980). Fiir die Vermittlung der androgenen Wirkung
beider Hormone, T und DHT, ist die Anwesenheit eines funktionsfihigen Rezeptors, des
Androgenrezeptors, notwendig. Storungen der Androgenwirkung, sei es durch Produktion
oder Umformung der miénnlichen Sexualhormone oder eine Fehlfunktion des
Androgenrezeptors konnen beim Mann zu unterschiedlich schweren Defekten in der
Entwicklung des ménnlichen Geschlechts fiihren. (Zur Ubersicht siehe u. a. Reinboth, 1980,
Griffin und Wilson, 1989, Jost, 1990, Baulieu, 1990, Quigley et al., 1995 und Wiener et al.,
1997.)

1.1.2 Struktur und Funktion des Androgenrezeptors

Durch Diffusion gelangen die Androgene durch die Membranen von Zellen jedoch nur in
Zellen, die ein bestimmtes Protein, den Androgenrezeptor, exprimieren, konnen sie ihre
Wirkung vermitteln. Der Androgenrezeptor spielt eine Schliisselrolle in der Weiterleitung des
androgenen Signals, welches fiir eine normale Differenzierung und Funktion der ménnlichen
Geschlechtsorgane verantwortlich ist.

Der Androgenrezeptor gehort zu einer Gruppe von verwandten Steroidhormonrezeptoren, die
sich neben Sequenzihnlichkeiten, auch durch die Fahigkeit auszeichnen, iiber die Bindung an
ein gemeinsames DNA-Element (hormone responsive element, HRE), Transaktivierung von
Zielgenen zu vermitteln (Quigley et al., 1995). Zu dieser Gruppe zéhlen aufler dem AR auch der
Glukokortikoid-, der Progesteron- und der Mineralokortikoidrezeptor. Sie stellt eine
Untereinheit der Superfamilie der Kernrezeptoren dar. Zu den Kernrezeptoren werden weiterhin
der Ostrogenrezeptor, der Thyroidhormonrezeptor, der Vitamin-D-Rezeptor, die
Retinsdurerezeptoren und eine Anzahl von weiteren Rezeptoren, fiir die bis jetzt noch keine
Liganden gefunden wurden, gezéhlt (Mangelsdorf et al., 1995, Quigley et ai., 1995).

Das Gen des Androgenrezeptors liegt als Einzelkopie auf dem X-Chromosom vor und
tiberspannt eine Linge von 90 kb (Migeon et al., 1981, Kuiper et al. 1989, Quigley et al.,
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1995, Abb. 1). Die proteinkodierende cDNA, mit einer Grofie von etwa 2759 Basenpaaren (die
Anzahl ist durch die Lange der homopolymeren Regionen im N-Terminus (siche weiter unten)
unterschiedlich), umfafit 8 Exons, die eine mRINA von ca. 9,6 kb kodieren und ein Protein von
910-919 Aminoséduren mit einer molaren Masse von 110-112 Kilodalton (kD) exprimieren
(Lubahn et al., 1988, Trapmann et al., 1988, Chang et al., 1988, Tilley et al., 1989, Jenster et
al., 1991, siehe auch Abb. 1).

X-Chromosom

Gen - —
5 Intron 1 2 3 4 5 6 7 .
<{ A - B | D]
IntrongroBe (kb) > 26 >15 26 56 48 0,8 07
cDNA
< A |B]|C[D|E|F|G|[HI+
ExongroBe (bp) 1613 152 117 288 145 131 158 155
DNA-Binde-
Rezeptorprotein doméne
N-terminale Region Hormonbindedoméne
NH2 = Zn Zn] COOH
1 [ NLS 919
Gin 11-31
n 1l Pro 8 617-633
Gly 16-24

Abb. 1: Schematische Darstellung des X-Chromosoms, des AR-Gens, der ¢cDNA und des
AR-Proteins. Das AR-Gen ist auf dem langen Arm des X-Chromosoms an Position Xq11-12 lokalisiert. Das
Gen besteht aus 8 Exons und 7 Introns, die etwa 2759 Basenpaare an cDNA exprimieren. Das Rezeptorprotein
besteht aus ca. 919 Aminoséuren, wobei die Zahl durch die homopolymeren Regionen im N-Terminus variieren
kann. Das Protein wird in 3 Hauptregionen eingeteilt, N-Terminus, DNA-Bindedomine (DBD) und
Hormonbindedoméne (HBD). Zwischen DBD und HBD liegt das Kernlokalisationssignal (NLS). Zn zeigt die
Position der ,,Zinkfinger an. Gln=homopolymere Glutaminregion, Pro= homopolymere Prolinregion, Gly=
homopolymere Glycinregion.

Der Androgenrezeptor besitzt, wie alle Steroidhormonrezeptoren, drei Hauptdoménen, eine N-
terminale Modulatorregion, die zwischen den Steroidhormonrezeptoren geringe Homologie
aufweist, eine DNA-Bindungsdomine (DBD), die in dieser Familie sehr gut konserviert ist,
und eine C-terminale Hormonbindungsdoméne (HBD), mit wenig Homologie zwischen den
Steroidhormonrezeptoren (Beato, 1989 u. 1993, Abb. 1).
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Der N-Terminus, besitzt transaktivierende (Transkriptionsaktivierung) Eigenschaften, wozu
hauptsédchlich die Aminoséduren 141-338 beitragen (Simental et al., 1991, Jenster et al., 1991 u.
1992). Zwei Bereiche AF-la (activator function la, Aminosduren 154-167) und AF-1b
(Aminosduren 295-359) wurden von Chamberlain et al. beschrieben. Die Autoren zeigten, dafl
beide Untereinheiten separat zur maximalen transaktivierenden Funktion des AR beitragen, aber
keine reprimierenden Eigenschaften besitzen (Chamberlain et al., 1996). Eine weitere Funktion
ist die Stabilisierung der DNA-Bindung durch Interaktion mit Proteinen. Kupfer et al. zeigten,
dall durch Interaktion des N-Terminus mit dem insulin degrading enzyme (IDE), die DNA-
Bindung des Androgenrezeptors verstiarkt wurde (Kupfer et al., 1993 u. 1994). Weiterhin
scheint der N-Terminus des AR bei der Stabilisierung des Rezeptorproteins durch interne
Wechselwirkung mit dem C-Terminus eine Rolle zu spielen (Zhou et al., 1995).
Besonderheiten des N-Terminus sind drei homopolymere Aminosdurenregionen, eine
Glutaminregion, eine Prolinregion und ein homopolymerer Glycinbereich (Abb. 1). Die
Funktion dieser Bereiche ist noch nicht aufgeklért, es werden ihnen aber transaktivierende
Wirkung durch Protein-Protein-Interaktionen zugeschrieben (Gerber et al., 1994). Eine
Verldngerung der homopolymeren Glutaminregion iiber eine bestimmte Anzahl von
Glutaminresten hinaus fiihrt zu einer neurodegenerativen Krankheit, die sogenannte spinale und
bulbidre Muskelatrophie (SBMA), auch als Kennedysyndrom bekannt (La Spada et al., 1991).
Die DNA-Bindedomine (DBD) wird durch die beiden Exons B und C codiert (Abb. 1). Sie
besteht aus zwei Cystein-reichen Motiven, in denen je ein Zinkmolekiil durch je vier
Cysteinreste komplexiert wird (Abb. 1). Die DBD ist unter den Steroidhormonrezeptoren sehr
gut konserviert, und die Struktur und Interaktion mit der DNA beim Glukokortikoidrezeptor
kristallographisch aufgekldrt (Hérd et al., 1990, Luist et al., 1991). Es ist sehr wahrscheinlich,
dafl der Androgenrezeptor die gleiche Struktur in der DNA-Bindungsdomine wie der GR
aufweist, und durch die homologen Aminosiuren mit der DNA interagiert. Beim
Glukokortikoidrezeptor interagiert der erste Zinkfinger mit der DNA, der zweite stabilisiert
einerseits die DNA-Bindung durch Interaktion mit dem Phosphatriickgrat, und andererseits ist
er fiir die Rezeptordimerisierung verantwortlich (Forman und Samuels, 1990, Hérd et al.,
1990, Luisi et al., 1991, Dahlman-Wright, 1991).

Der an die DBD angrenzende C-terminale Bereich (Aminosduren 614-670) wird als
Gelenkregion (hinge region) bezeichnet und beinhaltet das Kernlokalisationssignal des
Androgenrezeptors (Aminosduren 617-633), welches fiir den Transport in den Zellkern wichtig
ist (Jenster et al., 1992, Zhou et al., 1994).

Proteine, die im Zellkern ihre Funktion ausiiben (z.B. Transkriptionsfaktoren) miissen die
Kernmembran passieren, um in den Kern zu gelangen. Dies geschieht an bestimmten Stellen
der Kernmembran, den Kernporen. In der folgenden Abbildung (Abb. 2) ist der klassische
Mechanismus des Kernimports von Proteinen dargestellt.
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Abb. 2: Modell des Kklassischen Kerntransports durch die Kernpore. Erklirung im Text.
NPC=Kernporenkomplex, NLS=Kernlokalisationssignal, o u. B sind die NLS-Rezeptoren Importin-o¢ und
Importin-B, RanGTP und RanGTP sind Ras verwandte Kernproteine an GTP o. GDP gebunden, p10=Xenopus
Homolog des menschlichen NTF2 (Kerntransportfaktor 2).

Der Kernporenkomplex (nuclear pore complex, NPC, siehe Abb. 2), der eine Masse von
ungefdhr 125 Megadalton in hoheren Eukaryonten hat, ist aus ca. 100 verschiedenen
Polypeptiden aufgebaut (Gorlich und Mattaj, 1996). Er besitzt einen durch passive Diffusion
passierbaren Kanal mit einen Durchmesser von etwa 10 nm (Adam und Gerace, 1990, Gorlich
und Mattaj, 1996). Kernproteine, die eine molekulare Masse von 70 Kilodalton iiberschreiten,
kdnnen nicht durch passive Diffusion durch die Kernporen diffundieren, sie miissen aktiv in
den Kern transportiert werden (Paine et al., 1975, Adam et al., 1990). In diesem Fall kann der
Porendurchmesser auf ungefidhr 30 nm vergrofiert werden (Dworetzky und Feldherr, 1988,
Adam und Gerace, 1990). Proteine dieser Grofe besitzen Erkennungssequenzen, sogenannte
Kemlokalisationssignale (nuclear localization signal, NLS), die von Rezeptoren erkannt werden
und daran binden (Adam & Gerace, 1991). Klassische NLS-Rezeptoren sind Importin-ot und
Importin-f (Weis et al., 1995, Gorlich et al., 1995, Abb. 2). Importin-ot ist der Rezeptor, fiir
den gezeigt wurde, dafl er ein NLS erkennen kann und daran bindet, Importin-f§ bindet
daraufhin an Importin-ot und lagert den trimeren Komplex aus NLS-Protein, Importin-o und
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Importin-B an Kernporenproteine des NPCs an (Simos und Hurt, 1995, Weis et al., 1996b,
siche Abb. 2). Diese Reaktionen sind energieunabhingig. In mehreren, noch nicht genau
verstandenen Schritten, wird das NLS-Protein, unter Beteiligung von Kernporenproteinen und
weiteren, am Transport beteiligten Proteinen (pl0, Ran, siehe Abb. 3) und unter
Energieverbrauch in den Kern transportiert, wo der Komplex dissoziiert und das Kernprotein
freigegeben wird (Weis et al., 1996b, Abb. 2). (Zur weiteren Ubersicht siehe u. a. , Moore &
Blobel, 1992, 1993 u. 1994, Melchior et al., 1993, Powers und Forbes, 1994, Simos und
Hurt, 1995, Koepp & Silver, 1996, Gorlich et al., 1996b, Pennisi, 1998.)

Obwohl das NLS fiir den Kerntransport von Steroidhormonenrezeptoren wichtig ist, was durch
Untersuchungen von NLS-Mutanten gezeigt wurde (Jenster et al., 1993, Jewell et al., 1995,
Ylikomi et al., 1992), ist es nicht klar wie der Mechanismus des Kerntransports von
Steroidhormonrezeptoren ablduft, und es wurden auch bisher noch keine Interaktionen
zwischen NLS-Rezeptoren und Steroidhormonrezeptoren gezeigt.

Eine weitere wichtige Region ist die Hormonbindungsdomaéne, die durch die Exons E-H kodiert
wird (HBD, Aminoséduren 670-919, Abb. 1). Die Struktur der Androgenrezeptor HBD ist noch
nicht aufgeklart, aber die Kristallstruktur des menschlichen Retinsdurerezeptors (RAR)Y, ein
Mitglied der Kernrezeptorfamilie, wurde vor kurzem analysiert (Renaud et al., 1995). Die
Struktur der HBD des (RAR)y besteht aus 11 «a-Helixdominen, die in drei Schichten
iibereinandergestapelt vorliegen (Fuhrmann et al., 1997). Dieses Modell der HBD dient
mittlerweile als Prototyp fiir alle Mitglieder der Kernrezeptorfamilie (Wurtz et al., 1996).

Die Funktion der HBD des Androgenrezeptors ist die spezifische, hochaffine Bindung von
Androgenen (Quigley et al., 1995). In dieser Region befinden sich auch die Bindungsstellen fiir
die inhibitorischen Hitzeschockproteine (Veldscholte et al., 1992a, 1992b). AuBlerdem wird ihr
eine Rolle in der Rezeptordimerisierung zugewiesen. Weiterhin wird vermutet, daf3 auch sie
transaktivierende Aktivitit vermittelt (Wong et al., 1993, Jenster et al., 1991).

1.1.3 Wirkung der Androgene

Die lipophilen Androgene sind in der Lage, passiv durch die Zellmembran zu diffundieren. Im
Zytoplasma binden sie an den Androgenrezeptor, der durch die Komplexierung mit
Hitzeschockproteinen in einem inaktiven Zustand vorliegt (Abb. 2, Pratt, 1993, Patterson et al.,
1994). Durch Hormonbindung wird der Rezeptor in seine aktive Form tiberfiihrt, wobei der
Hitzeschockprotein-AR-Komplex dissoziiert (Abb. 3, Grino et al., 1990). Vorher maskierte
funktionelle Doménen des Rezeptors, welche flir Kernimport, Dimerisierung und DNA-
Bindung notwendig sind, werden vermutlich dadurch freigegeben. Der Rezeptor kann nun in
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den Kern gelangen, um seine klassische Funktion, die Regulation von Zielgenen, auszuiiben
(Quigley et al., 1995).

S
) ® Androgene

I Zelle
4 ? ,

Aktivierung «

Zellkern

\:Zytopl asma p

Abb. 3: Der Androgenrezeptor vermittelt aktivierende wund reprimierende Wirkungen der
Androgene. Schematische Darstellung der klassischen Androgen-vermittelten Wirkung durch den
Androgenrezeptor. Die Mechanismen werden im Text erkldrt. AR=Androgenrezeptor, HSP=Hitzeschockproteine,
ARE=Androgen responsives Element, nARE=negatives ARE, TF=Transkriptionsfaktor, basal=basale
Transkriptionsmaschinerie.

Der Androgenrezeptor kann im Zellkern auf positive und negative Weise die Expression von
Genen modulieren. Die bestuntersuchte und charakterisierte Funktion ist die der
Transaktivierung. Das Rezeptordimer ist in der Lage, spezifische Bindungsstellen in der
Promotorregion von Zielgenen zu erkennen, daran zu binden, und diese Gene zu aktivieren
(Abb. 3, siehe ,,Aktivierung®). Eine solche Bindungsstelle stellt das sogenannte Hormon-
responsive Element (hormone. response element, HRE) dar, fir das die zweigeteilte
Nukleotidsequenz 5'GGTACAnnnTGTTCT 3 kodiert (van der Ahe et al., 1985, Cato et al.,
1987, Cato und Weinmann, 1988, Beato, 1989). An das HRE konnen ebenfalls der GR, PR,
und MR binden. Neben dieser Sequenz wurden in verschiedenen androgenen Zielgenen
weitere, fiir den AR zum Teil spezifische, Bindungssequenzen (Androgen responsive Elemente,
ARE, Abb. 3) gefunden (zur Ubersicht siehe Lindzey et al., 1994, Claessens et al., 1996).
Nach Bindung an die DNA kann der Rezeptor mit Proteinen der basalen
Transkriptionsmaschinerie interagieren und die Expression des Gens aktivieren (McEwan und
Gustafsson, 1997). Interaktionen mit akzessorischen Proteinen, wie Androgenrezeptor-
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assoziiertes Protein (ARA,;), Insulin-degradierendes Enzym (IDE, auch rezeptor accesory
factor, RAF) oder CREB-bindendes Protein (CBP) konnen die transkriptionelle Aktivitdt des
AR verstarken, wobei diese Koaktivatoren keine eigenen transaktivierenden Effekte besitzen
(Kupfer et al., 1993, Yeh und Chang, 1996, Aarnisolo et al., 1998).

Zusdtzlich zur transaktivierenden Eigenschaft besitzt der Androgenrezeptor auch eine
reprimierende Funktion (Repression der Transkription von Genen), welche auf verschiedene
Weise vermittelt werden kann. Der AR kann durch Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren hemmende Funktion auf diese ausiiben. Eine weitere Moglichkeit der
negativen Regulation besteht in der Bindung des AR an ein erst kiirzlich beschriebenes
negatives ARE, wodurch die Reprimierung eines Gens erfolgen kann (Abb. 3).

Hemmung der Transaktivierung durch Interaktion des AR mit Transkriptionsfaktoren wurde
von mehreren Forschungsgruppen berichtet. Kallio et al. berichteten eine Hemmung eines
durch den Transkriptionsfaktor c-Jun aktivierbaren Reportergens durch Wechselwirkung des
AR mit c-Jun ohne direkte Bindung des AR an das AP-1-Element, welches die Bindestelle fiir
das c-Jun-Homodimer markiert (Kallio et al., 1995). Sie zeigten auch, da$ fiir diese Hemmung
die N-terminalen Aminoséuren 147-296 des AR benoétigt werden, ein Bereich, fiir den berichtet
wurde, dal er fiir die transaktivierende Funktion des Androgenrezeptors zustindig ist
(Aminoséduren 51-211 u. 244-360 bei Jenster et al., 1991, 1-338 bei Simental et al., 1991, 154-
167 u. 295-359 bei Chamberlain et al., 1996).

Eine andere Gruppe zeigte, dal durch Interaktion des Androgenrezeptors mit einer Untereinheit
des Transkriptionsfaktors NFxB (RelA), die RelA vermittelte Transaktivierung gehemmt wird.
Umgekehrt kann die AR-vermittelte Transaktivierung durch RelA reprimiert werden. An der
Vermittlung dieser Effekte sind N-terminale Bereiche des AR beteiligt (Palvimo et al., 1996). In
einer spiteren Veroffentlichung dieser Gruppe wird erklédrt, daB Kompetition um den
Koaktivator CBP, der die Transaktivierungsaktivitit von AR und NFxB verstdrken kann, der
Grund fiir die Hemmung der jeweiligen Transaktivierungseigenschaften ist (Aarnisolo et al.,
1998). Andererseits wird berichtet, daB durch die Aufrechterhaltung der Menge des NFxB

Inhibitors IxkBe, die Inhibition der NFxB-vermittelten Transaktivierung erreicht wird (Keller et
al., 1996). Eine Interaktion des AR mit dem Transkriptionsfaktor ERM, wodurch dieser in
seiner Transaktivierungsaktivitit gehemmt wird, wurde von Schneikert et al. beschrieben
(Schneikert et al., 1996). Die Autoren zeigten, daf fiir die Hemmung der Transaktivierung des
menschlichen Kollagenase-I-Gens durch den Androgenrezeptor keine DNA-Bindung aber
N-terminale Sequenzen des AR ben&tigt werden.

Die Hemmung durch DNA-Bindung des AR an ein negatives Androgen-responsives Element
wurde von Zhang et al. gezeigt. Sie zeigten, dal der Androgenrezeptor durch Bindung an ein
negatives HRE im Gen eines Tumorsupressors (Maspin), dessen Sequenz
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(5"GTACTCTGATCTCC3") zur Konsensussequenz des klassischen HRE
(5"GGTACAnnnTGTTCT3") nur wenig Homologie besitzt, Transaktivierung dieses Gens
hemmt (Zhang et al., 1997). Burgos-Trinidad et al. untersuchten die Hemmung der Expression
einer Lyase in der Maus (Maus-P450c17 Gen) durch den AR (Burgos-Trinidad et al., 1997).
Sie zeigten, daB fiir eine Hemmung der Transaktivierung durch den AR, eine intakte DNA-
Bindungsdomine des AR benotigt wird, und da3 der AR in DNAsel-footprint-Analysen mit
einer bestimmten Region im Promotor des Gens interagiert.

Diese Berichte zeigen, daB der Androgenrezeptor in der Lage ist, durch unterschiedliche
Mechanismen transaktivierende und transreprimierende Wirkungen von Androgenen zu
vermitteln. Verschiedene Koaktivatoren konnen die transaktivierende Aktivitdt des Rezeptors
verstirken, oder seine hemmende Wirkung auf transaktivierende Faktoren durch Interaktion mit
dem AR aufheben. Hemmung durch den Androgenrezeptor scheint durch mindestens zwei
Mechanismen zu erfolgen, zum einen durch Interaktion mit transaktivierenden
Transkriptionsfaktoren, zum anderen durch Bindung an ein negatives Hormon-responsives
Element. N-terminale Bereiche des Androgenrezeptors spielen bei beiden Funktionen eine Rolle
und scheinen sich zum Teil zu {iberschneiden.

Eine Trennung der transaktivierenden und reprimierenden Eigenschaft des Androgenrezeptors
und besonders des N-Terminus wiirde daher zum besseren Verstindnis tiber die Aktivitdt des

Androgenrezeptors beitragen.

1.2 Androgeninsensitivitit

Storungen in der Vermittlung der androgenen Wirkung bei genetisch als ménnlich
determinierten Individuen konnen dazu fithren, dal das gonadale Geschlecht nicht in den
ménnlichen Phénotyp umgesetzt wird. Ursachen fiir Androgenresistenz konnen in der
Biosynthese des testikuldaren Testosterons (T) oder in einer Storung der Umformung von
Testosteron zu Dihydrotestosteron (DHT) durch das Enzym So-Reduktase liegen, worauf hier
nicht ndher eingegangen wird (Eberle und Klocker, 1993). Eine weitere Ursache betrifft den
Androgenrezeptor, der fiir die Vermittlung der androgenen Wirkung zusténdig ist. Mutationen
im AR-Gen koOnnen verschiedene Funktionen des AR beeinflussen. Hiufig wird die
Androgenbindung des Rezeptorproteins gestdrt, Mutationen konnen aber auch zu
Fehlfunktionen der DNA-Bindungsaktivitdt, der transaktivierenden und transreprimierenden
Aktivitdt des Rezeptors fiihren (Eberle und Klocker, 1993, Quigley et al., 1995). Je nach
schwere der Androgenresistenz treten verschiedene Formen des ménnlichen
Pseudohermaphroditismus (Pseudohermaphroditismus masculinus) auf, die von infertilen
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Mainnern tiber partielle Virilisierung (Reifensteinsyndrom) bis hin zu phénotypisch weiblichen
Individuen (Testikuldre Feminisierung) reichen (Griffin und Wilson, 1989, Quigley et al.,
1995). Das Spektrum der Krankheiten wird in zwei Kategorien eingeteilt, partielle und
komplette Androgeninsensitivitdt, welche die Syndrome der mannlichen Infertilitdt und das
Reifensteinsyndrom beinhalten (Quigley et al., 1995). (Zur Ubersicht siehe u.a. Griffin und
Wilson, 1989, McPhaul et al.,, 1991, Eberle und Klocker, 1993, Quigley et al., 1995,
Brinkmann et al.,1996.)

1.2.1 Komplette Androgeninsensitivitit

Die schwerwiegendste Form von Pseudohermaphroditismus masculinus ist die komplette
Androgeninsensitivitidt (complete androgeninsensitivity, CAl). Sie ist geschlechtsgebunden
rezessiv und zeigt den ménnlichen Karyotyp 46XY. Nach einer dinischen Studie von 1992 liegt
die Verbreitung der Krankheit bei etwa 1: 20400 ménnlicher Geburten (Bangsboll et al., 1992).
Patienten mit CAIS zeigen einen weiblichen Phidnotyp mit normaler Brustentwicklung und
weiblichen #ufleren Genitalien, wobei die Axillar- und Schambehaarung (Pubesbehaarung)
fehlt. Weitere Kennzeichen sind unterentwickelte Schamlippen (Labien) und eine blind endende
Vagina. Ferner sind Hoden im Leistenkanal oder in den Labien zu finden, Wolff’sche und
Miiller‘sche Derivate fehlen. Ferner sind die Plasmaspiegel von Testosteron, C)strogen und
Lutenisierungshormon (LLH) erhoht (Griffin und Wilson, 1989, Quigley et al., 1995).

Die Defekte im Androgenrezeptor bei Patienten mit kompletter Androgeninsensitivitit rangieren
von Deletionen im AR-Gen, wodurch kein oder nur Teile des AR-Proteins exprimiert werden,
iiber Punktmutationen, wodurch Stop-Kodons erzeugt werden, die zu deletierten Rezeptoren
fiihren, bis hin zam Austausch von Aminoséuren, die die DNA-Bindung und Androgenbindung
beeinflussen (Quigley et al., 1995).

1.2.2 Partielle oder inkomplette Androgeninsensitivitit

Die Krankheit ist wie bei CAIS geschlechtsgebunden rezessiv und zeigt den ménnlichen
Karyotyp 46XY. Wegen der Vielfalt der Erscheinungsformen, die ‘auch zum Teil nicht
dokumentiert werden, wie im Falle des ménnlichen Infertilitdtssyndroms, ist tiber die
Verbreitung nichts bekannt (Quigley et al., 1995).

Der Phinotyp bei Patienten mit partieller Androgeninsensitivitit (PAIS) umfafit eine grofie
Varietdt weniger stark ausgeprégter Virilisierungsdefekte. Sie rangieren von normalen
ménnlichen Phinotypen, wie beim ménnlichen Infertilitdtssyndrom, tiber Unterentwicklungen
der ménnlichen Erscheinungsform mit verschiedenen Formen von Hodenhochstand
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(Kryptorchismus) und Mikropenis, bis hin zum weiblichen Phénotyp, dhnlich wie bei CAIS,
jedoch mit normaler Axillar- und Pubesbehaarung. Weiterhin sind Derivate der Wolff schen
Ginge, wie Nebenhoden, Samenleiter und Samenblase, vorhanden, wihrend Derivate von
Miiller’schen Giéngen fehlen. Die Plasmaspiegel von Testosteron, Ostrogen und
Lutenisierungshormon sind normal, kénnen aber auch erhoht sein (Griffin und Wilson, 1989,
Quigley et al.,, 1995). Androgenrezeptormutationen sind mit denen bei CAIS vergleichbar,
aufler daB3 Deletionen nicht, oder sehr selten auftreten. Allgemein sind durch Austausch von
Aminosduren weniger konservierte Bereiche des Rezeptors betroffen (Quigley et al., 1995).
Eine besondere Form von PAIS ist das Reifensteinsyndrom (Reifenstein, 1947). Diese
vererbbare Form minnlichen Pseudohermaphroditismus zeigt, auch innerhalb betroffener
Familien, ein breites Spektrum der Erscheinungsformen, bei der die duBleren Geschlechtsorgane
tiberwiegend ménnlich sind (Quigley et al., 1995). Die klinischen Symptome sind u. a.,
Kryptorchismus, perineoskrotale Hypospadie (die HarnrShrenmiindung liegt zwischen Penis
und Skrotum, pubertire Gynekomastie (Brustvergrofferung) und Mikropenis (Amrhein et al.,
1977). Plasmatestosteronspiegel sind normal, die von Ostrogen und Lutenisierungshormon
erhoht (Griffin und Wilson, 1989).

Mutationen im Androgenrezeptorgen konnen nicht nur das Endprodukt, das
Androgenrezeptorprotein betreffen, sie konnen auch schon auf transkriptioneller Ebene wirken,
indem sie die Stabilitdt der Boten-RNA (messenger-RNA, mRNA) beeinflussen, was zu einem
schnelleren Abbau der mRNA und letztendlich zu verminderten Rezeptorproteinmengen fithren
kann. Choong et al. beschrieben einen Aminosidurenaustausch im C-Terminus des AR, welcher
mit einer reduzierten Ligandenbindungsaffinitidt und mRNA-Menge zusammenhing (Choong et
al., 1996a). In einer anderen Verdffentlichung beobachteten Choong et al. eine Relation
zwischen der Linge der homopolymeren N-terminalen Glutaminregion und verminderten
mRNA-Mengen (Choong et al., 1996b). Marcelli et al. fanden ein Stop-Kodon im AR-Gen bei
~einem Patienten mit kompletter Androgeninsensitivitdt, das mit der Synthese eines trunkierten
Rezeptors einherging. Sie konnten weiter zeigen, dafl durch Einfiihrung dieses Stop-Kodons in
die ¢cDNA eines AR-Expressionsvektors, an der Stelle wo sie die Mutation fanden, eine
instabile mRNA erzeugt wird, deren Menge in transienten Experimenten reduziert war (Marcelli
et al., 1990). In der testikuldr feminisierten Maus (testicular feminized (Tfm) mouse) fiihrt eine
Basendeletion im N-Terminus des Androgenrezptors zu einer Leserahmenverschiebung, die 42
Aminoséuren spiter ein Stop-Kodon erzeugt, dies &duflert sich in einem trunkierten
Androgenrezeptor, dem die DNA- und Hormonbindungsdomine fehlen (Charest et al., 1991).
Bei Untersuchungen der mRNA wurde gefunden, da3 diese gegeniiber Wildtyp-AR-mRNA-
Mengen stark vermindert war (Charest et al., 1991). Diese Berichte lassen vermuten, dafl
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Mutationen im Androgenrezeptorgen, die einen Einflul auf transkriptioneller Ebene ausiiben,

auch zu Androgeninsensitivitit fithren konnen.

1.3 Ziele dieser Arbeit

Die Rolle des Androgenhormonrezeptors in der Vermittlung der androgenen Wirkung ist bei der
Differenzierung zum ménnlichen Geschlecht sehr bedeutsam. Charakterisierung von Mutanten
des Androgenrezeptors aus Patienten mit Androgenresistenzsyndromen konnen dazu beitragen,
die androgene Signaltransduktion aufzukléren.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, durch Verwendung zweier Mutanten des AR, bei denen die
Mutation in einem Bereich liegt, der fir den Kerimport zustindig ist, mehr tiber den
Mechanismus  des  Kerntransports  beim  Androgenrezeptor, bzw. bei den
Steroidhormonrezeptoren allgemein, zu erfahren.

Der N-Terminus des Androgenrezeptors trigt wesentlich zur Funktion des Rezeptors bei, wobei
die Bereiche, die fiir die transaktivierende und besonders reprimierende und DNA-bindende
Aktivitdt wichtig sind, noch nicht gut beschrieben wurden. Er enthdlt auBlerdem drei
homopolymere Aminoséurenregionen, iiber deren Funktion noch wenig bekannt ist. Ein
weiteres Ziel der vorliegenden Dissertation war es deshalb, die Eigenschaften N-terminaler
Regionen in Bezug auf Transaktivierung, Repression und DNA-Bindung genauer zu
charakterisieren. Im Zusammenhang mit der Arbeit iiber den N-Terminus des AR wurde eine
Mutante des Androgenrezeptors untersucht, die bei einem Patienten mit Reifensteinsyndrom
gefunden wurde. Die Mutation ist im N-Terminus lokalisiert, erzeugt aber kein Stop-Kodon,
was ein trunkiertes Rezeptorprotein zur Folge hétte. Es war deshalb interessant, die Ursache fiir
die Anomalie des Patienten zu untersuchen und moglicherweise dadurch auch mehr iiber die

Funktion des N-Terminus des Androgenrezeptors zu erfahren.
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2 Ergebnisse

2.1 .Ergebnisse 1. Teil: Untersuchung von zwei Mutanten des
menschlichen Androgenrezeptors aus Patienten mit kompletter
Androgeninsensitivitat

Storungen der Androgenwirkung fithren dazu, daB das minnliche gonadale Geschlecht nicht
oder nur teilweise in den ménnlichen Phénotyp umgesetzt wird. Die schlimmsten Formen einer
Androgenresistenz faflt man unter ,komplette Androgeninsensitivititssyndromen® (complete
androgen insensitivity syndrom, CAIS) zusammen (Patterson et al.,, 1994, Quigley et al.,
1995). Patienten mit solch einer kompletten Form der Androgenresistenz haben einen
weiblichen duBleren Phénotyp, innere weibliche Genitalien sind aber nicht oder nur rudimentér
vorhanden (Quigley et al. ,1995). Haufig sind Stérungen in der Androgenwirkung die Ursache
fiir solche Androgenresistenzen und werden oft durch Mutationen im Androgenrezeptorgen
hervorgerufen.

Durch Charakterisierung des Androgenrezeptors (AR) aus verschiedenen Patienten mit
kompletten Androgeninsensitivitdtsyndromen wurden von unterschiedlichen Forschergruppen
zwel Mutationen entdeckt, welche beide jeweils zu einem Aminoséurenaustausch in der Nihe
des zweiten Zinkfingers der DNA-Bindedoméne fithren. Die eine ersetzt Arginin zu Histidin an
Position 615 (AR-R615H, Brown et al., 1993, Mowszowicz et al., 1993, Beitel et al., 1994
und Ris-Stalpers et al., 1994). In Hormonbindungsanalysen mit dieser Mutante konnte keine
verdnderte spezifische Androgenbindungsaktivitdt festgestellt werden; in transienten
Transaktivierungsanalysen war jedoch keine Aktivitidt mefbar; weiterhin wurde gezeigt, daf3 die
DNA-Bindungsaktivitdt dieser Mutante im transienten System gestort ist (Mowszowicz et al.,
1993, Beitel et al., 1994). Untersuchungen der mRNA Menge aus priméren
Genitalhautfibroblasten des Patienten mit dem mutierten Rezeptor AR-R615H zeigten
dariiberhinaus, daB diese stark vermindert war (Mowszowicz et al., 1993, Beitel et al., 1994).
Die andere Mutation erzeugt einen Austausch von Arginin zu Prolin an Position 617 (AR-
R617P, Marcelli et al., 1991). Zoppi et al. haben die Mutation AR-R617P, zusammen mit einer
weiteren Mutation (S597G) in der Dimerisierungsbox (D-Box) des AR (AA-Position 596-600,
Dahlman-Wright et al., 1991), in einem Patienten mit partieller Androgeninsensitivitit gefunden
und untersucht (Zoppi et al.,, 1992). Die einzelne Mutation R617P zeigt die gleichen
Eigenschaften wie die Mutation an Position 615; die Androgenbindungsaktivitdt war nicht
verdndert; es konnte keine transaktivierende Aktivitdt festgestellt werden; und die DNA-
Binungsaktivitit war gestort (Marcelli et al., 1991, Zoppi et al., 1992). Die zusitzliche Mutation
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S597G, die von Zoppi et al. im gleichen Patienten gefunden wurde, ist in der Lage, die
fehlende DNA-Bindungsaktivitit des mutierten Rezeptors AR-R617P teilweise wieder
herzustellen, nicht jedoch den Transaktivierungsverlust (Zoppi et al., 1992). Da die basischen
Aminosatiren des zweiten Zinkfingers die Rezeptor-DNA Interaktion durch Kontakt mit dem
Phosphatriickgrat der DNA stabilisieren, und dort aulerdem auch die D-Box lokalisiert ist,
welche fiir die Rezeptordimerisierung notwendig ist (Luisi et al., 1991, Gast et al., 1995),
kamen die Autoren zu dem Schluf, daf die verminderte DNA-Bindungsaktivitdt der Mutanten
der Grund fiir komplette Androgeninsensitivitéit sei. Die Aminosidurenaustausche liegen aber
nicht nur in der Ndhe der DNA-Bindungsdomine, sondern auch in der Nihe oder direkt in der
Sequenz des Kernlokalisationssignals des Androgenrezeptors (AA-Position 617-633, Jenster et
al., 1992, Jenster et al., 1993, Lindzey et al., 1994). Dies lat vermuten, dall die gesttrte
DNA-Bindungsaktivitit dieser Rezeptormutanten lediglich ein Seiteneffekt ist, und daf} der
wahre Grund fiir Androgeninsensitivitdt woanders zu suchen ist. Es wire moglich, daB3 der
Kerntransport der Mutanten-AR gestort ist. Dieser ist jedoch eine Vorraussetzung sowoh] fiir
die Bindung an DNA und die Regulation der Genexpression.

Um die intrazelluldre Lokalisation und den Kernimport dieser Androgenrezeptormutanten néher
zu untersuchen, wurden Immunofluoreszenz- und Kernimportanalysen (in vitro nuclear import
assays) durchgefiihrt und die Interaktion zwischen Rezeptor und Kernimportproteinen
untersucht. Die mutierten Rezeptoren aus den Patienten mit CAIS wurden in den
Expressionsvektor pSG-5 rekontruiert und damit unter die Kontrolle des SV40 Promotors
gebracht. Die Expressionsplasmide fiir beide Mutanten AR-R615H und AR-R617P wurden von
Dr. H. Klocker (Universititsklinik fiir Urologie, Innsbruck, Osterreich) zur Verfiigung gestellt.

2.1.1 Ein Aminosidurenaustausch von Arginin zu Histidin an Pesition 615,
nicht aber Arginin zu Prolin an Position 617 im Androgenrezeptor,
verhindert DNA-Bindung

Bevor die Kernlokalisation des Androgenrezeptors und der beiden Mutanten AR-R615H und
AR-R617P untersucht werden sollte, wurden die Expressionsplasmide auf ihre Funktionalitét
und Proteinproduktion iiberpriift. Dazu wurden DNA-Bindungs- und Immunoblotanalysen
durchgefiihrt. Cos-7 Zellen wurden mit leerem Expressionsvektor, Wildtyp-AR und den beiden
Mutanten AR-R615H und AR-R617P durch Elektroporation transient transfiziert und mit
Dihydrotestosteron (DHT) oder dem Losungsmittel (80% Athanol) als Kontrolle transaktiviert.
Mit Gesamtzellextrakten aus diesen Zellen wurden dann Gelretardationsanalysen und

Immunoblots durchgefiihrt.
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Abb. 4: Gelretardationsexperiment mit Wildtyp AR, der AR-R615H wund der AR-R617P
Mutante des AR. A) Je 15 g leerer Expressionsvektor, Expressionsvektor mit Wildtyp-AR, der AR-R615H
oder der AR-R617P-Mutante wurden mittels Elektroporation in Cos-7 Zellen transfiziert und mit Androgen
(DHT, Endkonzentration 107 M) oder der gleichen Menge Losungsmittel (80% Athanol) behandelt. 20 pg eines
Gesamtzellextraktes der Zellen wurden zuerst 10 min. mit 1 pg poly(dI/dC) auf Eis, dann 20 min. mit radioaktiv
markiertem ARE-Oligonukleotid (10.000cpm, 2fmol) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Pfeile zeigen AR-
DNA-Komplexe, die mit und ohne Hormon unterschiedliches Laufverhalten zeigten. B) Immunoblot mit 20 ug
des Gesamtzellextraktes der Cos-7 Zellen aus A. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblotet. AnschlieBend wurde die Membran mit dem Anti-AR
Antikorper SPO61 (Epitop AS 301-320, van Laar et al.,, 1989) und danach mit einem Peroxidase gekoppelten
Zweitantikorper inkubiert und mit Hilfe einer Nachweisreagenz (Amersham) detektiert. Die Grofe des AR ist
angegeben.

Extrakte aus leervektortransfizierten Zellen, in denen kein Androgenrezeptorprotein vorhanden
ist (Abb. 4 B, Spalte 1 u. 2), zeigten nur unspezifische DNA-Bindung (Abb. 4 A, Spalte 1 u.
2). Proteinextrakte aus Zellen, in denen der Wildtyp-Androgenrezeptor exprimiert wurde,
zeigen ohne und mit Hormon DNA-Bindungskomplexe (Abb. 4 A, Spur 3 u. 4, Pfeile). Es ist
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deutlich zu erkennen, dafl durch die Zugabe von DHT eine Verdnderung im Laufverhalten des
Protein-DNA-Komplexes auftritt (oberer Pfeil ohne DHT, unterer Pfeil mit DHT). Uber die
Bindung von Hormon an Steroidhormonrezeptoren wurde berichtet, da dies zu einer
Konformationsidnderung des Rezeptors fithrt (Allan et al., 1992).

Wie in der Literatur beschricben (Beitel et al., 1994), verhindert die Mutation an
Aminosdurenposition 615 von Arginin zu Histidin die Interaktion des Androgenrezeptors mit
einem Androgenresponsiven Element (ARE) (Abb 4 A, Spalte 5 u. 6), obwohl gentigend
Rezeptorprotein gebildet wurde (Abb. 4 B, Spalte 5 u. 6). Die zweite Mutante, AR-R617P,
verhielt sich nicht so wie von Zoppi et al. beschrieben (Zoppi et al., 1992). Daf} die Mutation
die DNA-Bindungseigenschaft des Androgenrezeptors beeintrichtigt, beziehungsweise
verhindert, konnte nicht bestétigt werden (Abb. 4 A, Spalte 7 u. 8, Pfeile). Auch hier war im
Gesamtzellextrakt ausreichende Mengen an Rezeptorprotein vorhanden (Abb. 4B, Spalte 7 u.
8). Die Bindung von Hormon fiihrt beim Androgenrezeptorprotein dazu, da3 dieses stabilisiert
wird und nicht so schnell abgebaut wird (Kemppainen et al., 1992, Zhou et al., 1995). Dies
kann man auch im Immunoblot erkennnen (Abb. 4, vergleiche die Spuren 3 u. 4). Bei den
mutierten Rezeptoren ist dieser Effekt in diesem Experiment nicht zu erkennen. Der Grund
dafiir ist nicht zu erkléren. |

Dieses Ergebnis stiitzt die von Beitel et al. erhaltenen Befunde, dafl bei der AR-R615H-Mutante
die verlorene DNA-Bindungsaktivitdt der Grund fiir die Androgeninsensitivitdt in diesen
Patienten zu sein scheint. Da der Aminosédurenaustausch von Arginin zu Prolin an Position 617
jedoch die DNA-Bindungseigenschaft des Androgenrezeptors nicht zu beeinflussen scheint,
muf es eine andere Erklarung geben, die fiir die fehlende transaktivierende Eigenschaft und
schlieBlich auch die komplette Androgeninsensitivitét, die diese Mutation in dem betroffenen
Patienten hervorief, verantwortlich ist.

Um die Eigenschaften des Androgenrezeptors und der Mutanten AR-R617P, beziiglich ihrer
Kemimporteigenschaften zu testen, wurden Immunofluoreszensuntersuchungen durchgefiihrt,
die die Lokalisierung der Rezeptorproteine ohne und in Gegenwart von Hormon zeigen. Die
Mutante AR-R615H wurde als Kontrolle verwendet.

2.1.2 Zelluléire Lokalisierung des Androgenrezeptors und der Mutanten AR-
R615H und AR-R617P

Der Androgenrezeptor ist, wie alle Steroidhormonrezeptoren, im Zytoplasma mit mehreren
Hitzeschockproteinen (Hsp 90, Hsp 70, Hsp 56) assoziiert,wodurch er in einer inaktiven Form
gehalten wird (Veldscholte et al., 1992, Smith und Toft, 1993). Durch die Bindung mit
Hormon (DHT) wird dieser i eine aktive Form transformiert, wobei die Hitzeschockproteine
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vom Rezeptor dissoziieren, und vorher maskierte funktionelle Doménen des Rezeptors
freigeben, welche fiir Kernimport, Dimerisierung und DNA-Bindung notwendig sind (Quigley
et al., 1995). Der aktive Rezeptor wird schliefllich in den Kern transportiert.

Cos-7 Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fiir die Rezeptoren durch Elektroporation
transient transfiziert und auf Glasplittchen ausplattiert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen mit
oder ohne DHT fiir 4 h inkubiert und fixiert. Nach der Fluoreszenzfarbung mit spezifischen
Erst- und Fluoreszensfarbstoffmarkierten Zweitantikorpern, wurde zusétzlich eine Kernfarbung
mit Bis-Benzimid durchgefiihrt. Die Objekte wurden dann im Fluoreszenzmikroskop analysiert

und photographiert.

Die nachfolgenden Fotos (siehe Seite 18) sind so angeordnet, dal man auf der linken Seite die
Kernfarbung erkennen kann (Blau), wodurch die Position der Kerne bestimmt werden kann.
Auf der rechten Seite erkennt man die spezifische Anfarbung des Androgenrezeptorproteins in
den Zellen (Rot).

Ohne Ligand ist der Wildtyp-Androgenrezeptor im Zytoplasma (Abb. 5 A, rechts oben). Durch
die Hormonbindung des Rezeptors wird er in den Kern transportiert (Abb. 5 A, rechts unten).
Auch der mutierte Androgenrezeptor AR-R615H ist ohne Hormonbehandlung im Zytoplasma
lokalisiert (Abb. 5 B, rechts oben). Obwohl er jedoch eine normale Androgenbindung aufweist
(Beitel et al., 1994), ist nach Hormongabe keine Kernlokalisation nachzuweisen (Abb. 5 B,
rechts unten). Wie im Falle des Wildtyp-Androgenrezeptors und der AR-R615H Mutante ist die
Mutante AR-R617P ohne Ligand im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 5 C, rechts oben). Auch hier
wird das hormonbehandelte, mutierte Rezeptorprotein nicht in den Kern transportiert (Abb. 5
C, rechts unten). Diese Beobachtung ist insofern iiberraschend, da der Rezeptor trotz Mutation
noch in der Lage ist, DNA zu binden, was darauf hinweist, daf eine eventuelle Konsequenz der
Mutation zwar den Kernimport, nicht aber die DNA-Bindungaktivitét beeinflufit.Diese Befunde
weisen darauf hin, da die Aminosdurenaustausche R615H und R617P, die in der Nézhe
beziechungsweise im Kernlokalisationssignals des Androgenrezeptors liegen, dafiir
verantwortlich sind, da8 diese Androgenrezeptormutanten nicht mehr in den Kern transportiert

werden konnen.

Was ist aber der Grund dafiir, da3 diese Mutanten nicht mehr in den Kern transportiert werden
kénnen. Um dies nédher zu untersuchen, wurde eine Methode gewihlt mit der die einzelnen
Schritte beim Kerntransport von Proteinen besser untersucht werden kénnen (in vitro nuclear

import assays).
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Abb. 5 A, B, C: Immunofluoreszenzfirbung ven Wildtyp-AR, AR-R615H und AR-R617P in transient transfizierten Cos-7 Zellen.Je 15 pg Expressionsvektor mit
Wildtyp-AR, AR-R615H und AR-R617P wurden durch Elektroporation in Cos-7 Zellen transfiziert und in 10 cm Petrischalen ausgesiht, die mit Glasplittchen bestiickt
waren. Nach 48 h wurde fiir 4 h mit DHT (107 M) oder dem Losungsmittel (80% Athanol) inkubiert. Nach waschen mit PBS wurden die Zellen mit 3% PEA fixiert, und

dann 1 h mit dem AR-spezifischen Antikorper F 39.4.1 inkubiert. Danach erfolgte eine einstiindige Inkubation mit TRITC-markiertem Zweitantikorper. Vor den letzten
Waschungen wurde noch Bis-Benzimid (Kernfarbung) fiir 5 min zugegeben.
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2.1.3 Die Mutationen R615H und R617P hemmen den Kerntransport von AR-
NLS-Fusionsproteinen in vitro

Proteine, die eine molekulare Masse von bis zu 30 Kilodalton (kDa) nicht iiberschreiten,
konnen den Kernporenkomplex (nuclear pore complex, NPC) durch passive Diffusion
passieren, um in den Kern gelangen. Proteine die grofer sind als 30-40 kDa miissen aktiv in
den Kern transportiert werden (Adam et al., 1990). Dafiir besitzen die meisten Kernproteine
Erkennungssequenzen, sogennante Kernlokalisationssignale (nuclear localization signal, NLS),
welche von NLS-Rezeptoren (Importin-¢., Importin-, Transportin) erkannt werden (Adam &
Gerace, 1991, Weis et al., 1995, Gorlich et al, 1995, Pollard et al., 1996). Diese transportieren
die Kernproteine in einem mehrere Schritte umfassenden Transportprozess durch die Kemnporen
in den Zellkern (Weis et al., 1996b, Gorlich et al., 1996b).

Fiir die Erkennung von Kernlokalisationssequenzen, wie sie der Androgenrezeptor aufweist, ist
nach dem klassischen Modell Importin-o. zusténdig, Importin-3 bindet an den Importin-o/NLS-
Protein-Komplex, und der, aus dann drei Komponenten bestehende Komplex, heftet sich an
Kernporenproteine der Kermnmembran. Beim anschlieBenden Transport durch den
Porenkomplex sind weitere Proteine beteiligt, wie zum Beispiel die GTPase Ran und p10 (zur
Ubersicht siehe Koepp & Silver, 1996, Moore & Blobel, 1993 u. 1994, Melchior et al., 1993).
Der Mechanismus des zweiten Schrittes, bei dem Energie in Form von GTP verbraucht wird,
ist noch nicht vollstandig aufgeklédrt. Es wird vermutet, daf er liber mehrere Stationen von
Kemporenproteinen ablduft (Weis et al., 1996b). Im Zytoplasma angekommen, dissoziiert der
Komplex, das NLS-Protein wird frei und kann nun seine Aufgabe erfiillen (Gorlich et al.,
1996b).

Um zu untersuchen, ob das NLS des Androgenrezeptors ausreicht, um Kerntransport zu
vermitteln, und ob die Mutationen R615H und R617P der alleinige Grund fiir die Hemmung
des Kerntransports sind, wurden in vitro Kernimportanalysen durchgefiihrt. Dazu wurde eine
Sequenz des Androgenrezeptors (beziehungsweise der Mutanten), die das NLS beinhaltet
(Aminosduren 578-667 vom AR), mit f-Galaktosidase fusioniert und bakteriell exprimiert. Die
gereinigten Fusionsproteine wurden mit permeabilisierten Hel.a Zellen (zytoplasmaentleert),
Extrakten von Xenopus Eiemn (enthalten Xenopus Kemntransportfaktoren) und ohne oder mit
einem energieregenerierenden System (ist fiir den eigentlichen Transport durch die Kernpore
notwendig) inkubiert. Nach Fixierung der Zellen wurden die Fusionsproteine mit spezifischen
Erst-Antikorpern gegen -Galaktosidase (B-Gal) und Fluoreszensfarbstoff-markierten Zweit-
Antikorpern detektiert und mit Hilfe eines konfokalen Fluoreszensmikroskopes analysiert und
photographiert.

Die nachfolgenden Fotos sind so angeordnet, daf} auf der linken Seite Fotos von import assays
ohne, auf der rechten Seite mit energieregenerierendem System zu sehen sind. Ohne
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energieregenerierendem System konnen die Transportfaktoren zwar an das NLS eines zu
transportierenden Proteins binden und es an die Kernmembran anlagern, fiir den Transport
durch die Kemnpore in den Zellkem ist jedoch Energie notig (Weis et al., 1996b).

-E +E
A
B-Gal-ARwtNLS
B
B-Gal-AR615NLS
C
B-Gal-AR617NLS

Abb, 6: In vitro Kernimportanalyse der NLS-Fusionsproteine [B-Gal-ARwtNLS, p-Gal-
ARG1I5NLS und B-Gal-AR617NLS. A), B), C) Je zwei ug Fusionsprotein wurde in einem Volumen von

12 pl mit Transportpuffer (TB), permeabilisierten HelLa-Zellen, Xenopus egg Extrakt und einem
energieregenerierenden System fiir 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danach wurde mit eiskaltem TB
abgestoppt, mit Paraformaldehyd fixiert und die Zellen durch ein Saccharosekissen auf Glasplittchen zentrifugiert.
Nach mehreren Waschungen mit PBS-Tween-20 (0,5%) wurde 1 h mit Anti-B-Gal-Antikérper und danach mit
einem FITC-markierten Zweitantikérper inkubiert. Nach den anschlieBenden Waschungen wurden die
Glaspléttchen mit EinschluBmedium auf Objekttriger plaziert mit einem konfokalen Mikroskop untersucht.

20




Ergebnisse

Es ist deutlich zu erkennen, daB8 das B-Gal-Fusionsprotein mit dem Wildtyp-AR-NLS ohne
energieregenerierendes System nicht im Zellkern auftritt, sondern sich hauptséchlich um die
Kernmembran anlagert (Abb. 6 A, links). Wenn das energieregenerierende System vorhanden
ist, dann kann das Fusionsprotein in den Kern transportiert werden (Abb. 6 A, rechts). Das
NLS des Androgenrezeptors ist also fiir den Kerntransport des [-Gal-ARwtNLS-
Fusionsproteins ausreichend.

Die Abbildungen 6 B und 6 C zeigen deutlich, daf8 die Fusionsproteine mit den mutierten NLS
weder in Abwesenheit (links), noch in Anwesenheit (rechts) des energieregenerierendes
Systems im Zellkern lokalisiert sind. Das Fluoreszenzsignal ist in beiden Fillen nur an der

Kernmembran zu erkennen. Beide Mutationen hemmen somit den Kernimport auch in vitro.

Die Mutationen an Aminosdurenposition 615 und 617 im Androgenrezeptor hemmen nicht nur
in vivo den Transport in den Zellkern, sie sind auch ausreichend, um ein Fusionsprotein in vitro
vor dem Transport in den Kern zu bewahren. Es ist daher anzunehmen, daff sie der alleinige
Grund fiir die Hemmung des Kerntransports sind.

Aus diesen Ergebnissen ist nicht zu ersehen, welcher Schritt des Kernimports durch die
Mutationen beeinflufit wird, der erste, die Bindung an die NLS-Rezeptoren oder der zweite
Schritt, der Transport durch die Kernpore. Um die beiden Moglichkeiten zu unterscheiden
wurde zuerst der erste Schritt (Bindung an die NLS-Rezeptoren Importin-oe und Importin-f3)

untersucht.

2.1.4 Importin-00 und Importin-f erkennen das NLS vom menschlichen
Androgenrezeptor und dessen NLS-Mutanten AR-R615H und AR-R617P

Der erste Schritt des Transports von Proteinen mit einem klassischen NLS (z.B.
Androgenrezeptor) in den Kern ist ein energieunabhédngiger Schritt, bei dem die
Kerntransportproteine (Importin-o. und Importin-f) das Kernlokalisationssignal erkennen und
an den Kemporenkomplex binden; im zweiten, energieabhéngigen Schritt, wird das Substrat
durch die Kernpore transportiert (Weis et al., 1996a u. b). Von Importin-a ist bekannt, da3 es
eine Sequenz aus basischen Aminoséuren vom SV40 large T-antigen (PKKKRKY, Kalderon
et el., 1984), oder eine zweigeteilte NLS-Sequenz (bipartite site) vom Nukleoplasmin (ein
Histon bindendes Protein, KRPAATKKAGGAKKKKI, Howe et al., 1998, Robbins et al.,
1991) erkennen kann. Das NLS des Androgenrezeptors besteht aus einer zweigeteilten Sequenz
aus basischen Aminosiuren bei Position 617-633 (RKCYEAGMTLGARKLKKL, Jenster et
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al., 1992), die dem vom Nukleoplasmin #hnelt, und sollte deshalb auch vom Importin-o.
erkannt werden.

Um den ersten Schritt des Kerntransports, die Interaktion mit den Importfaktoren Importin-c
und Importin-f, zu untersuchen, wurden Protein-Protein-Interaktionsexperimente (pull down
assays ) mit Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteinen durchgefiihrt. Dazu wurden die
Fusionsproteine GST, GST-Importin-o¢ und GST-Importin-f in E. coli exprimiert und
gereinigt. An Glutathion-Agarose (Serva) immobilisiert wurden sie sodann mit in vitro
exprimierten und radioaktiv markierten Fusionsproteinen [B-Gal-AR-wtNLS, B-Gal-AR-
615NLS, B-Gal-AR-617NLS und -Gal-SV40NLS (NLS vom SV40 T-Antigen) als Kontrolle
inkubiert. Nach mehreren Waschungen wurden die Proteine durch Aufkochen mit Laemmli-
Probenpuffer eluiert und mittels Natriurndodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und autoradiographiert.
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Abb. 7: Importin-oc und Importin-f erkennen das NLS des Androgenrezeptors und dessen
NLS-Mutanten. GST-Fusionsprotein-Interaktionstest mit GST, GST-Importin-o und GST-Importin-f und in
vitro translatierten B-GAL-AR-wtNLS, B-GAL-AR-615NLS, B-GAL-AR-617NLS und B-Gal-SV40NLS. Je 20
g bakteriell exprimiertes GST, bzw. GST-Importin-o. und GST-Importin-B Fusionsproteine wurden an 20 L1
(1:1 in PBS) Glutathion-Agarose gekoppelt und mit je 10 Pl in vitro translatiertem, radioaktiv markiertem NLS-
Fusionsproteinen inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die gebundenen Proteine eluiert und in einem
10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. In den Spuren 15-18, input* wurde jeweils 3 pl des im Test
eingesetzten in vitro translatierten Proteins aufgetrennt. In Spur 10 u. 14 wurde radioaktiv markierter
Molekulargewicht-Standard aufgetragen.
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GST allein interagiert nur sehr schwach mit den NLS-Fusionsproteinen (Abb. 7, Spuren 1,4,7
und 11). Wie zu erwarten war, zeigt GST-Importin-o. mit dem NLS-Fusionsprotein des
Wildtyp-AR eine Interaktion (Abb. 7, Spur 2). GST-Importin-f interagiert auch in
Abwesenheit von Importin-o¢ mit dem Wildtyp-AR-NLS-Fusionsprotein (Abb. 7,Spur 3, Die
etwas verschmierte Spur kommt wahrscheinlich vom Trocknungsvorgang, zeigt aber dennoch
die Interaktion). Nach dem klassischen Modell interagiert Importin-B nur iiber Importin-o; mit
NLS-Proteinen. Auch die im NLS mutierten Fusionsproteine werden von beiden
Importfaktoren gebunden (Abb. 7, Spuren 5,6 und 8,9). Es ist auch deutlich zu erkennen, daf
die Interaktionen mit GST-Importin-f3 sogar stirker zu sein scheinen als mit GST-Importin-o
(Abb. 7, vergleiche jeweils die Spuren 2 mit 3, 5 mit 6 u. 8 mit 9). Die Kontrolle mit B-GAL-
SV40NLS, welches nur mit Importin-o,, nicht aber mit Importin-f interagiert, zeigt, daB die
Bindung von Importin-B an die AR-Fusionsproteine spezifisch ist (Abb. 7, vergleiche Spur 12
mit 13). Die beiden Mutationen im NLS des Androgenrezeptors scheinen die Interaktion mit

Importin-o bzw. Importin-B nicht zu hemmen.

Dafl Importin-f das NLS des Androgenrezeptors zu erkennen scheint, und an die
Fusionsproteine bindet, war nicht erwartet. Es besteht die Moglichkeit, daB das NLS im
Kontext mit dem Fusionsprotein eine andere Struktur aufweist, die die Bindung an Importin-f3
ermOglicht.

Um diese Beobachtungen zu verifizieren, wurde das gleiche Experiment mit vollstindigem

radioaktiv markierten Rezeptorproteinen durchgefiihrt.
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Abb. 8: Beide Kerntransportfaktoren, Importin-o¢ und Importin-f binden sowohl an
Wildtyp-AR als auch an die NLS-Mutanten des Androgenrezeptors.

GST-Fusionsprotein-Interaktionstest mit GST, GST-Importin-oc und GST-Importin-B und in vitro translatierten
ARwt, AR-R615H, AR-R617P und B-Gal-SV40ONLS. Je 20 pg bakteriell exprimiertes GST, bzw. GST-

Importin-¢ und GST-Importin-p Fusionsproteine wurden an 20 pl (1:1 in PBS) Glutathion-Agarose gekoppelt
und mit je 10 pl in vitro translatiertem, radioaktiv markiertem und hormonaktiviertem ARwt bzw. den
angegebenen mutierten AR (mAR), und Gal-SV40NLS inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die
gebundenen Proteine eluiert und in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. In den Spuren 14-17,
»input” wurde jeweils 3 pl des im Test eingesetzten in vitro transiatierten Proteins aufgetrennt. In Spur 10 u. 14
wurde radioaktiv markierter Molekulargewichst-Standard aufgetragen.

Es ist deutlich zu erkennen, daf eine Interaktion zwischen GST-Importin-o¢ bzw. GST-
Importin-f und dem Wildtyp-AR stattfindet (Abb. 8, Spur 2 u. 3). Auch die beiden mutierten
AR werden von den Kerntransportfaktoren gebunden. Weder ein Aminoséurenaustasch an
Position 615 von Arginin zu Histidin, noch an Positin 617 von Arginin zu Prolin konnte die
Interaktionen verhindern (Abb. 8,Spuren 5, 6 und 8, 9). Mit GST allein gibt es in allen drei
Fillen nur eine geringfiigige Bindung, die wahrscheinlich von einer unspezifischen Interaktion
der AR mit GST herrithren (Abb. 8, Spuren 1,4 u. 7). Auch in diesem Experiment ist das
Signal, das die Interaktion mit GST-Importin-f widerspiegelt, stirker als bei GST-Importin-o.
(Abb. 8, vergleiche jeweils die Spuren 2 mit 3, 5 mit 6 u. 8 mit 9). Das etwas andere
Laufverhalten der Androgenrezeptoren in den Spalten 3, 6 u. 9 kommt von der Anwesenheit
des etwa gleich grofen GST-Importin-f (ca. 97 kDa, siche Abb. 9, vergleiche Spur 8 mit 9),
das das Laufverhalten des Rezeptorproteins stort.

Dieses Experiment zeigt, daB beide Importfaktoren, Importin-o¢ und Importin-8, in vitro
translatierten ARwt und dessen Mutanten AR-R615H und AR-R617P zu binden vermogen. Die
Mutationen scheinen auch hier keinen Einfluf} auf die Interaktion mit den Kerntransportfaktoren
zu haben.

Um die Spezifitit der Bindung zwischen Importin-§ und den Androgenrezeptoren zu zeigen,
wurde im nédchsten Experiment versucht, diese Interaktion mit Importin-ot zu kompetitieren.
Importin-o. bindet mit einer basischen N-terminalen Doméne (importin beta binding domain
(IBB), Gorlich et al., 1996a) an Importin-p, welche die Eigenschaften eines NLS aufweist
bzw. sich mit dem NLS von Importin-a tiberlappt (Weis et al., 1996a, Moroianu et al., 1996).
Wenn die Bindungsstelle von Importin-f fiir Importin-o. die gleiche ist wie fiir den AR, dann
miiffite man die Bindung von AR zu GST-Importin-f durch Inkubation mit Importin-ot
kompetitieren kénnen. Die Bindung vom AR koénnte auch durch eine Konformationsidnderung,
hervorgerufen durch die Inkubation mit Importin-o,, gehemmt werden. Die Bindung zu GST-
Importin-at sollte dadurch allerdings nicht gehemmt werden.

Dazu wurde GST, GST-Importin-c und GST-Importin-f§, vor der Inkubation mit den in vitro
translatierten und radioaktiv markierten Rezeptoren, mit nicht radioaktivem Importin-o versetzt.
Importin-ot , ohne GST, wurde durch Abspaltung des GST mit Thrombin erhalten (siche 4.21).
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Abb. 9: Importin-c. kompetitiert mit AR um die Bindung zu Importin-B. GST-Fusionsprotein-
Interaktionstest mit GST, GST-Importin-o,, GST-Importin-B, Importin-o und in vitro translatierten ARwt (A),
AR-R615H (B), AR-R617P (C) und B-Gal-SV40ONLS (D). Je 20 pg bakteriell exprimiertes GST, GST-
Importin-o. oder GST-Importin-B Fusionsprotein wurde an 20 u (1:1 in PBS) Glutathion-Agarose gekoppelt und
mit je 10 pl in vitro translatiertem, radioaktiv markiertem und hormonbehandeltem ARwt, AR-R615H, AR-
R617P oder nicht behandelten B-Gal-SV40NLS inkubiert. Jeweils im Falle der Proben 4-6 wurde vorher 1 h mit

50 (g nicht radioaktiv markiertem Importin-o, das durch Thrombinspaltung aus GST-Importin-o. gewonnen
wurde, inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die gebundenen Proteine eluiert und in einem 10 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. In den Spuren 8 wurde jeweils 3 1l des im Test eingesetzten in vitro translatierten

Proteins aufgetrennt. In Spur 9 in Abb. 9 A wurden 3 ptg GST-Importin- B zusammen mit 3 pul AR aufgetragen.
Die Zahlen in Spuren 7 bezeichnen die Banden eines Molekulargewicht-Standards in kDa.

Ohne Importin-o. als Kompetitor binden GST-Importin-o, und-f, den Wildtyp AR, AR-R615H
und AR-R617P (Abb. 9 A-C, jeweils die Spuren 2 u. 3), GST allein hingegen nicht (jeweils die
Spuren 1, Pfeil). B-GAIl-SV40NLS wird nur von GST-Importin-o erkannt (Abb. 9 D, Spur 2).
Nach der Inkubation der GST-Fusionsproteine mit Importin-ot ist zu erkennen, dafl die
Bindung der Androgenrezeptoren an Importin-f3 deutlich verringert ist (Abb. 9 A-C, jeweils die
Spuren 6). Die Interaktion der Rezeptoren mit GST-Importin-o. wurde durch die vorherige
Behandlung mit Importin-o nicht beeinflufit (Abb. 9 A-C, jeweils die Spuren 5). Die Bindung
der radioaktiv markierten Rezeptoren an GST allein (Abb. 9 A-C, Spuren 1 u. 4) sind
unspezifisch und je nach Waschungen mal stirker oder gar nicht ausgeprégt.

Da Importin-o die Bindung vom Androgenrezeptor, beziehungsweise der Mutanten AR-R615H
und AR-R617P, an GST-Importin-B zu kompetitieren vermag, ist zu vermuten, daf die
Bindung zu Importin-f unspezifisch ist. Warscheinlich wiirde eine bessere Kompetition dazu
fithren, daB nur noch die Interaktion mit Importin-o zu sehen ist.

Die Befunde aus 2.1 zeigen, daB8 die Beeintrdchtigung der Funktion der DNA-Bindedoméne
durch die Mutationen im Androgenrezeptor nicht der einzige Effekt ist, den die Mutationen
bewirken. Die Immunofluoreszenz- und Importanalysen konnten zeigen, daB die mutierten
Androgenrezptoren nicht in den Zellkern transportiert werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, da sie trotz Mutation fahig waren in Protein-
Interaktionsexperimenten an beide NLS-Rezeptoren, Importin-o. und Importin-8, zu binden,
welches dem ersten Schritt des Kerntransports entspricht. Die Bindung zu Importin-f§ konnte
aber durch Importin-o0 kompetitiert werden, was dafiir spricht, daB Importin-B mit den

Androgenrezeptoren nicht spezifisch interagiert, sondern eher unspezifisch.
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2.2 Ergebnisse 2. Teil: Charakterisierung der Funktion von N-
terminalen Sequenzen des menschlichen Androgenrezeptors
und einer natiirlich vorkommenden Mutation im AR eines
Patienten mit Reifensteinsyndrom

Der Androgenrezeptor (AR) wird zur Familie der Steroidhormonrezeptoren gezihlt, welche
durch Ligandenbindung aktiviert, die Expression von Genen regulieren. Strukturell sind sie aus
drei Hauptdoménen aufgebaut, einer N-terminalen modulierenden Region, einer zentralen
DNA-Bindungsdoméne (DBD) und einer C-terminalen Hormonbindungsdomine (HBD).
Zwischen den Mitgliedern dieser Familie sind die DBD und HBD relativ gut konserviert und
deren Struktur und Funktion schon gut charakterisiert. Die N-Termini der
Steroidhormonrezeptoren haben hingegen sehr unterschiedliche Sequenzen und nur sehr wenig
ist iiber ihre Struktur und Funktion bekannt. Bekannt ist, daf sie bei der Transaktivierung von
Genen eine grofie Rolle spielen (zur Ubersicht siche Beato, 1993, Beato et al., 1995,
Mangelsdorf et al., 1995).

Der N-Terminus des Androgenrezeptors besitzt mindestens zwei Regionen mit
transaktivierenden Eigenschaften, die beide fiir eine vollstidndige transaktivierenden Wirkung
benotigt werden (Jenster et al., 1991 u. 1992, Simental et al., 1991, Chamberlain et al., 1996).
Kiirzliche Untersuchungen haben gezeigt, dal N-terminale Sequenzen des menschlichen
Androgenrezeptors auch reprimierende Eigenschaften besitzen (Kalio et al., 1995, Schneikert et
al., 1996). Neben diesen langsamen, genomischen Wirkungen, weist der Androgenrezeptor
nach Hormoninduktion, wie schon fiir andere Steroidhormonrezeptoren gezeigt (Caelles et al.,
1997, Migliaccio et al., 1996, Endoh et al., 1997, Marcinkowska et al., 1997, Picard, 1998,
Grazzini et al., 1998, Peterziel, personliche Mitteilung) auch schnelle, nichtgenomische
Eigenschaften auf, welche schon im Zytoplasma vermittelt werden. Welche Doménen des
Androgenrezeptors fiir diese Wirkung zusténdig sind, ist bisher noch nicht untersucht worden.
Um die Rolle, die der N-Terminus in der Funktion des Androgenrezeptors wahrnimmt, zu
untersuchen, wurde dieser einer systematischen Analyse unterzogen. Hierzu wurden
Deletionsmutanten und  chimére  Andorgenrezeptorkonstrukte in  DNA-Bindungs-,

Transaktivierungs- und Transrepressionsexperimenten eingesetzt.

Zusitzliche Informationen zur Funktion des N-Terminus liefern Berichte liber Mutationen im
N-terminalen Bereich. N-terminale Mutationen im Androgenrezeptorgen fithren meist zu
Leserahmenverschiebungen und schlieflich zu Stop-Kodons, wodurch verkiirzte,
funktionsunfahige Rezeptorproteine exprimiert werden, die in Patienten komplette
Androgeninsensitivitit (CAIS) verursachten (zur Ubersicht siehe Quigley et al, 1995, Gottlieb
et al., 1998 wund "The androgen receptor mutations database" im Internet:
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http://www.mcgill.ca/androgendb/). Nur zwei Berichte, in denen Mutationen im N-Terminus
beschrieben werden, die nicht zu trunkierten oder deletierten Rezeptoren fiihrten, sind bisher
bekannt. Choong et al., 1996 beschreiben eine Punktmutation im AR-Gen, welche zu einem
Aminoséurenaustausch von Glutaminsgure zu Lysin fiihrt, und partielle Androgeninsensitivitit
(PAIS) in einem Patienten verursacht, ohne den Leserahmen zu verdndern (Choong et al.
1996). Transiente Experimente mit dieser Mutante zeigten, daB die Expression des
Rezeptorproteins um 20-50% und die Transaktivierung um 50%, im Vergleich zum Wildtyp-
AR, reduziert war. Ein Fall von CAIS wird auch von Vasiliou et al. vorgestellt (Vasiliou et al.,
1994). Dabei handelt es sich gleich um zwei Aminosdurenaustausche im N-Terminus (P390R
u. Q443R), die aber beide keine Leserasterverschiebung erzeugen. Androgenbindungsstudien
in Genitalhautfibroblasten mit diesem mutierten AR waren negativ, aber es sind bisher keine
funktionellen Analysen mit dieser Mutante unternommen worden, die Aufschlufl iiber die
Fehlfunktion des AR geben konnten.

Eine weitere Mutation im N-terminalen Bereich des Androgenrezeptorgens wurde in diesem
Teil der Arbeit charakterisiert. Sie wurde von H. Klocker und C. Radmayr von der
Universititsklinik fiir Urologie in Innsbruck, Osterreich, bei einem Patienten mit partieller
Androgeninsensitivitdt gefunden. Die Mutation fithrt zu einen Aminosdurenaustausch von
Glyzin zu Glutaminsgure an Position 474, verursacht also keine Leserastermutation. Es war
deshalb interessant den Mechanismus fiir die Fehlfunktion des AR zu untersuchen und dadurch
eventuell mehr tiber die Funktionsweise des N-terminalen Bereichs des Androgenrezeptors zu
erfahren.

2.2.1 Die DNA-Bindung des Androgenrezeptors ist nicht von spezifischen
N-terminalen Sequenzen abhingig

Daf} N-terminale Bereiche wichtig fiir die DNA Bindung des Androgenrezeptors sind wurde in
Gast et al. 1995 gezeigt. Die N-terminal trunkierten Androgenrezeptoren ARA473 und ARAS536
waren nicht fihig als Homodimere an ein Androgenresponsives Element (ARE) zu binden,
obwohl die DNA-Bindedomine intakt war. Die Bindung konnte aber entweder durch
Stabilisierung des Homodimers mit Hilfe eines C-terminalen Antikdrper oder, wie fiir ARA536
gezeigt, durch Formung eines Heterodimers mit dem N-Terminus enthaltenen Wildtyp-AR
wiedererlangt werden. Um spezifischere Sequenzen des AR, die fiir DNA-Bindung notwendig
sind, zu definieren, wurden Gelretardationsanalysen mit verschiedenen N-terminal deletierten
(ARA188, ARA320, ARA340, ARA360, ARA440, ARA473, ARA488, ARA510 und
ARAS536, siehe Abb. 10), mit einigen internen Deletionsmutanten (ARA447-536, ARA488-
536, ARA447-473 und ARA510-536, Abb. 10) und mit drei chimdren AR-Fusionsproteinen,
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bei denen N-terminale Sequenzen durch neutrale nicht-verwandte Sequenzen ersetzt wurden
(ARA473/NF1X3, ARAS10/NF1X3 und ARAS536/NF1X3, Abb. 10), durchgefiihrt (siche

Abb. 10, welche eine Ubersicht iiber die verwendeten AR-Mutanten zeigt).

Androgenrezeptor DNA-Bindungs-
Gly aktivitat
448-472
Gln Pro
58-78 361-368 557 622
1 \ / 919
L 2. ! ARwt +++
I 17228 ] ARA188 +++
[ 778 ] ARA320 +4+
C B ] ARA340 +++
[ ] ARA440 oot
[ 2521 ] ARA473 +
— ] ARA488 +
ARA510 -
17 I ARA536 -
[ m ARA447-536 F A+
[ 1 ARA488-536 S
— ] — B | ARA447-473  ++++
I 1A | ARA510-536 ++4+
[ —8 —1 ARA473/NF1X3 ++

ARA510/NF1X3 ++
(P24 1 ARA536/NF1X3 -

\ /

NF1/X3

Abb. 10: Schematische Darstellung der verwendeten Deletionsmutanten und Chimiren des
AR und deren qualitative Bewertung der DNA-Bindung. Die Zahlenangaben beim Wildtyp-
Androgenrezeptor (Arwt) bedeuten Aminosdurenposititonen. Gln=Glutamin, Pro=Prolin, Gly=Glycin,
DBD=DNA-Bindedomine, NF1/X3=Sequenz des nukleiren Transkriptionsfaktors, die keine transaktivierende
Aktivitit besitzt.

Die entsprechenden Expressionsplasmide fiir die Mutanten und des Wildtyp-AR wurden in AR-
negative Cos-7 Zellen durch Elektroporation transient transfiziert und mit Dihydrotestosteron
(DHT), oder dem Losungsmittel als Kontrolle, behandelt. Mit Gesamtzellextrakten aus diesen
Zellen wurden Gelretardationsanalysen (electrophoretic mobility shift assay, EMSA) und
Immunoblots (western blot) durchgefiihrt.
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Abb. 11: DNA-Bindungsanalyse mit Wildtyp AR und verschiedenen N-terminal trunkierten
Mutanten des AR. A) Gelretardationsanalyse (electrophoretic mobility shift assay, EMSA). Je 15 pg leerer
Expressionsvektor, Expressionsvektor mit Wildtyp-AR, oder den AR-Deletionsmutanten ARA188, ARA320,

ARA340, ARA360, ARA440, ARA473, ARA488, ARA510 und ARA536 wurden mittels Elektroporation in
Cos-7 Zellen transfiziert und mit Androgen (DHT, Endkonzentration 107 M) oder der gleichen Menge 80%igem
Ethanol behandelt. Je 20 pig eines Gesamtzellextraktes der Zellen wurden zuerst 10 min mit 1 ug poly(dl/dC) auf
Eis (bei der Antikorperreaktion in den Spalten 13, 16, 19, 22 u. 25 wurde gleichzeitig 1 pl C-terminaler SPO66-
Antikorper (erhalten von A. Brinkmann) zugegeben, dann 20 min mit radioaktiv markiertem ARE-
Oligonukleotid (10.000cpm, 2fmol) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die DNA-Protein-Komplexe wurden
dann auf einem 4% Acrylamidgel aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographiert. Der Pfeil zeigt die AR-
DNA-Antikorper-Komplexe (supershift). a-AR = Antikérper SPO66. Freie Oligo. = Freie radioaktiv markierte
Oligonukleotide. Die Komplexe der markierten DNA mit unspezifischen Proteinen sind angezeigt. B)
Immunoblot (western blot) mit 20 ug des Gesamtzellextraktes der Cos-7 Zellen aus A. Die Proteine wurden
mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblotet. Anschliefend wurde die
Membran mit dem Anti-AR Antikorper SPO66 (Epitop AS 301-320) inkubiert und mit Hilfe des enhanced
chemolumineszens (ECL)-Systems detektiert. Die Molekularmassen eines Proteinstandardmarkers sind in
Kilodalton (kDa) angegeben.

Extrakte aus Leervektor-transfizierten Zellen bilden weder mit noch ohne DHT einen DNA-
Protein-Komplex (Abb. 11 A, Spur 1 u. 2). Wie in Abb. 11 B zu sehen ist, kann in einigen
Fillen die Inkubation mit Hormon das Rezeptorprotein stabilisieren, wodurch die Proteinmenge

zonimmt (Abb. 11 B, vergleiche Spuren 3 u. 4, 5 u. 6, 7 u. 8, 14 u. 15). Der Wildtyp-
Androgenrezeptor und die N-terminal deletierten AR-Mutanten ARA188, ARA320, ARA340,
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ARA360 und ARA440 binden mit und ohne Hormon (DHT) an das radioaktiv markierte
»androgen responsive element (ARE)“ und formen DNA-Protein-Komplexe, die in der
Gelelektrophorese, im Vergleich zum freien ARE deutlich langsamer laufen (Abb. 11 A u. B,
vergleiche jeweils die Spuren 3-4, 5-6, 7-8, 9-10, 11-12 u. 14-15). Die Anwesenheit des
Liganden verstdrkt erstens die Bindung an das ARE, was unter anderem durch die
Stabilisierung des Rezeptorproteins hervorgerufen wird, und zweitens fiihrt es dazu, daf sich
das Laufverhalten des Komplexes, wahrscheinlich hervorgerufen durch eine
Konformationsénderung, &ndert. Das Laufverhalten der Komplexe wird durch die Inkubation
mit einem AR-spezifischen, C-terminalen Antikdrper (SPO66) nochmals retardiert (Abb. 11 A,
AR-DNA-Antikorper-Komplexe (supershift )bei Spuren 13, 16, 19, 22 u. 25, Pfeil). Die
N-terminal verkiirzten AR-Mutanten, ARA473, ARA488, ARA510 und ARA536, bilden auch
in Anwesenheit von DHT nur schwache oder keine DNA-Protein-Komplexe, obwohl
ausreichende Mengen an Rezeptorprotein gebildet wurden (Abb. 11 A u. B, Spuren 17-18, 20-
21, 23-24 u. 26-27). Der C-terminale Antikorper SPO66 ist in der Lage, die verlorene DNA-
Bindung dieser Mutanten zu restaurieren (Abb. 11 A, Spuren 19, 22 u. 25, Pfeil, Supershift
der ARA536 Mutante wurde in Gast et al., 1995, gezeigt). Dies ist ein Hinweis auf eine
mogliche Stabilisierung der DNA-Bindung durch den Antikorper. Nach diesen Ergebnissen
kann man vermuten, dafl (i) N-terminale Aminosidurensequenzen, dic nahe an der DNA-
Bindungsdomine (DBD) des Androgenrezeptors liegen die DNA-Bindung hemmen
(Aminosduren 473-536, vergleiche in Abb. 10), oder (ii) da Bereiche im N-terminalen Ende
die DNA-Bindung verstirken (Aminosduren 1-440, vergleiche in Abb. 10).

Um die erste Annahme zu iiberpriifen, wurden interne Deletionsmutaten des AR in
Gelretardationsanalysen untersucht. Dazu wurden die Expressionsplasmide der internen AR-
Deletionsmutanten ARA447-536, ARA488-536, ARA447-473 und ARAS510-536 (siehe
Abb. 10, fiir die Struktur dieser Mutanten), in Cos-7 Zellen transfiziert und mit den Extrakten
Gelretardationsanalysen und Immunoblots, wie schon beschrieben, durchgefiihrt.

Abb. 12: Interne N-terminale Deletionsmutanten des AR zeigen verstirkte DNA-Bindung.
A) Gelretardationsanalyse mit je 15 |g leerer Expressionsvektor, Expressionsvektor mit Wildtyp-AR, oder den
internen AR-Deletionsmutanten ARA447-536, ARA488-536, ARA447-473 und ARA510-536 wurden mittels
Elektroporation in Cos-7 Zellen transfiziert und mit Androgen (DHT, Endkonzentration 107 M) behandelt.
20 pg eines Gesamtzellextraktes der Zellen wurden zuerst 10 min mit 1 pg poly(dl/dC) auf Eis, dann 20 min
mit radioaktiv markiertem ARE-Oligonukleotid (10.000cpm, 2fmol) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Pfeile
zeigen AR-DNA-Komplexe, die mit und ohne Hormon ein unterschiedliches Laufverhalten aufweisen. Freie
Oligo. = Freie radioaktiv markierie Oligonukleotide. B) Immunoblot mit 20 pg des Gesamtzellextraktes aus
A.Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
geblottet. AnschlieBend wurde die Membran mit dem Anti-AR Antik6rper SPO66 inkubiert und mit Hilfe des
ECL-Systems detektiert. Die GroBe eines Standardmolekulargewichsmarkers ist in Kilodalton angegeben.
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Wie schon in Abb. 11 B gesehen, kann durch Inkubation mit DHT die Androgenrezeptormenge
in den Extrakten stabilisiert werden (Abb. 12, vergleiche jeweils die Spuren 2 u. 3,4 u. 5, 8 u.
9, 10 u. 11), im Ansatz mit ARA447-473 nur leicht, was aber nicht erkldrt werden kann
(Abb. 12 B, Spuren 6 u. 7). Die internen N-terminalen Deletionen der Aminosduren 447-536,
488-536, 447-473 und 510-536 im Androgenrezeptorprotein haben eine Verstiarkung der DNA-
Bindung des AR zur Folge, obwohl die eingesetzte AR-Proteinmenge im Vergleich zum
Wildtyp-AR eher weniger zu sein scheint (Abb. 8 A u. B, vergleiche Spuren 2 u. 3 mit 4-11).
Dies 148t vermuten, daB Aminosdurenbereiche, die sich in der Ndhe zur DBD befinden, sich
negativ auf die DNA-Bindung auswirken. Es ist auch moglich, daB8 die durch die Deletionen an
die DBD herangertickten N-terminalen Aminosiuren, die Bindung positiv beeinflussen.
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Wenn nahe Aminosduren des N-Terminus zur DBD, einen negativen Effekt auf die DNA-
Bindung des Rezeptors ausiiben, dann miifite ein Austausch gegen nicht-spezifische
Aminosiurensequenzen, die keinen negativen Effekt vermitteln, eine Verstirkung der DNA-
Bindung hervorrufen. Um dies zu untersuchen, wurden die trunkierten Androgenrezeptoren
ARA473, ARA510 und ARA536, welche nur noch schwache oder keine DNA-Bindung zeigen,
durch Fusion mit 79 Aminosduren des Transkriptionsfaktors NF1-X3 N-terminal verldngert
(Nebel und Cato, 1995, siehe auch Abb. 1). Diese Aminosdurensequenz besitzt keine
transaktivierenden oder transreprimierenden Eigenschaften (Nebel und Cato, 1995), wodurch

die Konstrukte auch in Bezug auf Transaktivierung und Transrepression untersucht werden
konnten (siche unten). Mit diesen Fusionskonstrukten (ARA473/NF1X3, ARA510/NF1X3

und ARAS536/NF1X3) wurden Gelretardationsanalysen und Immunoblots, wie schon
beschrieben, durchgefiihrt.
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Abb. 13: Verlingerung des N-Terminus der DNA-Bindungsdefekten AR-Mutanten ARA447,

ARA510 wund ARAS536 durch unspezifische Aminosduren fithrt teilweise zum
Wiedererlangen der DNA-Bindung. A) Gelretardationsanalyse (EMSA) mit je 20 pug eines
Gesamtzellextraktes von Cos-7 Zellen die nur mit Expressionvektor oder Wildtyp-AR-Vektor oder den chiméren
AR-Expressionsplasmiden transfiziert wurden. Zuerst wurde 10 min mit 1 pg poly(dI/dC) auf Eis, dann 20 min
mit radioaktiv markiertem ARE-Oligenukleotid (20.000cpm, 2fmol) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und die
Komplexe auf einem 4% Acrylamidgel aufgetrennt. Pfeile zeigen AR-DNA-Komplexe. Freie Oligo. = Freie
radioaktiv markierte Oligonukleotide. Unspezifische Komplexe sind angezeigt. B) Immunoblot (Western blot)
mit 20 pg des Gesamtzellextraktes aus A. Die mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
wurden auf eine Nylonmembran geblottet, anschliefend mit dem Anti-AR Antikérper SPO66 inkubiert und mit
Hilfe des ECL-Systems detektiert. Die Gréfien eines Standardmolekulargewichtsmakers ist in Kilodalton (kD
)angegeben.

Wildtyp-AR-Extrakte bilden, wie schon in Abb. 10 u. 11 gesehen, die typischen
Bindungskomplexe ohne und mit Hormon (Abb. 13, Spur 2 u. 3). Die DNA-Bindung, die
durch N-terminale Deletionen der Aminosduren 1-474 bzw. 1-510 verlorenging, kann durch die
Fusion mit einer 79 Aminosduren langen Sequenz des Transkriptionsfaktors NF1-X3 tejlweise
wiedererlangt werden (Abb. 13 A, Spuren 5 u. 7, rechter Pfeil). Die Mutante ARA536 zeigt
nach der Fusion mit den 79 Aminoséuren weiterhin keine DNA-Bindung, trotz ausreichender
Menge an Rezeptorprotein (Abb. 13 A u. B, Spuren 8 u. 9). In diesem Experiment konnte
keine Stabilisierung der Proteinmenge durch Hormonbehandlung festgestellt werden, die
Griinde dafiir sind nicht klar (Abb. 13 B, vergleiche jeweils -/+ DHT).

Da die Mutante ARA510 keine DNA-Bindung zeigte (Abb. 11), durch die Verlidngerung des N-
terminalen Bereichs mit der NF1X3-Sequenz aber wieder bindet, ist anzunehmen, daf3 die
DNA-bindenden Eigenschaften des N-terminus vom menschlichen Androgenrezeptor nicht
sequenzspezifisch sind, sondern daB eher eine bestimmte N-terminale Linge fiir die
Stabilisierung des Rezeptor-DNA-Komplexes notwendig ist.

2.2.2 Transaktivierende und transreprimierende Eigenschaften des
N-Terminus vom Androgenrezeptor

Der N-terminus des Androgenrezeptors ist durch das Exon 1 im Androgenrezeptorgen codiert
welches mehr als die Hilfte des Androgenrezeptorproteins darstellt (Aminosduren 1-537,
Quigley et al., 1995). Dieser grofle Bereich, der zwischen den Steroidrezeptoren nicht
konserviert ist, besitzt sowohl transaktivierende als auch reprimierende Eigenschaften (Simental
et al., 1991, Jenster et al.,, 1991 u. 1992, Kallio et al., 1995, Schneikert et al., 1996).
Besonderheiten des N-Terminus vom Androgenrezeptor sind drei homopolymere Regionen von
Aminoséuren; (i) eine variable poly-Glutamin-Region (Aminosauren 58-78), die bei Patienten
mit der neurodegenerativen Krankheit SBMA (spinale und bulbdre Muskelatrophie,
Kennedysyndrom) verléngert ist (La Spada, 1991), und fiir die gezeigt wurde, dafl sie durch
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Protein-Protein-Wechselwirkungen mit Transkriptionsfaktoren, transaktivierende Eigenschaften
vermittelt (Gerber et al., 1994); (ii) eine homopolymere Prolinsequenz (Aminoséuren 361-368),
deren transaktivierende Eigenschaft in vitro, mit der Polymerlinge zunimmt (Gerber et al.,
1994) und (iii) eine Glyzin-Wiederholung (Aminosduren 448-472), fiir die noch keine Funktion
beschrieben wurde.

Transaktivierende FEigenschaften des N-Terminus werden den ersten 338 Aminosduren
zugeschrieben (Simental et al., 1991), und dieser Bereich kann in mindestens zwei
unterschiedliche Regionen (51-211, und 244-360) unterteilt werden, welche beide zur
Transaktivierung beitragen (Jenster et al., 1991 u. 1992). Es wurde gezeigt, dal die DNA-
Bindedomine (DBD) zu einer Rezeptormutante, die keine transaktivierenden Eigenschaften
mehr besitzt, fiihrt, zumindest in Bezug auf ein typisches androgenresponsives Element (ARE)
enthaltenes Reporterkonstrokt (mouse mammary tumor virus-chloramphenicol acetyl
transferase, MMTV-CAT, Jenster et al., 1991 u. 1992, Zhou et al.,, 1995). Fiir die
Transaktivierung ist die Bindung an AREs im Promotorbereich von Zielgenen unbedingt
erforderlich, denn auch Deletionsmutanten, denen beides fehlt, die DBD und die
Hormonbindungsdoméne (HBD), sind nicht mehr féhig Reporterkonstrukte zu transaktivieren,
obwohl der N-Terminus intakt bleibt (Simental et al, 1991, Jenster et al., 1991 u. 1992). Eine
vor kurzem erschienene Veroffentlichung von Kallio et al., lieferte Ergebnisse, die zeigten, daf
der Androgenrezeptor, auch ohne direkten Kontakt mit DNA, Transaktivierung vermitteln kann
(Kallio et al., 1995).

DaB} der Androgenrezeptor auch reprimierende Eigenschaften besitzt, wurde kiirzlich gezeigt
(Kallio et al., 1995, Schneikert et al., 1996). Kallio et al. untersuchten die reprimierende
Fihigkeit des AR aus Ratten. Sie konnten zeigen, daf} fiir die Repression eine intakte DNA-
Bindungsdoméne und N-terminale Bereiche des Ratten-AR notwendig sind. In der Studie von
Schneikert et al. wurde gezeigt, daB Deletionsmutanten des menschlichen AR bis zur
Aminoséurenposition 510, noch fahig sind zu reprimieren, aber eine Deletion bis Position 536
die reprimierende Eigenschaft aufhebt. Bis jetzt ist es jedoch noch nicht gelungen, die

transaktivierenden und transreprimierenden Funktionen des Androgenrezeptors zu trennen.

Um die transaktivierenden von transreprimierenden Eigenschaften des N-Terminus funktionell
zu unterscheiden und die Rolle, die die homopolymeren Regionen in der Vermittlung
transaktivierender und reprimierender Eigenschaften des AR spielen, weiter zu analysieren,
wurden die Deletionsmutanten und chimédren AR, die in den DNA-Bindungsanalysen
verwendet wurden, in Transaktivierungs- und Transreprimierungsanalysen eingesetzt. Fiir die
Transaktivierungsexperimente wurden CV-1 Zellen nach der Kalziumphosphat (CaPO,)-
Methode mit den entsprechenden Expressionsplasmiden und einem Reporterkonstrukt (MMTV-
Luc) transient kotransfiziert. Nach 40 Stunden Hormonbehandlung (DHT) wurden die Zellen
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geerntet und die Luziferaseaktivitdt gemessen. Die Repression wurde ebenfalls in CaPOg4
transfizierten CV-1 Zellen untersucht. Hierbei wurde ein Reporterkonstrukt verwendet, das aus
einem Teil des Promotors vom menschlichen Kollagenase I Gens, der an das Luziferase-
Reportergen fusioniert wurde (-517/+63 Coll-Luc) und durch den Phorbolester 12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA) induziert werden kann. Der Promotor dieses
Konstrukts wird durch die beiden Transkriptionsfaktoren Jun und Fos, welche als AP-1-Dimer
an die DNA binden und ihrerseits durch den Phorbolester TPA aktiviert werden, aktiviert. Nach
gleichzeitiger Induktion von TPA und DHT fiir 40 h wurden die Zellen geerntet und der
Luziferaseanalyse unterzogen. Die Ergebnisse aus diesen Experimenten und den DNA-
Bindungsanalysen wurden in Abb. 14 zusammengefasst (Seite 37). Auf der linken Seite sind
der Androgenrezeptor und die Mutanten schematisch dargestellt. Die schraffierten Bereiche
reprasentieren die DNA-Bindungsdoméne (DBD), die schwarzen Regionen stellen die 79
Aminoséduren lange Sequenz von NF1/X3 dar, welche fiir die Konstruktion der chiméren
Rezeptoren verwendet wurde. Die homopolymeren Glutamin- Prolin- und Glyzinbereiche sind
als Gln, Pro und Gly angegeben. Die Balkendiagramme reprisentieren die relative
Transaktivierung des Reporterkonstrukts MMTV-Luc, bzw. die relative Repression des TPA
induzierten Reporterkonstrukts -517/+63 Coll-Luc, wobei die Ergebnisse aus mindestens drei
verschiedenen Experimenten stammten, und zum Wildtyp-AR, dessen Wert als 1,0 gesetzt

wurde, relativiert wurden.

Die Transaktivierungsergebnisse sind im Einklang mit den in der Literatur beschriebenen
Werten, die zeigen, da3 Deletionen bis Aminosaure 338 die transaktivierende Féhigkeit des AR
zerstoren (Simental et al., 1991). In dieser Arbeit hatten Deletionen bis Aminosdure 440 eine
Reduktion der relativen Transaktivierung von etwa 70%, weitere Deletionen dariiberhinaus
mehr als 90% zur Folge (Abb. 14, vergleiche ARwt mit ARA440 und ARA473 bis ARA536).
Dies ist zum Teil auch mit der DNA-Bindung vergleichbar, die mit groler werdender Deletion
schwicher wird (Abb. 14, vergleiche Transaktivierung mit DNA-Bindung von ARA440 bis
ARAS536). Eine Deletion, die die homopolymere Glutaminregion beinhaltet, duflerte sich nur in
einer schwachen Reduzierung von etwa 25% (Abb. 14, siche ARA188). Die Deletionsmutante
ARA440, bei der die Prolin-Wiederholungen mitdeletiert wurden, zeigte gegeniiber der Mutante
ARA340 (mit Prolin-Region) eher eine Verstirkung der Transaktivierung (Abb. 14, vergleiche
ARA340 mit ARA440). Eine weitere Deletion bis Aminosdure 473, wodurch die
homopolymere Glyzin-Region deletiert wurde, hatte eine totale Reduktion der
Transaktivierungsaktivitit zur Folge (Abb. 14, ARA473). Die Ergebnisse von den Deletionen
der homopolymeren Regionen sind schwer interpretierbar, da diesen Mutanten auch Bereiche
des N-Terminus fehlen, die fiir die Transaktivierung notwendig sind. Fiir die Untersuchung
dieser homopolymeren Bereiche miissten spezifisch diese Regionen deletiert werden.
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Abb. 14 : Schematisches Diagramm des Androgenrezeptors und der mutierten AR, und Zusammenfassung ihrer Transaktivierungs-, DNA-Bindungs-, und Trans-
repressionsaktivitiit. Die horizontalen Balken auf der linken Seite reprisentieren die Aminosiurensequenzen, die schraffierten Bereiche die DNA-Bindungsdomiane (DBD)
und dieschwarzen Bereiche die NF1/X3 Sequenz, die fiir die chimédren Rezeptoren verwendet wurde. Die Balkendiagramme zeigen die relative Transaktivierung des MMTV-
Reporterkonstrukts bzw. die relative Transrepression des Phorbolester (TPA)-induzierten Kollagenase I-Reporters. Die Ergebnisse reprasentieren den Mittelwert und die
Standardabweichung aus mindestens drei unterschiedlichen Experimenten, wobei die Werte relativ zu dem als 1,0 gesetzten Wert des Wildtyp-ARausgedriickt wurden.
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Durch interne Deletionen der Aminosduren 447-536, 447-473 488-536 und 510-536 tritt eine
Verstidrkung der Transaktivierungsaktivitét iiber den Wert des Wildtyp-AR hinaus ein, welche
sich auch in der erhohten DNA-Bindung wiederspiegelt (Abb. 14, vergleiche Transaktivierung
mit DNA-Bindung von ARA447-536 bis ARA510-536). Durch die Deletion der Aminoséuren
447-473 wird die homopolymere Glyzinregion entfernt. Da die Deletionsmutante ARA447-473
die Transaktivierung verstidrkt, kann man der deletierten Region eine hemmende Wirkung
zuordnen.

Verldangerung des N-Terminus der Deletionsmutanten ARA473, ARA510 und ARAS536 mit 79
Aminosduren von NF1/X3, duferte sich in einer Wiedererlangung der DNA-Bindung in den
Fillen ARA473 und ARAS10, aber die transaktivierenden Fahigkeiten aller drei Chiméren blieb
dennoch reduziert (Abb. 14, vergleiche Transaktivierungs- und DNA-Bindung von
ARA447/NF1X3 bis ARAS36/NF1X3).

Der Vergleich DNA-Bindung mit Transaktivierungsaktivitit zeigt, dal Mutanten die fahig sind,
an DNA zu binden nicht immer transaktivieren kénnen. Es ist deshalb davon auszugehen, da3
Bereiche des N-Terminus des Androgenrezeptors, die zur Transaktivierung beitragen,
spezifischer sein miissen, als jene, die die DNA-Bindung verstiarken. Der Bereich mit dem
grofiten Transaktivierungspotential des N-Terminus des AR ist nach diesen Ergebnissen
zwischen Aminosduren I und 320 lokalisiert, wobei die nachfolgende Glyzinregion eher
hemmende Eigenschaften besitzt. Ob diese Regionen fiir die transreprimierende Eigenschaft des
AR notwendig sind, bzw. welche Bereiche des N-Terminus dafiir notwendig sind, wurde im
nédchsten Abschnitt erldutert.

Die transreprimierenden Eigenschaften sidmtlicher Deletionsmutanten (aufler ARA488) des
Androgenrezeptors und der chiméren AR wurden im Vergleich zum Wildtyp-AR untersucht,
indem ihr Potential ein Phorbolester (TPA) induziertes Reporterkonstrukt (-517/+63 Coll-Luc)
zu hemmen, gemessen wurde (Abb. 14, ,Relative Transrepression®). Deletionsmutanten mit
trunkierten N-Termini bis Aminoséure 510 sind in der Lage, die Induktion der Expression von
Luziferase durch TPA, im selben Mafle wie der Wildtyp-AR, zu hemmen (Abb. 14, siehe
ARwt bis ARA510). Die Deletion der homopolymeren Aminosdurenbereiche hatte keinen
EinfluB auf die reprimierende Aktivitit des N-Terminus (Abb. 14, siche relative
Transrepression von ARA188, ARA440 u. ARA473). Eine weitere Verkiirzung bis zur
Aminosédure 536 hat zur Folge, da die hemmende Wirkung aufgehoben wird (Abb. 14, siehe
ARAS536). Dieser Befund liel vermuten, da3 Aminosduren zwischen 510 und 536 fiir die
hemmende Aktivitit des Androgenrezeptors wichtig sind. Durch Deletion dieses Bereichs
wurden jedoch wieder hemmende Eigenschaften erlangt (Abb. 10, relative Transrepression,
siche ARA447-536 bis ARA510-536). Entweder haben Bereiche im N-Terminus des AR vor
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den Deletionen die Aufgabe der Hemmung libernommen, oder N-terminale Bereiche tragen
unspezifisch zur Hemmung bei. Um die zweite Annahme zu untersuchen, wurden chimére AR,
bei denen N-terminale Bereiche durch eine Aminosdurensequenz von NF1/X3 ersetzt wurden,
in den Transrepressionsexperimenten eingesetzt. All diese Chiméren reprimierten die TPA-
induzierte Expression des Reporterkonstrukts dhnlich gut wie der Wildtyp-AR (Abb. 14,
relative Transrepression, vergleiche ARwt mit den chiméren Rezeptoren ARA473/NF1X3,
ARAS510/NF1X3 und ARA536/NF1X3). Dafl sogar der chimire Rezeptor ARAS36/NF1X3
wieder in der Lage war Hemmung zu vermitteln unterstiitzt die Annahme, daf fiir die
Transrepression keine spezifischen Bereiche des N-Terminus benotigt werden. Ein weiterer
Hinweis auf einen unspezifischen Beitrag des N-terminus zur Transrepression, zeigen
Experimente mit ARA536, ARA536/NF1X3 und einer Mutante bei der die
Hormonbindungsdoméne deletiert ist, die in ihrer reprimierenden Aktivitdt auf das, auch durch
das Onkoprotein ERM induzierbare Reporterkonstrukt -517/4+63 Coll-Luc untersucht wurden
(Gast et al, 1998, im Druck). In diesen Experimenten wurde gezeigt, daB ARAS536 keine
reprimierende  Aktivitdt ‘auf die onkoprotein-induzierte Expression besitzt, jedoch
ARA536/NF1X3 wieder reprimieren konnte und daf3 die HBD des AR nicht fiir die Repression
benotigt wird, sondern nur der N-Terminus und die DBD.

Alle Ergebnisse zusammengenommen lassen vermuten, dal die AR vermittelte reprimierende
Wirkung der Androgene ( zumindest in Bezug auf die Kollagenaseaktivitdt) nicht auf
spezifische N-terminale Sequenzen angewiesen ist.

Die Befunde aus 2.2.1 und 2.2.2 zeigen, daB der N-Terminus des menschlichen
Androgenrezeptors eine wichtigere Funktion als bisher beschrieben wurde besitzt. Er vermittelt
DNA-Bindung-, Transaktivierungs- und Transrepressionseigenschaften. Fiir  die
transaktivierende Funktion des N-Terminus werden spezifische Bereiche benétigt, wohingegen
fiir DNA-Bindung und Transrepression keine bestimmten Aminosduren gebraucht werden,
sondern eine gewisse Linge des N-Terminus vorhanden sein muf, um eine bestimmte Struktur
aufrechtzuerhalten. Es konnte keine Trennung der transaktivierenden von transreprimiernden
Eigenschaften des N-Terminus des Androgenrezeptors erreicht werden.

In einem Bereich des Androgenrezeptors mit solch wichtigen Funktionen wie der N-Terminus,
konnen natiirlich vorkommende Mutationen einen schwerwiegenden Effekt auf die Aktivitét des
Rezeptors austiben. Um die Bedeutung dieser Aussage zu unterlegen, wurde eine natiirlich
vorkommende Mutation, die bei einem Patienten mit Reifensteinsyndrom gefunden wurde,
analysiert und deren Effekt auf die Funktion des Androgenrezeptors bestimmt.

39




Ergebnisse

2.2.3 Eine natiirlich vorkommende N-terminale Mutation (G474E) im
Androgenrezeptor

In der vorliegenden Dissertation wurde eine neu entdeckte Mutante des Androgenrezeptors, die
bei einem Patienten mit klinischen Symptomen, die denen des Reifensteinsyndroms #hneln,
charakterisiert. Der Patient wurde von C. Radmayr und H. Klocker von der Universitétsklinik
fiir Urologie in Innsbruck, Osterreich, untersucht. Der Patient wurde im August 1993 geboren
und wies folgende Symptome auf: Das genetische Geschlecht zeigte den ménnlichen Karyotyp
46XY, er besall einen Mikropenis, die Harnrohre miindete zwischen Penis und Hodensack
(perineoskrotale Hypospadie), der Penis war gekriimmt, die Hoden lagen in der Leiste
(Kyptorchismus) und der Hodensack (Skrotum) war verkiimmert. Die spezifische
Androgenbindung, die in Genitalhautfibroblasten des Patienten gemessen wurde, war deutlich
verringert (Bmax=1,9 fMol/l mMill. Zellen, normal >5 fMol/l Mill. Zellen), bei einer
normalen Affinitdit (KD=0,2). Der Patient wurde einer androgenen Stimulationstherapie
unterzogen, wodurch sich nach einem Jahr die Spezifische Androgenbindung wieder
normalisierte. Anfang 1996 wurde eine chirurgische Korrektur vorgenommen, die eine
Penisbegradigung, einen Harnrhrenaufbau und eine beidseitige Plazierung der Hoden im
Skrotum (Orchidopexie) einschloB.

Bei Untersuchungen des Androgenrezeptorgens dieses Patienten wurde eine Punktmutation
gefunden, die einen Nukleotidaustausch an Position 1786 von Guanin zu Adenin verursachte,
was zu einem Aminosdurenaustausch im N-terminalen Bereich des Androgenrezeptors an
Position 474 von Glyzin (G) zu Glutaminsiure (E) fiihrt.

Die Mutation wurde in einen Expressionsvektor eingefiihrt, der zusammen mit
Genitalhautfibroblasten (GHF) des Patienten und von Kontrollpersonen, von H. Klocker zur
Verfligung gestellt wurde.

Die Mutation verursacht keine Stop-Kodon-verursachende Leserastermutation. Es kann deshalb
vermutet werden, daf ein komplettes Androgenrezeptorprotein exprimiert wird. Da die
Messungen der spezifischen Androgenbindung in Genitalhautfibroblasten des Patienten
erniedriegte Werte ergab, die Affinitdt zam Liganden aber den Normalwerten entsprach, ist
jedoch auch zu vermuten, daB3 in den Zellen weniger Protein vorhanden ist.

Als erstes wurde deshalb die Proteinmenge in den Genitalhautfibroblasten des Patienten

untersucht.
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2.2.4 Genitalhautfibroblasten des Patienten mit partieller Androgen-
insensitivitit enthalten weniger Rezeptorprotein und AR-mRNA

Gentitalhautfibroblasten (GHF) des Patienten mit der N-terminalen Mutation G474E, vor und
nach einer einjdhrigen Androgentherapie und GHFs von zwei Kontrollpersonen wurden
48 Stunden mit DHT (oder dem Losungsmittel 80% Athanol als Kontrolle) behandelt, und
danach in Laemmli-Probenpuffer geerntet. Nach Aufbrechen der Zellen durch Sonifikation
wurden die gleichen Mengen Extrakt durch Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulphat)-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und iiber Nacht auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran geblottet. Der Androgenrezeptor wurde mit dem AR-
spezifischen Antikorper F39.4.1 nachgewiesen.

wtGHF 1
mGHF-vor
wtGHF 2

Abb 15: Die Menge an AR-Protein ist in GHFs des Patienten (vor der Androgentherapie)
erniedrigt. Immunoblot von GHFs des Patienten vor und nach einer einjihrigen Androgentherapie und GHFs
aus zwei Kontrollpersonen. Jeweils 106 Zellen wurden auf Petrischalen ausgesét und 48 h mit DHT oder dem
Losungsmittel behandelt. Die Zellen wurden mit Laemmli-Probenpuffer (80 mM Tris pH 6,8, 2% (w/v) SDS,
10% Glyzerin, 2% B-Mercaptoethanol, 0,01% (w/v) Bromphenolblau) geerntet und jeweils 60 pl der Proben
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Ubertragung auf eine Membran wurde mit dem Androgenrezeptor-
spezifischen Antikérper F39.4.1 und danach mit einem Merretichperoxidase-gekoppeltem Zweitantikdrper
inkubiert. Die Detektion des AR-Proteins erfolgte durch eine Peroxidasereaktion.

‘Die Inkubation mit DHT stabilisiert das Androgenrezeptorprotein auch in
Genitalhautfibroblasten (Abb. 15, vergleiche jeweils -/+ DHT). Die Menge an Protein ist in
Genitalhautfibroblasten des Patienten, vor der Androgentherapie, im Vergleich zu den zwei
Proben aus Kontrollpersonen (GHF 1 u. 2), trotz Stabilisierung durch DHT reduziert (Abb 15,
vergleiche 4 mit 2 u. 6). Genitalhautfibroblasten, die nach der Hormonbehandlung entnommen
wurden, zeigen in Anwesenheit von DHT wieder einen normalisierten Wert der Proteinmenge
(Abb 15, vergleiche die Spur 8 mit 2 u. 6).

Dieses Ergebniss zeigt, da die Menge an Androgenrezeptorprotein in Genitalhautfibroblasten
des Patienten vor einer einjahrigen androgenen Stimulationstherapie verringert ist, sich aber
auch, wie im Falle der Kontrollpersonen, durch DHT (100nM) stabilisieren 14B8t. Warum sich
die Menge nach der einjahrigen Hormonbehandlung wieder normalisierte kann im Moment
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nicht beantwortet werden. Es ist zu vermuten, da3 wéhrend dieser langen Zeit der Behandlung,
einschneidende Verdnderungen in der Zelle stattgefunden haben.

Um zu untersuchen ob sich diese Reduktion der Proteinmenge auch bei physiologischen
Hormonkonzentrationen auswirkt, wurden Genitalhautfibroblasten des Patienten vor der
Hormonbehandlung und GHFs einer Kontrollperson mit verschiedenen Konzentrationen
(10 -10-10 7 M) DHT fiir 48 Stunden inkubiert. Physiologische Hormonkonzentrationen im
Serum von Méinnern liegen bei Werten >10 nM (Kaspar, 1992, Dissertation, Vermeulen und

Verdonck, 1992). Der Nachweis der Rezeptorproteine erfolgte mittelsWestern-Blot-Technik.

A wtGHF mGHF-vor
- 0,1 1 10 100 - 0,1 1 10 100 I nM DHT

| — hsp 90

Abb 16: Verminderte Mengen an AR-Protein in GHFs bei physiologischen DHT-
Konzentrationen, A) Western-Blot-Analyse von GHFs des Patienten vor der einjihrigen Androgentherapie
(mGHF-vor) und GHFs einer Kontrollpersonen (wtGHF). Jeweils 10¢ Zellen wurden auf Petrischalen ausgesaht
und 48 h mit verschiedenen Konzentrationen an DHT (0-100 nM) behandelt. Die Zellen wurden mit Laemmli-
Probenpuffer abgeschabt und jeweils 60 pul der Proben auf ein SDS-Proteingel aufgetragen und aufgetrennt. Die
Proteine wurden auf eine Membran geblottet und anschlieBend mit dem AR-spezifischen Antikérper F39.4.1 und
danach mit einem Mermetichperoxidase-gekoppeltem Zweitantikorper inkubiert. Durch eine Peroxidasereaktion
konnten die Proteine nachgewiesen werden. B) Nachweis des Hitzeschockproteins hsp 90 als Ladekontrolle.

In Abbildung 16 ist zu sehen, daf} die Proteinmenge in Genitalhautfibroblasten des Patienten,
im Vergleich zur Kontrolle, bei physiologisch wirksamen Hormonkonzentrationen von 0,1,1,0
und 10,0 nM DHT drastisch vermindert ist (Abb 16, vergleiche die Spuren 2, 3 u.4 mit 7, 8 u.
9). Bei hoheren Konzentrationen (100 nM DHT) ist dieser Effekt nicht mehr ganz so stark
ausgepragt (Abb 16, vergleiche die Spuren 5 mit 10). Diese Beobachtung bekommt noch mehr
Gewicht, wenn man die Proteinmenge der Ladekontrolle anschaut, die zeigt, daB3 in den Spuren
mit Extrakten der mGHFs etwas mehr aufgetragen wurde (Abb 16 B, vergleiche die Spuren 1-5
mit 6-10, hsp 90). ‘

Die Ergebnisse zeigen, daB3 die Menge an Rezeptorprotein in den GHFs des Patienten auch bei
niedrigeren (physiologisch relevanten) Hormonkonzentrationen erniedrigt ist. Was ist der
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Grund fiir eine niedrige Proteinmenge? Entweder das Protein ist instabil und wird in der Zelle
stdrker abgebaut, oder die Menge an Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) wird durch die
Mutation negativ beeintréchtigt.

Um zu untersuchen, ob in Zellen des Patienten mit dem mutierten AR die mRNA-Menge des
Androgenrezeptors reduziert ist, wurden Genitalhautfibroblasten vom Patient und von
Kontrollpersonen einer Northern-Blot-Analyse unterzogen. Da diese Zellen sehr wenig
Androgenrezeptorprotein und mRNA exprimierten und nicht geniigend Zellen fiir diese Analyse
eingesetzt werden konnten, war es nicht moglich, die Androgenrezeptor-mRNA in diesen
Zellen mit der Northern-Blot-Methode nachzuweisen. Es wurde die sensitivere Methode der
Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) angewandt. Dabei wird die
mRNA durch die Reverse Transkriptase in komplementire cDNA umgeschrieben, welche
durch PCR mit spezifischen Primern amplifiziert werden kann.

Genitalbautfibroblasten des Patienten vor wund nach einem Jahr androgener
Stimulationstherapie, GHFs einer Kontrollperson und Prostatakarzinomzellen (LNCaP) als
Androgenrezeptor-Kontrolle wurden auf Petrischalen ausgesit und 24 Stunden mit oder ohne
DHT inkubiert. Aus den Zellen wurde RNA extrahiert und davon je 1 pg in der Reversen
Transkriptionsreaktion eingesetzt. Als Negativkontrolle fiir den Nachweis von
Verunreinigungen mit genomischer DNA, wurde die gleiche Reaktion ohne Reverse
Transkriptase angesetzt. Mit je einem Zehntel der Reaktion wurde anschlieend eine PCR
durchgefiihrt, wobei AR- und GAPDH-spezifische Primer in derselben Reaktion eingesetzt
wurden. Die Primerkonzentration fiir die GAPDH-PCR und die AR-Primer wurde so gewihlt,
daB nach 25 Zyklen die Menge der Produkte noch im linearen Bereich lag, was einen
semiquantitativen Vergleich erlaubt. Als weitere Kontrolle wurden die Primerpaare einzeln mit
Expressionsvektoren von ARwt oder GAPDH angesetzt (Abb. 17 A, Spuren 12 u. 13, und B,
Spuren 11 u. 12). Die Reaktionsprodukte wurden auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt
photographiert und mittels eines Rechnerprogramms fiir den PC (ONE-Dscan) semiquantitativ

ausgewertet.
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Abb 17: Genitalhautfibroblasten des Patienten mit dem mutierten AR-G474E zeigen eine
verminderte Menge an AR-mRNA. A) Semiquantitative Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
(RT-PCR) als Nachweis fiir die mRNA Menge in Genitalhautfibroblasten (GHF). B) Die gleiche Reaktion wie
in A, ohne Reverse Transkriptase. Je 106 GHF-Zellen oder Prostatakarzinomzellen (LNCaP) wurden auf
Petrischalen ausgesit und 24 h mit DHT (107 M) oder dem Losungsmittel (80% Athanol) behandelt. Nach
Extraktion von Gesamt-RNA wurde mit je 1 pg RNA eine RT-Reaktion vorgenommen, wodurch
komplementire DNA (cDNA) erzeugt wird. Mit je 1 ul (aus 10 pl) RT-Reaktion wurde eine PCR mit AR- und
GAPDH-spezifischen Primern durchgefithrt. Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden auf einem
Ethidiumbromid enthaltenden 1% Agarosegel aufgetrennt. Die DNA wurde durch UV-Licht sichtbar gemacht,
photographiert und die Intensitéit der Banden mit Hilfe eines Rechnerprogramms (OneDscan) semiquantitativ
gemessen. wt-GHF = GHF von Kontrollperson, GHF-vor u. GHF-nach = GHF vor und nach einem Jahr
androgener Stimulationstherapie. AR-Ko. u. GAPDH-Ko. = Kontroll-PCR mit 1 ng ARwt- u. GAPDH-
Expressionvektor, pUC9 Haelll und A BstEIl sind DNA-Fragmentlingenmarker, die durch Verdau mit den

angegebenen Enzymen Haelll bzw. BstEII erhalten wurden.

Die Menge an PCR-Produkt der reversen Transkription von RNA aus Genitalhautfibroblasten
des Patienten mit dem mutierten Androgenrezeptor vor der androgenen Stimulationstherapie ist
in ihrem AR-spezifischen Signal deutlich schwécher im Vergleich zum Wildtypkontrollansatz
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(Abb 17 A, vergleiche die Spuren 1 u. 2 mit 3 u. 4, AR), wobei die Menge des GAPDH-
spezifischen Fragments ungefahr gleich zu sein scheint (Abb 17 A, vergleiche Spur 1 u. 2 mit 3
u. 4, GAPDH). Eine semiquantitative Auswertung erbrachte eine Reduktion von iiber 50%. Die
Menge an PCR-Produkt im Ansatz mit den GHFs ist nach der Therapie wieder mit dem
Normalwert vergleichbar (Abb 17 A, vergleiche Spuren 5 u. 6 mit 1 u. 2, AR). Die
Rechneranalyse zeigte eine eher erhohte Menge im Falle der GHFs nach der Behandlung. Die
starke Intensitdt des Signals in den Spuren mit den LNCaP Zellen, kommt daher, daB3 diese
Zellen groBle Mengen an Androgenrezeptor mRNA exprimieren (Abb. 17 A, Spuren 7 u. 8).
Die Behandlung der Zellen mit DHT hatte keinen groflen Einflufl auf die PCR-Produktmenge
(Abb 17 A, vergleiche jeweils -/+ DHT). Die Kontrollen mit den Expressionsplasmiden zeigen,
daB die richtigen Fragmente amplifiziert wurden und ohne DNA keine Produkte gebildet
wurden (Abb 17 A, Spuren 12 u. 13). Es konnten keine Verunreinigungen durch genomische
DNA in der PCR nachgewiesen werden, obwohl die Reaktion mit Ansitzen ohne reverse
Transkriptase (Abb. 17 B) erst nach 32 Zyklen gestoppt wurden, und die PCR in Abb. 17 A
schon nach 25 Zyklen.

Dieses Ergebnis zeigt, dafl in Genitalhautfibroblasten des Patienten mit dem mutierten
Androgenrezeptor (vor der Androgentherapie), eine geringere Menge an Androgenrezeptor-
mRNA vorhanden ist. Warum sich nach einer einjdhrigen Androgentherapie auch die Werte der
mRNA wieder normalisiert haben, kann im Moment nicht beantwortet werden. Diese
Ergebnisse zeigen, dal die verminderte Menge an Rezeptorprotein in Genitalhautfibroblasten
des Patienten mit Reifensteinsyndrom auf eine reduzierte Menge an Androgenrezeptor mRNA
zuriickzufiihren ist. Die Stabilisierung der Proteinmenge durch eine 48 stiindige
Hormonbehandlung, konnte nicht in einer Stabilisierung der mutierten mRNA (nach 24
Stunden Hormonbehandlung) festgestellt werden.

Die nichste Frage war, ob die reduzierte Menge an mutierter AR mRNA von einer niedrigeren
Trankriptionsaktivitét herriihrt, oder ob die mutierte mRINA instabil ist.

Eine Untersuchung der Stabilitit der mutierten mRNA in Genitalhautfibroblasten hitte
beispielsweise durch Messung der mRNA-Menge nach verschiedenen Zeitpunkten einer
Inhibition der Transkription sein konnen. Diese Experimente konnten mit den GHF nicht
durchgefiihrt werden, weil erstens die mRNA nur liber die RT-PCR nachweisbar ist und
zweitens nicht geniigend Zellmaterial vorhanden war.

Fiir weitere Experimente wurde deshalb der mutierte Androgenrezeptor in ein
Expressionsplasmid eingebaut und in transienten Experimenten untersucht.

Versuche, die Mutation stabil in eine andere Zelllinie einzubringen, um mehr Zellmaterial und
damit auch mehr RNA zur Verfligung zu haben schlugen fehl, weil weder das mutierte Protein
noch die mRNA in potentiellen Zellklonen mefbar waren.
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Untersuchung der Proteinmenge in transienten Experimenten mit verschiedenen
Expressionsplasmiden des mutierten Rezeptors, im Vergleich zum Wildtyp-AR, konnten
zeigen, dafl die Verringerung der Protein- und mRNA-Menge nicht von einer

promotorbedingten, geringeren Transkriptionsaktivitét abhéngt.

2.2.5 Auch in transienten Experimenten fiihrt die Mutation G474E zu
reduzierten Mengen an Rezeptorprotein

Der mutierte Androgenrezeptor aus dem Patienten mit Reifensteinsyndrom wurde in zwei
verschiedene Expressionsvektoren (pSG5 u. pcDNA3) mit verschiedenen Promotoren, SV40
(Promotor des simian virus 40 large T-antigen) und CMV (Cytomegalovirus), eingebaut.

Fiir die Untersuchung der Proteinmenge wurden Cos-7 Zellen durch Elektroporation mit den
zwei verschiedenen Expressionsplasmiden des mutierten Rezeptors AR-G474E, dem Wildtyp-
AR Expressionplasmid und einem leeren Kontrollvektor transient transfiziert, mit oder ohne
DHT behandelt und nach 48 h geerntet. Die Proteine wurden durch SDS-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt, einer Westernblot-analyse unterzogen und durch Androgenrezeptor-
spezifische Antikorper nachgewiesen.

$ >
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Abb. 18: Verminderte Proteinmenge des mutierten Androgenrezeptors in transienten
Transfektionen. Immunoblot mit 20 pg des Gesamtzellextraktes aus transient transfizierten Cos-7 Zellen. Je
2x10° Cos-7 Zellen wurden mit je 15ug Expressionsvektor ohne cDNA, Wildtyp-AR (pSG5-ARwt, pcDNA3-
ARwt) und Expressionsvektoren mit mutiertem Rezeptor (pSG5-AR-G474E u. pcDNA3-AR-G474E) transient
durch Elektroporation transfiziert, 48 h mit Hormon oder dem Losungsmittel als Kontrolle behandelt und dann
geerntet. Die mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nylonmembran
geblotet, anschliefend mit dem Anti-AR Antikérper SPO61 inkubiert und mit Hilfe des enhanced
chemilumineszens (ECL)-Systems detektiert. Die Grofle des AR ist angegeben.

In den Spuren mit Extrakten aus Cos-7 Zellen, die mit Leervektor transfiziert wurden, kann
weder in Ab- noch in Anwesenheit von Hormon (DHT), Androgenrezeptorprotein
nachgewiesen werden (Abb. 18, Spur 1 u. 2). Extrakte aus Zellen, die mit den Wildtyp-AR
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Expressionsvektoren pSG5-ARwt oder pcDNA3-ARwt transfiziert wurden, zeigen in beiden
Fillen geniligende Mengen an Rezeptorprotein, wobei in diesem Experiment keine
Stabilisierung durch DHT festgestellt werden kann (Abb. 18, vergleiche Spuren 3 mit 4, und 7
mit 8). Die Stabilisierung durch Hormon konnte in den meisten Experimenten, die im Rahmen
dieser Dissertation durchgefiihrt wurden, beobachtet werden. Der Grund warum dies hier nicht
der Fall war ist unklar. Wie deutlich zu sehen ist, enthielten Extrakte aus Cos-7 Zellen, die mit
den verschiedenen Expressionvektoren des mutierten Androgenrezeptors transfiziert wurden,
sehr viel weniger, oder keine mef3baren Mengen an Rezeptorprotein im Vergleich zum Widtyp-
AR (Abb. 18, vergleiche die Spuren 3 u. 4 mit 5 u. 6, und die Spuren 7 u. 8 mit 9 u. 10). Die
Behandlung mit DHT hatte nur einen leichten stabilisierenden Effekt im Ansatz mit dem
Plasmid pSG5-AR-G474E (Abb 18, vergleiche Spur 5 mit 6). Das ,kleine Signal in Spur 9
wurde durch einen Fehler beim Beladen der Gelspur 8 verursacht.

Dieses Ergebnis bestitigt die Befunde aus den Proteinanalysen mit den Genitalhautfibroblasten
(GHF) (2.2.4), die zeigten, daf} die Menge an Androgenrezeptorprotein in den GHFs des
Patienten mit dem mutierten Androgenrezeptor, verringert waren. Weiterhin zeigen dieses und
das GHF-Experiment, daf die verminderte Expression des mutierten Rezeptors kein
trankriptioneller Effekt ist, da mit beiden verwendeten Expressionplasmiden, die sich durch
verschiedene Promotoren unterscheiden und mit dem menschlichen AR-Genpromotor in den
Genitalhautfibroblasten des Patienten, wenige oder keine meflbaren Mengen an mutiertem

Androgenrezeptor erhalten wurde.

Eine weitere Frage war nun, ob diese wenigen Mengen an mutiertem Rezeptorprotein
funktionell aktiv sind. Um dies zu untersuchen, wurden der mutierte Androgenrezeptor in
transienten Transaktivierungs- Transreprimierungs- und Gelretardationssanalysen untersucht.

2.2.6 Die Mutation G474E fiihrt zu einem inaktiven Androgenrezeptor in
Transaktivierungs- Transreprimierungs- und Gelretardationssanalysen

Zunichst wurden Transaktivierungs- und Transrepressionsaktivitdt von AR-G474E mit dem
Wildtyp-AR verglichen. Dazu wurden CV-1 Zellen nach der Kalziumphosphat-Methode
transient mit den entsprechenden Expressionsvektoren und mit MMTV-Luc oder -517/4+63
Coll-Luc als Reportergene transfiziert. Nach 40 Stunden Hormonbehandlung mit DHT (im
Falle der Transrepression zusammen mit TPA) wurden die Zellen geemtet und die

Luziferaseaktivitit gemessen.
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Abb. 19 : Relative Transaktivierung und Transrepression der Mutante AR-G474E im
Vergleich zum Wildtyp-AR. Jeweils 1 pg leerer Expressionsvektor oder Expressionsplasmide vom
Wildtyp-AR oder der Mutante AR-G474E wurden mit je 9 ng Reporterplasmid (MMTV-Luc, im Falle der
Transaktivierung oder -517/+63 Coll-Luc, im Falle der Transrepression) nach der Kalziumphosphat-Methode
transient transfiziert. Nach 6 h wurde ein Glyzerinschock durchgefiihrt und die Zellen anschlieBend mit DHT (im
Falle der Transrepression gleichzeitig mit TPA) behandelt. Nach 40 h wurden die Zellen geerntet und die gleiche
Menge an Proteinextrakt zur Luziferaseaktivititsmessung eingesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte aus mindestens drei verschiedenen Experimenten. Der Wert des Wildtyp-AR wurde 1,0 gesetzt und
die anderen Werte relativ dazu errechnet.

Der mutierte Rezeptor zeigt eine iiber 90%ige Reduktion in der Transaktivierung des MMTV-
Luziferasereporterkonstrukts im Vergleich zum Wildtyp-AR (Abb. 19, links). Auch die
Fahigkeit der Repression eines Phorbolester-induzierten Kollagenasepromotorkostruktes ist
durch die Mutation um iiber 80% inhibiert (Abb. 19, rechts).

Fiir die Untersuchung der DNA-Bindung wurden Cos-7 Zellen durch Elektroporation mit den
Expressionsplasmiden der Rezeptoren transient transfiziert, mit oder ohne DHT behandelt und
nach 48 h geerntet. Mit Gesamtzellextrakten aus diesen Zellen wurden Gelretardationsanalysen
durchgefiihrt und die Proteine in der Westernblot-analyse nachgewiesen.
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Abb, 20: Verminderte DNA-Bindung der Mutante AR-G474E infolge geringerer Synthese
des Rezeptorproteins. A) Gelretardationsanalyse mit Wildtyp-AR und der Mutante AR-G474E. Je 20 ug
Protein eines Gesamtzellextrakts aus Cos-7 Zellen, die mit je 15 pg Expressionsplasmid Wildtyp-AR, der AR-
G474E Mutante oder einem Leervektor elektroporiert wurden, sind zuerst 10 min mit 1 pg poly(dl/dC) auf Eis,
dann 20 min mit radioaktiv markiertem ARE-Oligonukleotid (20.000cpm, 2fmol) bei Raumtemperatur inkubiert
worden. Die Komplexe wurden sodann auf einem 4% Acrylamidgel aufgetrennt, getrocknet und
autoradiographiert. B) Immunoblot mit 20 pg des Gesamtzellextraktes aus A. Die mittels SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nylonmembran geblottet, anschliefend mit dem Anti-
AR Antik&rper SPO61 inkubiert und mit Hilfe des ECL-Systems detektiert. Die Grofie des AR ist angegeben.

Extrakte aus Cos-7 Zellen, die mit dem leeren Expressionsplasmid transfiziert wurden, zeigten
weder in Ab- noch in Anwesenheit von Hormon DNA-Bindung (Abb. 20, Spuren 1 u. 2). Wie
deutlich zu sehen ist, ist die DNA-Bindung der Mutante AR-G474E in An- und Abwesenheit
von Hormon gegeniiber dem Wildtyp-AR stark reduziert, bzw. fast nicht mehr nachweisbar
(Abb 20 A, vergleiche jeweils die Spuren 3 mit 5 und 4 mit 6). Die Bindung des Liganden
(DHT) fiihrt in beiden Fillen zu einer Stabilisierung der DNA-Bindung und zu einer weiteren
Retardation im Laufverhaiten des DNA-Rezeptorkomplexes (Abb. 20 A, vergleiche die DNA-
Bindungsintensitit der Spuren 3 mit 4 und 5 mit 6). Es ist auch deutlich zu erkennen, daf die
Hormonbehandlung das ARwt-Protein stabilisiert, im Falle der Mutante konnte der Effekt nicht
nachgewiesen werden, da keine detektierbaren Proteinmengen vorhanden waren. (Abb 20 B,

vergleiche Spuren 3 mit 4 und 5 mit 6).
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Es gibt einige Unterschiede zwischen transfizierten Zellen und Genitalhautfibroblasten:

(1) in den transfizierten Cos-7 Zellen ist die Stabilisierung der Rezeptormenge durch DHT nicht
so effektiv wie in den Genitalhautfibroblasten, (ii) die Proteinmenge des mutierten
Androgenrezeptors ist in transfizierten Cos-7 Zellen kaum nachweisbar, woraus zu schlielen
ist, daf in diesen Zellen eine drastische Reprimierung des mutieren Rezeptors stattfindet.

Um herauszufinden, ob die Reprimierung schon auf der Ebene der mRNA stattfindet, wie im
Falle der Genitalhautfibroblasten, wurden RNA-Analysen (northern blot analysis) mit
transfizierten Cos-7 Zellen durchgefiihit.

2.2.7 Die verminderte Proteinmenge der Mutanie AR-G474E resultiert aus
einer geringeren m-RNA-Menge

Um die Expression des Androgenrezeptorgens zu untersuchen, wurde mRNA aus Cos-7 Zellen
gewonnen. Diese wurden genauso wie fiir die Extraktion von Zellextrakten durch
Elektroporation mit leeremn Vektor und Expressionsvektoren mit Wildtyp-AR und der Mutante
AR-G474E transient transfiziert. Zur Kontrolle der Elektroporationseffizienz wurde die gleiche
Menge eines Plasmids, das fiir ein Resistenzgen gegen Neomyzin kodiert, kotransfiziert. Nach
48 Stunden Hormonbehandlung wurde poly A+ RNA extrahiert und auf einem 1% Agarosegel
aufgetrennt. Die RNA wurde auf eine Nylonmembran transfiziert (geblottet) und mit
spezifischen, radioaktiv markierten DNA-Fragmenten fiir die einzelnen nachzuweisenden
RNAs hybridisiert. Durch die Hybridisierung mit einem Fragment das die mRNA der GAPDH
erkennt, kann die Menge an geladener RNA verglichen werden. Durch Autoradiographie
konnte die RNA detektiert und mit Hilfe einer Biobild-Analysator (Fuji) quantifiziert werden.

Abb 21: Verminderte mRNA-Menge der Mutante AR-G474E in transient transfizierten
Cos-7 Zellen. Northern-Blot-Analyse transient transfizierter Cos-7 Zellen. Cos-7 Zellen wurden mit je 15 ug
Vektor-, ARwt- und AR-G474E-Expressionsplasmid und jeweils 15 fig Expressionsplasmid, welches das
Neomyzinresistenzgen exprimiert als Elektroporationskontrolle kotransfiziert. Nach 48 h Induktion durch DHT
wurden die Zellen geerntet, die poly A* mRNA extrahiert und an Oligo-dT-Zellulose gebunden. Nach mehreren
Waschungen wurde die mRNA eluiert und 20 pg auf einem 1% Agarosegel augetrennt. Die mRNA wurde auf
eine Nylonmembran transferiert und mittels UV-Licht kovalent an die Membran fixiert. Sodann erfolgte eine
Hybridisierung mit einem fiir die gesuchte mRNA spezifischen, radioaktiv markierten DNA-Fragment. Fiir
weitere Hybridisierungen konnte durch Kochen die &ltere Sonde entfernt werden. A) Hybridisierung mit einem fiir
den Androgenrezeptor spezifischen DNA-Fragment. B) Detektion der mRNA der Glyzerinaldehydphosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), deren Menge durch die Behandlung nicht verandert wird, erkennt. C) Kontrolle der
Elektroporationseffizienz durch Hybridisierung mit einem DNA-Fragment, das die mRNA des kotransfizierten
Neomyzinresistenzgen erkennt,
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Wie deutlich zu sehen ist, war in dem Extrakt von Cos-7 Zellen, die mit der Mutante AR-
G474E tansfiziert wurden, weniger AR-mRNA enthalten als in Wildtyp-AR transfizierten
Zellen (Abb 21 A, vergleiche Spur 2 mit 3), obwohl mehr mRNA geladen wurde (Abb 21 B,
vergleiche Spur 2 u. 3). Die Elektroporationseffizienz beim Ansatz mit der Mutante war zwar
etwas schlechter als im Vergleich zum Wildtyp-AR (Abb. 21 C, vergleiche Spur 2 u. 3), aber
eine Quantifizierung der Intensitit der Banden ergab eine etwa 50%ige Reduktion der mRINA-
Menge im Falle des mutierten AR-G474E. In Leervektor-transfizierten Zellen war keine AR-
mRNA nachzuweisen (Abb. 21 A, Spur 1).

Die reduzierte Menge an AR-G474E-mRNA in transienten Transfektionesexperimenten ist
demnach zumindest ein Grund fiir eine verminderte Menge an Protein, im Vergleich zum
Wildtyp-AR. Obwohl die mRNA-Menge nur um etwa 50% reduziert ist, war die Menge an
Protein um ca. 90-95% reduziert. Daraus kann geschlossen werden, daB eine weitere

Reprimierung auf Proteinebene stattfindet.

Die Experimente zeigten bis jetzt, dal sowohl die Proteinmenge, als auch die mRNA Menge

.

des mutierten Androgenrezeptors vom Patienten mit Reifensteinsyndrom in
Genitalhautfibroblasten des Patienten und im transienten System, reduziert ist. Die Tatsache,
daf} das endogene Gen und die transfizierten Expressionsvektoren beide Reduktion der mRNA-
Menge zeigen, ist nicht auf transkriptionelle Reprimierung zurtickzufiihren, sondern auf einen
Effekt auf die mRNA. Eine Moglichkeit der Verringerung der mRNA-Menge konnte darin

51




Ergebnisse

liegen, daB die neusyntetisierte mutierte mRNA durch Proteine spezifisch erkannt wird, und
dies eine Degradation der mutierten mRNA zur Folge hat.

Um zu untersuchen ob die Mutation dazu fiihrt, da8 die mRNA von spezifischen Proteinen
erkannt wird, wurden RNA-Gelretardationsanalysen durchgefiihrt, die #hnlich wie DNA-
Gelretardationen, die Interaktion von Proteinen mit RNA zeigen.

2.2.8 Eine Sequenz der mutierten AR-mRNA des Patienten mit partieller
Androgeninsensitivitit bildet spezifische RNA-Protein-Komplexe mit
Extrakten von Cos-7 Zellen und Genitalhautfibroblasten

In den folgenden Experimenten wurden Proteinextrakte von Cos-7  Zellen,
Genitalhautfibroblasten und Retikulozytenlysate in RNA-Protein-Interaktionsanalysen (RNA-
Band Shiff) untersucht.

Dazu wurden Oligonukleotide mit einer Sequenz von 31 Nukleotiden der mRNA des
N-Terminalen Bereichs vom Wildtyp-Androgenrezeptor und der Mutante AR-G474E, die die
Position der Mutation iiberspannt, synthetisch hergestellt (Eurogentec, Frankreich) und
radioaktiv markiert.

Im ersten Experiment wurden je 2x10° Cos-7 Zellen fiir 48 Stunden mit DHT oder dem
Losungsmittel (80% Athanol) als Kontrolle inkubiert. Die Zellen wurden dann geemtet und
Gesamtzellextrakte, zytoplasmatische Extrakte und Kemextrakte préipariert. Jeweils die gleichen
Mengen an Protein wurden zuerst mit poly d(I/dC) und danach mit radioaktiv markierten RNA-
Oligonukleotiden inkubiert. Die RNA-Protein-Komplexe wurden dann auf einem 4%igem

Acrylamidgel aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographiert.

Abb  22: Spezifische Bindung von Protein an die mutierte mRNA. RNA-
Gelretardationsexperiment zum Nachweis von RNA bindenden Proteinen. 2x 10° Cos-7 Zellen wurden auf
Petrischalen ausgesit und fiir 24 h mit DHT (107 M) oder dem Losungsmittel (80% Athanol) behandelt. Die
Zellen wurden dann geerntet und entweder Zell-, Zytoplasma- oder Kernextrakte pripariert. Je 100 pg
Proteinextrakt wurden zuerst auf Eis 10 min mit 1 pg poly(dI/dC), dann 20 min mit radioaktiv markiertem
Wildtyp (wt) oder mutiertem (m) Oligonukleotid (100.000cpm, 20fmol) bei Raumtemperatur inkubiert. Die
RNA-Protein-Komplexe wurden dann auf einem 4% Acrylamidgel aufgetrennt, das Gel getrocknet und
autoradiographiert. Oligo. = Oligonukleotide. Der Pfeil markiert den spezifischen Komplex zwischen Protein und
mutiertem RNA-Olgonukleotid.
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Gesamtzellextrakte von Cos-7 Zellen bilden in An- und Abwesenheit von Hormon mit dem
mutierten RNA-Oligonukleotid spezifische Komplexe, welche eine Retardierung im
Laufverhalten des freien Oligonukleotids verursachen (Abb 22, Spuren 3 u. 4, Pfeil). Mit
Wildtyp-RNA-Oligonukleotiden bilden weder Gesamtzellextrakte noch zytoplasmatische- oder
Kernextrakte solche spezifischen Komplexe (Abb 22, Spuren 1 u. 2, 5 u. 6 und 9 u. 10, Pfeil).
Die hauptséchliche Menge dieser spezifischen Proteine oder dieses spezifischen Proteins, das
die mutierten RNA-Oligonukleotide erkennt, scheint im Zytoplasma lokalisiert zu sein, da das
Signal des Komplexes mit zytoplasmatischem Extrakt viel starker ist, als mit Kernextrakt, bei
dem eine Kontamination mit zytoplasmatischem Extrakt nicht auszuschlieBen ist (Abb 22,

.vergleiche die Spuren 7 u. 8 mit 11 u. 12).

Die Mutation im RNA-Oligonukleotid des menschlichen Androgenrezeptors aus dem Patienten
mit partieller Androgeninsensitivitidt (Reifenstein) kann von Proteinen aus Cos-7 Zellen, die
auch in den transienten Experimenten verwendet wurden, wo eine Reduktion des mutierten
Androgenrezeptorproteins und der mRNA festgestellt wurde, erkannt und die mutierte RNA
gebunden werden. Wenn diese Bindung spezifisch fiir die Mutation ist, so sollte es mdglich

n, die Interaktion der Proteine mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid durch einen
UberschuB an nicht markiertem Oligonukleotid zu kompetitieren. Diese Annahme wurde im

néchsten Experiment tiberpriift, bei dem Cos-7 Zellen verwendet wurden, weil diese erstens ein

sein
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stirkeres Signal des RNA-Protein-Komplexes erzeugen und zweitens mehr Zellmaterial davon

zur Verfiigung stand.

Cos-7-Gesamtzellextrakt wurde zuerst 10 min mit poly(dl/dC) und einem 100 fachem
Uberschuf an nicht radioaktiv markiertem Wildtyp- oder mutiertem Oligonukleotid inkubiert.
Danach wurde fiir weitere 20 min radioaktiv markiertes Oligonukleotid zugegeben. Die
Reaktionen wurden auf einem Acrylamidgel aufgetrennt, getrocknet und autoradiographiert.

Cos-7 Extrakt

wt-RNA-Oligo. m-RNA-Oligo.
I 10 1
Komp.- 100x  100x 100x  100x

RNA-Oligo. - t m - wt

Abb 23: Die Bindung an die mutierten RNA-Oligonukleotide laBt sich spezifisch
kompetitieren. Kompetitions-RNA-Gelretardationsanalyse zum Nachweis spezifischer Bindung an die
mutierten Olgonukleotide. Je 50 ug Gesamtzellextrakt aus Cos-7 Zellen wurden zuerst auf Eis 10 min mit 1 g
poly(dI/dC) und 100 fachem UberschuB an nicht radioaktiv markiertem Wildtyp (wt) oder mutiertem (m)-RNA-
Oligonukleotid, dann 20 min mit radioaktiv markiertem RNA-Oligonukleotid (50.000cpm, 10fmol) bei
Raumtemperatur inkubiert. Die RNA-Protein-Komplexe wurden dann auf einem 3,5% Acrylamidgel aufgetrennt,
das Gel getrocknet und autoradiographiert. Die Pfeile weisen auf die spezifischen (b) und unspezifischen (a)
Protein-RNA-Komplexe. Komp-RNA-Oligo. = Kompetitions-RNA-Oligonukleotide.

Ohne kompetitierende Oligonukleotide bilden Gesamtzellextrakte aus Cos-7 Zellen mit beiden,
mutiertem und nicht mutiertem radioaktiv markiertem RNA-Oligonukleotid, einen Komplex
(Abb.23 Spuren 1 u. 4, a), der durch eine 100 fache Inkubation mit nicht markiertem Wildtyp-
RNA-Oligonukleotid oder mutiertem Oligonukleotid kompetitiert werden kann (Abb 23,
vergleiche die Spur 1 mit 2 u. 3, und die Spur 4 mit 5 u. 6, a). Der Komplex, der durch
Bindung von Protein an die mutierten radioaktiv markierten RNA-Oligonukleotide entsteht
(Abb. 23, Spuren 4, 5 u. 6, b), kann durch einen 100 fachen Uberschuf an nichtmarkiertem,
mutiertem RNA-Oligonukleotid zum Teil kompetitiert werden, nicht aber durch einen
UberschuB an unmarkierten Wildtyp-RNA-Qligonukleotid (Abb 23, vergleiche die Spur 4 mit
den Spuren 5 u. 6, a).

Dieses Ergebnis zeigt, daB die Bindung von Protein aus Cos-7 Zellextrakten an die mutierten
RNA-Oligonukleotide spezifisch ist, da sie nicht durch einen UberschuB an nicht markierten

Wildtyp-RNA-Oligonukleotiden, welche sich nur durch einem Nukleotidaustausch
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unterscheiden, kompetitiert werden kann. Die Bindung kann jedoch zum Teil durch mutierte
nicht-radioaktive RNA kompetitiert werden.

Die Mutation im RNA-Oligonukleotid scheint zu einer Strukturverdnderung zu fithren, welche
spezifisch von Protein(en) aus Cos-7 Zellen erkannt wird. Ob dies auch fiir
Genitalhautfibroblasten zutrifft, wurde im néchsten Experiment untersucht.

Jeweils 10° Cos-7 Zellen, Genitalhautfibroblasten von dem Patienten mit partieller
Androgeninsensitivitidt und einer Kontrollperson wurden in Petrischalen ausgesdt und fiir
40 Stunden mit DHT oder dem Losungsmittel behandelt und danach geerntet. Mit je 50 pg
Zellextrakt und je 20 fmol Wildtyp oder mutiertem radioaktiv markiertem RINA-Oligonukleotid
wurde eine RNA-Gelretardationsanalyse durchgefiihrt.

Cos-7 wtGHF mGHF mGHF
Extrakt Extrakt Extrakt Extrakt
vor nach
RNA-Oligo. wt m wt m wt m wt m

DHT

&
-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abb 24: Proteine aus Genitalhautfibroblasten binden spezifisch an das mutierte RNA-
Oligonukleotid. RNA-Gelretardationsexperiment zum Nachweis von RNA bindenden Proteinen aus
Genitalhautfibroblasten (GHF). 2x 10° Cos-7 Zellen, GHF-Zellen einer Kontrollperson (wtGHF) und dem
Patienten mit PAIS, vor (mGHF Extrakt vor) und nach der androgenen Stimulationstherapie (nGHF Extrakt
nach) wurden fiir 40 h mit DHT (10" M), oder dem L8sungsmittel (80% Athanol) behandelt. Aus den Zellen
wurden Gesamtzellextrakte extrahiert. Je 50 pg Protein wurden auf Eis 10 min mit 1 pg poly(dl/dC), dann 20
min mit radioaktiv markiertem Wildtyp (wt) oder mutiertem (m) RNA-Oligonukleotid (100.000cpm, 20fmol)
bei RT inkubiert. Die RNA-Protein-Komplexe wurden dann auf einem 4% Acrylamidgel aufgetrennt, das Gel
getrocknet und autoradiographiert. Die Pfeile zeigen die spezifischen Protein-RNA-Komplexe an. RNA-Oligo. =
RNA-Oligonukleotid.

Gesamtzellextrakte aus Cos-7 Zellen bilden, wie schon in Abbildung 22 und 23 gezeigt,
spezifische Komplexe mit den mutierten RNA-Oligonukleotiden, die auch hier ein stirkeres
Signal als die Genitalhautfibroblasten zeigen (Abb 24, vergleiche Spur 1 mit 2, unterer Pfeil
links, mit den Spuren 5, 6 , 9, 10 u. 13 ,14). Mit dem wt-RNA-Oligonukleotid bildete weder
der Cos-7 Extrakt, noch die Extrakte aus den GHFs einen, fiir das mutierte RNA-
Oligonukleotid spezifischen Komplex (Abb. 24, Spuren 1, 3, 4, 7, 8, 11 u. 12). Extrakte aus
Genitalhautfibroblasten einer Kontrollperson und des Patienten formten auch einen

charakteristischen Komplex mit dem mutierten RNA-Oligonukleotid (Abb 24, 5, 6, 9, 10, 13
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u. 14 obere Pfeile). Dies weist auf dhnliche, aber nicht gleiche Proteine in den verschiedenen
Zellen hin, die das mutierte RNA-Oligonukleotid erkennen und binden koénnen. Extrakte aus
Genitathautfibroblasten des Patienten nach der einjéhrigen androgenen Stimulationstherapie
zeigen zwar auch die Bildung eines spezifischen Komplexes mit dem mutierten RNA-
Oligonukleotid (Abb. 24, Spuren 13 u. 14), aber im Vergleich zu den Komplexen im Falle der
Kontrollperson und des Patienten vor der Hormonbehandlung, scheint die Bindung etwas
schwicher zu sein (Abb. 24, vergleiche die Spuren 5, 6 u. 9, 10 mit 13, 14, obere Pfeile). Dies
kénnte an einer unterschiedlichen Proteinkonzentration liegen, die im Experiment eingesetzt
wurde, oder die Extrakte aus GHFs des Patienten enthielten nach der einjihrigen
Androgentherapie weniger von dem Protein, das die mutierte RNA-Oligonukleotide zu binden
vermag.

Dieses Experiment konnte zeigen, daf3 die Mutation im RNA-Oligonukleotid des menschlichen
Androgenrezeptors aus dem Patienten mit Reifensteinsyndrom, sowohl von Proteinen aus
Cos-7 Zellen wie auch aus Genitalhautfibroblasten erkannt und die mutierte RNA gebunden
wird.,

Eine lange Suche nach Zellen, in denen keine Reduktion der Menge an mutiertem
Rezeptorprotein zu sehen ist, war erfolglos. Dies lieB vermuten, daf eine ubiquitdr
vorkommende RNase fiir den Abbau der mRNA verantwortlich ist. Darauthin wurde ein in
vitro Transkriptions/Translationssystem mit Retikulozytenlysat, bei dem durch Zugabe eines
RNase-Inhibitors (RNasin) die RNasen gehemmt werden koOnnen, verwendet, um
Rezeptorprotein zu translatieren. Desweiteren wurden mit diesen Extrakten RNA-
Gelretardationen durchgefiihrt.

Eine in vitro Transkription/Translation mit den Expressionplasmiden des Wildtyp-AR (ARwt)
und mutiertem AR (AR-G474E) wurde in An- und Abwesenheit von RNasin durchgefiihrt
(Abb. 25 A). Dazu wurden die Expressionsplasmide mit Retikulozytenlysat aus Kaninchen,
einem Aminosiurenmix ohne Methionin, **S-Methionin, T7-RNA-Polymerase und RNasin,
oder dem Losungsmittel als Kontrolle 90 min bei 37 C° inkubiert. RNasin inhibiert
gewohnliche RNasen, beispielsweise RNasen A, B und C. Jeweils eine gleiche Menge
Reaktionsprodukt wurde auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, das Gel nach dem Lauf
getrocknet und autoradiographiert.

Um nochmal den Unterschied in der Menge an Rezeptorprotein in Cos-7 Zellen zu
veranschaulichen wurden die Expressionsplasmide der AR zusammen mit dem
Expressionsplasmid, das fiir den deletierten ARA188 kodiert in Cos-7 Zellen transient
kotransfiziert und eine Western-Analyse durchgefiihrt (Abb 25 B).

Fir die RNA-Gelretardationsanalyse wurden Cos-7-Gesamtzellextrakte, wie schon
beschrieben, pripariert. Retikulozytenlysat wurde unverdiinnt im Experiment eingesetzt. Die
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Extrakte wurden zuerst mit poly(dI/dC) auf Eis inkubiert. Im Falle der Inkubation mit
Retikulozyten- (Retik.) Extrakt wurde 1 pl 1:2 in Wasser verdiinnten RNase-Inhibitor (RNasin,
30 units/pl, Promega) oder 1:2 in Wasser verdiinntes Losungsmittel (80% Athanol) als
Kontrolle zugegeben. Danach wurden die radioaktiv markierten RNA-Oligonukleotide
zugegeben und nach 20 min eine Gelelektrophorese mit einem 4% Acrylamidgel durchgefiihrt.
Das Gel wurde anschlieffend getrocknet und autoradiographiert.

B
ARwt  AR-G474E ARwt  AR-G474E
RNasin ! - + ! 7. + !  rDa -1 - +_ DHT

e e w00

ARAI188

T 2 3 4

C Cos-7 Retik.
Extrakt Extrakt
" wt m . wt wt  m m RNA-Oligo.
- = - + - +  RNasin
— unspez.

-

Abb 25: Proteine aus Kaninchen-Retikulozytenlysat zeigen keine Mutanten-spezifische
RNA-Bindung. A) In vitro Transkription/Translation der Plasmide von Wildtyp-AR und der Mutante AR-
G474E, die in An- und Abwesenheit von RNasin durchgefiihrt wurde. Je 3 pl Reaktion wurden durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und das Gel getrocknet und autoradiographiert. Die Grofie eines
Standardmolekulargewichtmarkers ist angegeben. B) Immunoblot aus Cos-7 Zellen die jeweils mit Wildtyp-AR
oder der Mutante AR-G474E und ARA 188 transient kotransfiziert und 48 h mit DHT oder dem Losungsmittel als
Kontrolle behandelt wurden. C) RNA-Gelretardationsexperiment zum Nachweis von RNA bindenden Proteinen
aus Kaninchenretikulozyten (Retik. Extrakt) und Cos-7 Zellen. Je 50 pug Gesamtzellextrakt aus Cos-7 Zellen
oder je 4 pl Retikulozytenlysat (Promega) wuarden zuerst 10 min mit 1 pg poly(dl/dC) auf Eis, dann 20 min mit
radioaktiv markiertem Wildtyp (wt) oder mutiertem (m) RNA-Oligonukieotid (50.000cpm, 10fmol) bei
Raumtemperatur inkubiert. Die RNA-Protein-Komplexe wurden auf einem 4% Acrylamidgel aufgetrennt, das Gel
anschlieBend getrocknet und autoradiographiert. Der Pfeil zeigt den spezifischen RNA-Komplex mit Cos-7
Extrakt an. unspez= unspezifische Protein-Oligonukleotidkomplexe.

Die in vitro Transkription/Translation beider Rezeptorproteine war in beiden Fillen erfolgreich
und zeigt keine groBen Unterschiede in der Proteinmenge (Abb. 25 A, vergleiche die Spuren 1
u. 2 mit 3 u. 4). Das Signal der Proteinmenge zwischen den Ansitzen mit oder ohne RNasin ist
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etwa gleichstark, es kann keine Reduktion festgestellt werden (Abb. 25 C, vergleiche die
Spuren 1 mit 2 u. 3 mit 4). Verschiedene Griinde kdnnen angenommen werden: (i) das fiir die
Bindung an das mutierte RNA-Oligonukleotid spezifische Protein, oder die fiir den Abbau der
mutierten RNA verantwortliche RNase ist nicht in den Retikulozytenextrakten vorhanden, (i)
die RNasen in den Retikulozyten sind auch ohne RNasin gehemmt, wodurch es erst gar nicht
zu einem Abbau der mutierten RNA kommt.

Der Immunoblot von Proteinextrakten aus Cos-7 Zellen, die mit den Expressionsplasmiden des
Wildtyp-AR oder der Mutante AR-G474E und mit der Deletionsmutante ARA188 transient
kotransfiziert wurden, zeigen eine deutlich verminderte Proteinmenge im Falle der Mutante,
wiahrend die Proteinmenge der kotransfizierten Kontrolle ARA188 nur leichten Schwankungen
unterliegt, was auf eine shnliche Transfektionseffizienz hinweist (Abb 25 B, vergleiche die
Spuren 1 u. 2 mit 3 u. 4).

Die RNA-Gelretardationsanalyse (Abb. 25 C) mit Extrakten aus Cos-7 Zellen zeigt die Bildung
von Komplexen mit beiden RNA-Oligonukleotiden (Abb 25 A,Spur 1 u. 2, siehe unspez.), die
nicht mutantenspezifisch sind. Sie zeigen aber auch die Bildung spezifischer Komplexe mit dem
mutierten RNA-Oligonukleotid, nicht aber mit dem Wildtyp-RNA-Oligonukleotid (Abb 25 C,
vergleiche Spur 1 mit 2, Pfeil). Retikulozytenextrakte bilden weder mit dem mutierten, noch mit
dem Wildtyp-RNA-Oligonukleotid Mutanten-spezifische Komplexe, sie zeigen nur
,unspezifische* Bindung (Abb 25 C, Spuren 3-6, Pfeil). Inkubation von RNasin mit den
Retikulozytenextrakten hatte keine Einwirkung auf die Komplexbildung (Abb 25 C, vergleiche
die Spuren 3 u. 5 mit 4 u. 6).

Das Experiment zeigt, dal in Cos-7 Zellen weniger Rezeptorprotein des mutierten AR im
Vergleich zum Wildtyp-AR vorhanden ist, was mit einer spezifischen Bindung von Protein an
das mutierte RNA-Oligonukleotid korreliert. Mit Retikulozytenextrakten aus Kanninchen
konnte keine spezifischen Bindung an das mutierten RNA-Oligonukleotid festgestellt werden,
wobei die Synthese von Wildtyp und mutiertem Rezeptorprotein im in vitro
Transkriptions/Translations-Experiment gleich ist.

Da die in vitro Transkription/Translation des mutierten Rezeptors auch in Abwesenheit von
RNasin Protein erzeugte, im RNA-Gelretardationsexperiment aber kein spezifischer Komplex
mit dem mutierten RNA-Oligonukleotid festgestelt wurde, ist zu vermuten, dafl die spezifische
Bindung von Protein an die mutierte mRNA eine Wirkung auf die Stabilitéit der mRNA hat. Ob
diese(s) Protein(e) einen direkten oder indirekten Einflufl haben und welcher Art dieser EinfluB
ist konnte aus zeitlichen Griinden nicht weiter verfolgt werden.

Zusammenfassend konnte dieser Teil der Arbeit zeigen, dal aminoterminale Sequenzen des
menschlichen Androgenrezeptors zur Transaktivierung, Transrepression und DNA-Bindung
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beitragen. Fiir die transaktivierende Funktion sind Sequenzen des N-terminalen Endes wichtig,
es konten aber keine niheren Bereiche definiert werden, welche fiir die Transrepression und
DNA-Bindung spezifische Eigenschaften aufwiesen. Fiir diese Funktionen muf} eine gewisse
Struktur des Rezeptors aufrechterhalten werden, die von der Lénge, nicht aber von spezifischen
Aminoséuren des N-Terminus abhéngig ist.

Eine aminoterminale Mutation, die bei einem Patienten mit partieller Androgninsensitivitét
gefunden wurde, zeigte in transienten Transfektionsexperimenten keine transaktivierenden,
reduzierte transreprimierende und schwache DNA-Bindungs-Eigenschaften. Die Protein- und
mRNA-Menge der Mutante war in transienten Untersuchungen und in Genitalhautfibroblasten,
im Vergleich zum Wildtyp reduziert. In RNA-Protein-Bindungsanalysen konnte ein RNA-
Protein-Komplex nachgewiesen werden, bei dem spezifisch die mutierte RNA erkannt wurde.
Das Protein (die Proteine) dieses Komplexes ist zelltypspezifisch und die Komplexbildung
korreliert mit einer verminderten Proteinmenge des mutierten Rezeptors in diesen Zellen.
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3 Diskussion

Androgene stehen in der Geschlechtsentwicklung und Differenzierung zum ménnlichen
Phénotyp am Ende einer Kaskade von Ereignissen. Testosteron, das in Leydigzellen gebildet
wird, ist hauptsdchlich fiir die innere Virilisierung, wie die Differenzierung der Wolffschen
Ginge, zustindig, wohingegen Dihydrotestosteron, welches spiter im Differenzierungprozess
von der 5-0-Reduktase aus Testosteron gebildet wird, fiir die Entwicklung der Prostata und der
duBeren Geschlechtsmerkmale verantwortlich ist. Beide Sexualhormone bendtigen einen
funktionellen Androgenrezeptor, um ihre Wirkung zu entfalten.

Storungen der Androgenwirkung in dieser kritischen Phase der Geschlechtsentwicklung,
beispielsweise durch Fehlfunktionen des Androgenrezeptors, resultieren in einer verminderten
ménnlichen Geschlechtsdifferenzierung. Solche Fehlfunktionen kénnen durch Mutationen im
Androgenrezeptor-Gen hervorgerufen werden. Je nach Schwere solch einer Mutation treten
verschieden stark ausgeprigte Krankheitsbilder auf. Man unterscheidet verschiedene Stufen der
kompletten und partiellen Androgeninsensitivitit (frither Testikuldre Feminisierung), welche das
Reifenstein-Syndrom und Infertilititssyndrom beinhalten.

Mutationen im AR-Gen betreffen hauptsichlich die DNA-Bindedomine und den
ligandenbindenden C-terminalen Bereich. Nur wenige N-terminale Mutationen wurden bisher
gefunden. Die meisten Mutationen in diesem Bereich fithren zu Stop-Codons, und somit zu
trunkierten Androgenrezeptoren, welche die Androgenwirkung nicht mehr vermitteln kénnen,
und als Folge komplette Androgeninsensitivitit verursachen.

Zur Ubersicht siehe u. a. McPhaul et al., 1993, Eberle und Klocker, 1993, Patterson et al.,
1994, Quigley et al., 1995, Brinkmann et al., 1995, MacLean et al., 1995 und Wiener et al.,
1997.

3.1 Komplette Androgeninsensitivitit infolge eines Defekts im
Kerntransport des Androgenrezeptors

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB bei zwei Mutanten des
Androgenrezeptors, nicht wie angenommen die Behinderung der DNA-Bindung, sondern eine
Hemmung des Kerntransportes der Grund fiir komplette Androgeninsensitivitit ist. Dies wurde
in DNA-Bindungsanalysen und Immunoblots, Immunfluoreszenz- und Kemimportanalysen

sowie in Protein-Protein-Interaktionsexperimenten gezeigt.
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Zwei Aminosdurenaustausche, R615H und R617P, die sich in der DNA-Bindungsdoméne des
Androgenrezeptors befinden, wurden in Patienten mit kompletter Androgeninsensitivitit
gefunden, und von mehreren Autoren analysiert und beschrieben (Brown et al.,, 1993,
Mowszowicz et al., 1993, Beitel et al., 1994, Ris-Stalpers et al., 1994, Marcelli et al., 1991
und Zoppi et al., 1992). Sie zeigten folgende Charakteristika: (i) Die spezifische
Hormonbindungsaktivitdt der mutierten Rezeptoren lag bei beiden im Normalbereich. (ii) In
transienten Transfektionsexperimenten wurde, im Vergleich mit dem Wildtyp-Rezeptor, keine
Akivitit festgestellt. (iii) Die DNA-Bindungsaktivitidt dieser beiden Mutanten war im in vitro
System gehemmt.

Die beiden Mutationen sind jeweils direkt nach dem zweiten Zink-Finger der DNA-
Bindedomine lokalisiert. Diese ist aber fiir die Dimerisierung und somit fiir die DNA-
Bindungs- und Transaktivierungsaktivitit des Rezeptors von entscheidender Bedeutung. Aus
diesem Grund kamen die Autoren zu dem Schluf}, daf die Mutationen die Dimerisierung negativ
beeinflussen und dadurch die DNA-Bindung des Androgenrezeptors hemmen.

In Experiment 2.1.1 dieser Arbeit wurde die DNA-Bindungsaktivitit dieser beiden Mutanten
untersucht, und es zeigte sich, dafl nur der von Beitel berichtete DNA-Bindungsverlust der
Mutante AR-R615H bestitigt werden konnte, die Mutation an Aminosdurenposition 617 aber,
die von Marcelli, 1991 und Zoppi, 1992 untersucht wurde, hemmt keineswegs die DNA-
Bindungsaktivitit des mutierten Androgenrezeptors. Warum bei Zoppi et al., 1992 keine DNA-
Bindung der AR-R617P Mutante festgestellt werden konnte ist unklar. '

Die Mutationen befinden sich jedoch nicht nur direkt neben der DNA-Bindedomine des AR,
sondern auch im Sequenzbereich, der fiir die Kerntranslokation des Rezeptors verantwortlich
ist, dem sogenannten Kernlokalisationssignal (rnuclear localization signal, NLS).

Das NLS des Androgenrezptors ist eine aus liberwiegend basischen Aminoséduren bestehende
zweigeteilte Peptidsequenz, die durch zehn nicht basische Aminoséduren getrennt wird (Jenster
et al., 1991 u. 1992, Abb 26, hAR NLS). Sie liegt an Position 617-633 der
Aminosdurensequenz in der Gelenk (hinge-)-Region (AA 617-670, siche Abb 26) des ARs,
zwischen der DNA-Bindedomine mit den zwei Zn-Fingern (538-616) und der
Hormonbindedomine (670-919, Quigley et al,, 1995). Die hinge-Region ist unter den
Steroidhormonrezeptoren, bis auf die NLS Sequenz, nicht gut konserviert (Guiochon-Mantel et
al., 1989, Ylikomi et al., 1992).

Neben dem klassischen NLS gibt es noch weitere Regionen der Steroidhormonrezeptoren
welche potentielle Kerntranslokationseigenschaften aufweisen, sogennante Proto-NLS;
beispielsweise wurden im Glukokortikoid-, Ostrogen- und Progesteronrezeptor bis zu drei
weitere Sequenzen beschrieben, die Kerntransport vermittelnde Eigenschaften aufwiesen
(Picard und Yamamoto, 1987, Ylikomi et al., 1992, siehe Abb 26, p-NLS1-3 v. hPR u. hER).
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Abb 26: Schematische Illustration des zweiten Zinkfingers der DNA-Bindedomine (DBD)
des menschlichen Glukokortikoidrezeptors und Aminosiduren-Vergleich der zweiten Zn-
Finger und einem Teil der vom menschlichen Androgenrezeptor (hAR) und
Progesteronrezeptor (hPR) und Ostrogenrezeptor (hER). Die vier Cysteine des Zn-Fingers (bzw.
zwei des ER) sind in Konturschrift dargestellt. Die positiv geladenen Aminosduren Lysin (K) und Arginin (R)
wurden fett geschrieben. Grau hinterlegte positiv geladene Bereiche sind in der gesamten Steroidrezeptorfamilie
konserviert. Die drei Sequenzen, die beim Progesteronrezeptor als Proto-NLS (p-NLS) beschrieben wurden, sind
oben gekennzeichnet. Das klassische zweigeteilte (bipartite) Kernlokationssignal des Androgenrezeptors wurde
unten eingeklammert. Die Aminosidurenaustausche R615H und R617P, welche untersucht wurden sind im Zn-
fingerschema markiert. Der Bereich des zweiten Zinkfingers der zu dem p-NLS3 des Progesteronrezeptors
homolog ist, wurde umrandet. Zahlen bedeuten Aminossurenpositionen in den Peptidsequenzen. Der Punkt zeigt
ein zusitzliches Lysin an, das in allen andereren Steroidhormonrezeptoren konserviert ist.

Eine davon befindet sich direkt im zweiten Zn-Finger der DNA-Bindedoméne der Rezeptoren
(Abb 26, hPR, p-NLS3 u. hER, p-NLS?). Eine weitere, durch Hormon aktivierbare, wurde in
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der Hormonbindungsdomine des Glukokortikoidrezeptors und des Ostrogenrezeptors gefunden
(Ylikomi et al., 1992, siehe hER, pNLS-1). Es wurde gezeigt, daB} diese Proto-NLS allein nicht
ausreichen, um vollstdndigen Kerntransport zu bewirken. Um dies zu erreichen ist eine
kooperierende Wirkung aller Sequenzen notwendig (Ylikomi et al, 1992). Der
Androgenrezeptor besitzt, so wie fiir den Progesteronrezeptor gezeigt, eine solche
angenommene Proto-NLS-Sequenz im zweiten Zn-Finger der DNA-Bindedoméne (Abb 26,
Zn-Finger, p-NLS). In der Tat besitzt die Hormonbindungsdoméne in Anwesenheit des
Liganden Kerntranslokationseigenschaften (Ylikomi et al., 1992, Jenster et al., 1991). Die
Funktion des Zn-Finger-Bereiches in Bezug auf Kemnlokalisation wurden im Rahmen dieser
Arbeit nicht ndher untersucht.

Der Ostrogenrezeptor besitzt mindestens drei proto-NLS die beschrieben wurden (Abb. 26,
siche hER, proto-NLS-1-3), daneben existiert eine weitere Sequenz im zweiten Zinkfinger, die
wie beim AR als proto-NLS bezeichnt werden kann (Abb. 26, siehe pNLS-?). Auflerdem
konnten die beiden basischen Aminoséuren, die wie beim AR kurz nach dem letzten Cystein des
zweiten Zinkfingers lokalisiert sind, zusammen mit dem p-NLS3 als zweigeteiltes NLS wirken
(Abb. 26, siehe zweigeteiltes NLS ?). Dieses wire nicht durch zehn, sondern durch elf
Aminosduren getrennt (Abb. 26, vergleiche die zweigeteilten NLS von AR und ER).

AuBer den beiden hier behandelten Mutationen wurde bisher nur ein Aminosdurenaustausch in
der hinge-Region des AR beschrieben. Diese, an Position 664 liegende Mutation, hemmt die
Hormonbindungsaktivitdt und fiihrt zu partieller AIS (Pinsky et al., 1992, Quigley et al.,
1995). Natiirliche Mutationen in dieser Region in anderen Steroidhormonrezeptoren, welche zu
Krankheiten fithren, sind bisher nur wenige bekannt. Eine Punktmutation im menschlichen
Vitamin-D-Rezeptorgen beispielsweise, die zu einem Aminoséurenaustausch von Arginin zu
Glutamin an der gleichen Position wie bei der AR-R615H Mutante fiihrt, wird von Sone et al.,
1990 beschrieben. Diese Mutation wurde in Patienten mit vererbbarer 1,25-Dihydroxyvitamin-
D3-Resistenz gefunden. Eine Untersuchung ihrer Kernlokalisationsfahigkeit wurde jedoch nicht
durchgefiihrt. In Hormonbindungsstudien zeigte sie, im Vergleich zum Wildtyp, die gleiche
Affinitét fiir die Bindung von radioaktiv markiertem Hormon aber eine geringere Affinitdt in
Kernfraktionen (Sone et al., 1990), was darauf hinweist, da8 weniger Rezeptor im Kern
vorhanden war.

Kiinstliche Mutationen oder Deletionen des NLS fiihren dazu, daB8 der Androgenrezeptor nicht
mehr in den Kern transportiert wird (Simental et al., 1991, Zhou et al., 1994). Aus diesen
Griinden war es naheliegend, die Fahigkeit des Kerntransports der mutierten Rezeptoren zu

iiberpriifen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, da8 der Androgenrezeptor ohne Hormonbindung ausschlielich
im Zytoplasma lokalisiert ist. Nach Induktion mit Androgen, war das Rezeptorprotein
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ausschlieflich im Kern vorhanden. Im Falle der beiden Mutanten AR-R615H und AR-R617P
konnte auch nach Hormoninduktion keine, oder nur eine sehr schwache, Kerntranslokation
beobachtet werden. Das Fluoreszenzsignal der mutierten Rezeptoren war hauptséchlich
auferhalb des Kerns, an der Kernmembran, lokalisiert. Zwar verfiigt der Androgenrezeptor
tiber mehrere Proto-Kernlokalisationssignale, das klassische zweigeteilte (bipartite) NLS
scheint jedoch dominant zu sein, da eine einzelne Mutation in dieser Sequenz den Transport der
Mutante AR-R617P verhindert. Fiir die Mutante AR-R615H stellt sich die Situation etwas
anders dar. Die Mutation liegt nicht direkt in der angenommenen bipartite Sequenz des
Androgenrezeptors, sondern etwas auflerhalb. Hieraus ergibt sich die Frage ob die zweigeteilte
Sequenz des Androgenrezeptors um zusitzliche Aminoséduren erweitert werden muf3, oder die
Kernlokalisationssignale der Steroidhormonrezeptoren allgemein neu definiert werden miissen.
Vergleicht man die zweigeteilten NLS der klassischen Steroidhormonrezeptoren (Androgen-
(AR), Glukokorticoid- (GR), Ostrogen- (ER), Progesteron- (PR) und Minaralokortikoid-
rezeptor (MR), so gibt es einige Unterschiede. Der ER besitzt beispielsweise keine zehn nicht-
basische Aminosduren, welche das zweigeteilte NLS trennen, er hat zusitzlich ein Lysin mehr
in diesem Bereich (siche Abb. 26 u. 27), auBerdem besitzt er mindestens vier potentielle p-
NLS; der PR besitzt, wie alle Steroidhormonrezeptoren, auler dem AR, ein zusétzliches Lysin
in der bipartite Sequenz (Ylikomi et al., 1992). Diese Unterschiede konnten bei der Erkennung
durch Kerntransportproteine eine wichtige Rollen spielen.

Ein anderer experimenteller Ansatz war die in vitro Kernimportanalyse. Mittels dieser Analyse
konnte gezeigt werden, dal das NLS des Androgenrezeptors, fusioniert an ein bakterielles
Protein, ausreicht um Kemntransport zu ermoglichen. Auch in diesem in vitro Experiment
verhinderten die beiden Mutationen R615H und R617P den nukledren Transport der NLS-
Fusionsproteine.

Da der Transport des Androgenrezeptors in den Kern eine Vorrausetzung fiir eine genomische
Wirkung der Androgene ist, erklirt dies die von den Autoren (Beitel und Zoppi) berichtete
Unfahigkeit der Mutanten, ARE-enthaltene Promotoren von Reportergenen, in transienten
Transfektionen zu aktivieren (Beitel et al., 1994, Marcelli et al., 1991).

Der Kerntransport von Proteinen die ein Kernlokalisationssignal (NLS) besitzen, wird durch
eine Anzahl verschiedener Proteine, in einen mehrere Schritte umfassenden Prozess,
ermoglicht. Diese Proteine werden von NLS-Rezeptoren gebunden, an die Kernmembran
transportiert und in einem weiteren Schritt unter Energieverbrauch durch die Kernpore in den
Zellkern transportiert (zur Ubersicht siche Newmeyer und Forbes, 1988, Richardson et al.,
1988, Silver, 1991, Moore und Blobel, 1992, Powers und Forbes, 1994, Rexach und Blobel,
1995, Simos und Hurt, 1995, Gorlich und Mattaj, 1996, Pennisi, 1998).
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Es stellt sich die Frage welcher Schritt des Kerntransports durch die Mutationen gehemmt wird.
Um diese Frage zu beantworten wurde die Interaktion des AR mit den NLS-Rezeptoren
Importin-o Importin-f untersucht.

Es ist bekannt, daf Importin-o¢ an das NLS von Kernproteinen bindet und sich danach
Importin-f anlagert, welches fiir die Interaktion mit den Kernporenproteinen zustindig ist
(Gorlich und Mattaj, 1996). Die Interaktion zwischen Importin-o mit Importin-f erfolgt iiber
die sogenannte Importin-beta bindende Doméne (importin-beta binding domain, IBB domain,
Gorlich et al., 1996a) von Importin-o. Dieser Sequenzbereich ist im N-terminus von Importin-
o lokalisiert und besteht aus etwa 40 Aminosduren, welche einen iiberwiegend basischen
Charakter besitzen (Weis et al.,1996a, Gorlich et al.,, 1996a, Abb. 27, siche IBB-o). Die
Sequenz hat groRe Ahnlichkeit mit einem typischen NLS, und ist in der Lage, Kernimport in
Abwesenheit von Importin-o. zu ermoglichen.

Die Bindung von Importin-¢. an ein NLS konnte in den Protein-Interaktionsexperimenten durch
Verwendung des chiméren Kontrollproteins 3-Gal-SV40NLS (siehe auch Abb. 27) deutlich
gezeigt werden, welches nur von Importin-a,, nicht aber von Importin-f§ gebunden wurde. Aber
sowohl das AR-NLS-Fusionsprotein, das zusatzlich die Proto-NLS-Sequenzen besitzt, als auch
der komplette Androgenrezeptor wurden sowohl von Importin-o. als auch von Importin-f3
gebunden. Die Interaktion mit Importin-} war sogar etwas stirker als mit Importin-o.. Entweder
bindet Importin-f unspezifisch an andere Sequenzen des Fusionsproteins bzw. des
Androgenrezeptors, oder Importin- erkennt das NLS zusammen mit dem Proteo-NLS als
,IBB“-Domine. Obwohl die beiden Mutanten AR-R615H wund AR-R617P in
Immunfluoreszenzexperimenten nicht im Kern lokalisiert waren, interagierten sie,
beziehungsweise die beiden mutierten AR-NLS-Fusionsproteine, mit beiden Importproteinen
und mit gleicher Intensitdt. Es konnte keine Hemmung der Interaktion durch die Mutationen

festgestellt werden.

Diese Ergebnisse konnen unterschiedlich erklédrt werden:

(1) Die rekombinanten und gereinigten Transportfaktoren Importin-o. und Importin-8
konnten eine vom klassischen NLS unterschiedliche Sequenz im Androgenrezeptor,
beziehungsweise in den B-Gal-NLS-Fusionsproteinen, erkennen.

(ii) Die untersuchten Kerntransportproteine Importin-ot und Importin-f sind nicht in
Cos-7 Zellen vorhanden, in denen durch Immunfluoreszenz keine Kernlokalisation der
Mutanten AR-R615h und AR-R617P festgestellt wurde, oder es sind nicht die Proteine die fiir
den Kerntransport des Androgenrezeptors (oder von Steroidhormonrezeptoren allgemein)
zustiandig sind.

(iii) Der Androgenrezeptor, und dessen hier untersuchte Mutanten, werden von den
Kemntransportproteinen Importin-o. und Importin-f mit einer dhnlich guten Affinitét gebunden.
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zu (i): Die Aminosiurensequenz, welche fiir die f-Gal-NLS-Fusionsproteine verwendet wurde
erstreckt sich iiber den Bereich der Aminoséduren 578-667, welche den zweiten Zinkfinger mit
dem p-NLS der DNA-Bindungsdoméne und das klassische NLS beinhaltet. Fiir die Bindung
von Importin-o scheinen die Mutationen keine Rolle zu spielen, da es auch ein einfaches NLS,
wie das SV40-NLS (Abb.27) erkennt, was durch die Bindung der Kontrolle B-Gal-SV40NLS
gezeigt wurde. Die Mutationen liegen nicht in diesem Bereich. AuBerdem konnte Importin-ol
auch an das Proto-NLS (Abb. 27, p-NLS) im Androgenrezeptor binden.

Nimmt man den Bereich des zweiten Zn-Fingers des AR zusammen mit dem klassischen NLS,
so kommt man auf eine etwa 40 Aminosduren lange Sequenz mit iiberwiegend basischem
Charakter, die groBe Ahnlichkeit mit der IBB-Doméne von Importin-o. besitzt (Abb. 27,
vergleiche hAR mit IBB-o). Man konnte daher vermuten, daB Importin-f diese als
Bindungssequenz erkennen kann, auch wenn in den Mutanten jeweils eine basische

Aminosdure ausgetauscht ist.
Um eine Bindung der NLS-Rezeptoren Importin-o und Importin-f an Bereiche auBerhalb des

klassischen NLS, in zukiinftigen Bindungsstudien zu vermeiden, sollte nur die Sequenz, die
das NLS und die Mutationen einschliet, verwendet werden. Es wire natiirlich auch
interessant, ob das Proto-NLS im zweiten Zinkfinger der DNA-Bindungsdoméne am

Kerntransport beteiligt ist.
- H P
p-NLS * A klassisches NLS
— |

hAR 595 casRndctidKfRRKncpschRKcyeagmtlgaRKlKI(lganlq
hER 221 cpatnqctidKnRRI(scpqachRKcyevgmnggiRKdRRggRqrn

SV40 pPKKKRKv
IBB-oo 10 paa.thRfKandetemRRRRievnve]RKaKKddqm]KRan

MO9-A1 268 nqssnfgmeggnfggRssgpyggggqyfaKpanggy

Abb 27: P-NLS plus bipartite NLS des AR zeigt Ahnlichkeit mit der Importin-B-

Bindungsdoméne (IBB) von Importin-c. Aminosdurensequenzvergleich des zweiten Zinkfingers, dem
NLS des menschlichen Androgenrezeptors (hAR) und dem NLS des menschlichen Ostrogenrezeptors, mit der
Importin-B-Bindungsdomine (IBB-¢t) von Importin-ot (Weis et al., 1996a) und dem als M9 bezeichneten
Kernlokalisationssignal des Ribonukleoproteins Al Pollard et al., 1996). Die M9 Sequenz wird von einem neuen
Kerntransportfaktor (Transportin) erkannt. Die basischen Aminosguren Lysin (K) und Arginin (R) sind gro und
fettgedruckt  hervorgehoben. p-NLS = potentielles proto-NLS. bipartite = zweigeteilt. Die
Aminoséurenaustdusche der Mutanten AR-R615H und AR-R617P sind durch Pfeile markiert
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zu (ii): Kiirzliche Entdeckungen haben gezeigt, da8 Importin-B, oder Importin-f verwandte
Proteine, allein fiir den Kerntransport von Proteinen zusténdig sein kénnen. Pollard et al. haben
ein neues NLS (M9) definiert (Abb. 27, M9), das von einem neuen spezifischen, Importin-f3
verwandten Protein (Transportin) erkannt wird, und allein Kernimport ermoglicht (Pollard et
al., 1996). Die M9-Sequenz zeigt aber im Vergleich zum Androgenrezeptor keine Homologie
(Abb. 27, vergleiche hAR mit M9).

Palacios et el. haben den Kernimport von U-snRNPs (small nuclear ribonucleoporins)
untersucht; sie fanden heraus, dafl Importin-f dafiir allein zustdndig ist, und daB die
Anwesenheit der IBB-Domiéine den Import blockiert (Palacios et al., 1997). Weitere Importin-f3
verwandte Importproteine und neue Kernlokalisationssignale (Truant et al., 1998) sind auch in
anderen Organismen, beispielsweise in der Hefe (karyopherin f1-4) oder im Krallenfrosch
Xenopus laevis, gefunden worden, und es konnte gezeigt werden, dafl diese Transportfaktoren
allein, oder zusammen mit dem Homolog zu Irhportin-on, Kernimport vermitteln (Gorlich et al.,
1994, Rosenblum et al., 1997, Rout et al., 1997).

Dies 146t vermuten, daf8 noch viele unentdeckte Transportfaktoren und Kerntransportwege
existieren. ,,The prediction is that there are as many (transport) pathways as there are factors.
(Die Vorraussage ist die, dafy es so viele (Transport-) Wege wie Faktoren gibt)*“ Dirk Gorlich,
ZMBH,Heidelberg, in Pennisi, 1998).

Fiir eine weitere Untersuchung des Mechanismus des Kerntransports und der Mutationen im
NLS des AR, wiirden Experimente, wie Import Assays oder Protein-Interaktionsexperimente,

mit diesen neuentdeckten Faktoren beitragen.

zu (iii): Durch die Mutationen konnten, im Vergleich zum Wildtyp-AR, verschieden
strukturierte Komplexe entstehen, welche in einem spéteren Schritt des Kerntransports, an der
Kernpore, erkannt werden, und erst hier zur Hemmung des Kernimports fiihren. Der Transport
durch die Kernpore ist ein multipler, energieverbrauchender Prozess, bei dem zusitzliche
Proteine (beispielsweise Ran-GDP, p10 und Kemporenproteine) beteiligt sind (Weis et al.,
1996b, Gorlich und Mattaj, 1996). Der Mechanismus ist zwar schon sehr gut untersucht, aber
dennoch nicht ganz geklart. In den Kermnimport-Analysen war das Signal der mutierten NLS-
Chiméren, auch in Anwesenheit von Energie, nur an der Kernmembranund und nicht, wie beim
Wildtyp-Fusionsprotein, im Kern lokalisiert. Da die Bindung der Kerntransportproteine nicht
energieabhéingig ist, sondern der Transport durch die Kempore selbst, ist zu vermuten, daf3
dieser Schritt des Kerntransportes durch die Mutationen im Androgenrezeptor gehemmt wird.

Fiir die Uberpriifung dieser Annahme wiirden sich Protein-Protein-Interaktionsanalysen (pull
down assay oder Ko-Immunoprézipitationen) eignen, womit die Interaktion des Wildtyp-AR
und der AR-Mutanten im Komplex mit den NLS-Rezeptoren und den weiteren beteiligten

Proteinen, untersucht werden kann.

67




Diskussion

Solche Experimente, in Verbindung mit Kernimportanalysen, konnen zu einer weiteren
Aufklarung des Importmechanismus beim Androgenrezeptor, beziehungsweise allgemein der
Steroidhormonrezeptoren, verhelfen.Weiterhin konnten die NLS-Mutanten des AR fiir die
Aufkldrung dieses Mechanismus als niitzliche Werkzeuge dienen.

Aus den hier vorgelegten FErgebnisse kann geschlossen werden, dal die
Aminoséurenaustausche R615H und R617P im menschlichen Androgenrezeptor dazu fiihren,
daB3 der Kernimport dieser mutierten AR gehemmt wird. Da dies eine Vorraussetztung fiir
DNA-Bindung und Genregulation ist, wére es vorstellbar, daf3 solche Mutantionen Komplette
Androgeninsensitivitit verursachen.

Dartiberhinaus kann man postulieren, dafl es fiir den Androgenrezeptor einen weiteren, oder
zumindest einen vom klassischen Modell abweichenden, Mechanismus des Kermnimports gibt.
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3.2 Funktion aminoterminaler Sequenzen des menschlichen
Androgenrezeptors bei der Transaktivierung, Transrepression und
DNA-Bindung

Der N-Terminus des Androgenrezeptors ist zu den anderen Steroidhormonrezeptoren die am
wenigsten konservierte funktionelle Region. Er wird durch ein einziges Exon kodiert und
nimmt den groften Teil des Androgenrezeptors ein. Trotzdem ist er am wenigsten in seinen
Eigenschaften charakterisiert, es ist bekannt, da er transaktivierende Eigenschaften besitzt,
welche bestimmten Bereichen zugeordnet werden konnen (Jenster et al.,, 1992, Beato et al.,
1995, Chamberlain et al., 1996). AuBBer der transaktivierenden Aktivitit wird dem N-Terminus
des AR auch eine Funktion in der DNA-Bindung und der Dimerstabilisierung zugewiesen,
welche durch Interaktion mit anderen Proteinen oder mit dem eigenen C-Terminus vermittelt
werden (Kupfer et al., 1993, Zhou et al., 1995).

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden N-terminale Bereiche vom Androgenrezeptor genauer
untersucht, um erstens die transaktivierende Funktion von der transreprimierenden Funktion zu
trennen und zweitens um den Beitrag des N-Terminus zur DNA-Bindung genauer zu
lokalisieren. Dazu wurden N-terminale Deletionsmutanten und chimédre Mutanten des
Androgenrezeptors in  Transaktivierungs-, Transrepressions- und DNA-Protein-

Interaktionsanalysen untersucht.

Die Untersuchung des N-Terminus ergab, dap fiir die Transaktivierung bestimmte Bereiche des
Androgenrezeptors  notwendig  sind.  Chamberlain et al.  definierten  zwei
Transaktivierungsdomédnen AF-l1a (Aminosduren (AS) 154-167) und AF-1b (AS 295-359,
Chamberlain et al., 1996), die mit Ergebnissen, die hier vorgestellt wurden, libereinstimmen.
Eine Deletion des N-Terminus bis AS 188 hatte eine Reduktion der Transaktivierung von etwa
30-40% zur Folge, weitere Deletionen bis AS 340 bzw. 440 eine weitere Reduktion um ca.
50%. Interne Deletionen von Bereichen, die sich ndher an der DNA-Bindungsdomine
befinden, verstarkten eher die Transaktivierung als daB sie sie hemmten. Dies zeigt, dafl
Aminosduren bestimmter Regionen des N-Terminus zur Transaktivierung beitragen. Dieser
Befund ist auch in Ubereinstimmung mit Berichten aus der Literatur, die beschreiben, daf die
transaktivierende Aktivitit des Androgenrezeptors in den ersten 338 Aminosduren zu finden ist
(Simental et al., 1991, Jenster et al., 1991 u. 1992) und korreliert weiterhin mit einer
Versffentlichung, in der gezeigt werden konnte, dal Aminosduren zwischen Position 142 und
485 an die basalen Transkriptionsfaktoren TFIIb und das TATA-bindende Protein (TBP)
binden und dadurch ein Reportergen aktivieren konnen (McEwan und Gustafsson, 1997).
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Interessanterweise wurde in einem anderen Bericht den Aminosduren 147-296 beide,
aktivierende und reprimierende Eigenschaften zugewiesen (Kallio et al., 1995).

Werden N-terminale Sequenzen durch interne Deletionen niher an die DNA-Bindungsdoméine
gebracht, hat das eine Verstirkung der Transaktivierungsaktivitdt zur Folge, die mit einer
erhdhten DNA-Bindungsaktivitét korreliert. Durch Austausch N-terminaler Regionen mit einer
nicht-homologen Sequenz, welche keine transaktivierende Eigenschaft besitzt (Nebl und Cato,
1995), konnte zwar die verlorene DNA-Bindung zweier Deletionsmutanten wiederhergstellt
werden, der Verlust der Transaktivierung konnte jedoch nicht riickgingig gemacht werden. Fiir
den Beitrag des N-Terminus zur Transaktivierungsaktivitidt werden daher, im Gegensatz zur
DNA-Bindungaktivitét, spezifischere Sequenzen benétigt.

N-terminale Bereiche, die zur DNA-Bindung und Transrepression beitragen sind unspezifischer
Natur, da keine spezifischen N-terminalen Sequenzen oder Regionen gefunden wurden, deren
Funktion nicht durch andere Bereiche des N-Terminus oder durch Fremdsequenzen ersetzt
werden konnten.

Palvimo et al. berichteten, daB die Deletion der Aminosduren 147-408 zu einer geringen
Reduktion der DNA-Bindung fithrt (Palvimo et al., 1993). Die Autoren kamen nach weiteren
Experimenten zum Schluf}, daB interne N-terminale Deletionen die Dimerisierung wihrend der
Interaktion des Rezeptors mit der DNA storen. Eriksson und Wrange untersuchten den Beitrag
des N-Terminus des Glukokortikoidrezeptors (GR) zur DNA-Bindung, indem sie den ganzen
N-Terminus des GR deletierten (Eriksson und Wrange, 1990). Ihre Ergebnisse lassen
vermuten, daf} durch die Deletion die sterische Struktur der DNA-Bindungsdoméne verédndert
wird, wodurch die DNA-Bindungsspezifitit des GR fiir das Glukokortikoid responsive
Element herabgesetzt wird. Die tertidire Struktur des Androgenrezeptors scheint ebenfalls von
Bedeutung fiir die DNA-Bindung zu sein, da Deletionsmutanten, die nicht mehr oder nur
schwach an DNA binden konnten (ARA488, ARAS510), nach Fusion mit der Sequenz des
Kernfaktors NF1X3, wieder in der Lage waren, DNA zu binden. Es ist daher wahrscheinlich,
dafl N-terminale Regionen des AR indirekt zu einer Stabilisierung der DNA-Bindung beitragen.
Dies kann durch Interaktion des N-Terminus mit internen C-terminalen Regionen erreicht
werden, wie es von Zhou et al. postuliert wird (Zhou et al., 1995). Die Stabilisierung konnte
auch durch Interaktion mit anderen Proteinen erreicht werden. Beispielsweise berichteten
Kupfer et al., daf das Insulin degradierenden Enzym (IDE) durch Interaktion mit dem N-
Terminus des AR verstéirkend auf die DNA-Bindung wirkt (Kupfer et al., 1994),

All diese Befunde zusammengenommen lassen vermuten, dal eine Stabilisierung des
Rezeptordimers, beziehungsweise dessen Struktur, durch Interaktion der N-Termini mit den
C-Termini oder Interaktion N-terminaler Bereiche mit anderen Proteinen zur DNA-
Bindungsaktivitit des Androgenrezcptors beitragen.
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Von reprimierenden Eigenschaften des Androgenrezeptors wurde schon 1978 berichtet, als
Bulfield und Nahum fanden, daf in der Androgenrezeptor negativen Maus (testicular
feminization (Tfm) Maus), die Hemmung eines Androgen-reprimierten Enzyms aufgehoben
war (Bulfield und Nahum, 1978). Untersuchungen iiber die Funktion des Androgenrezeptors
offenbarten verschiedene Mechanismen AR-vermittelter Repression. Zum einen konnte gezeigt
werden, daff durch DNA-Bindung des Rezeptors an ein negatives Androgen-responsives
Element eine reprimierende Wirkung vermittelt werden kann (Zhang et al., 1997), zum anderen
spielen Proteininteraktionen, abhéngig und unabhéngig von der Bindung des AR an die DNA,
eine grofe Rolle in der AR-vermittelten Repression der Transkription (Aarnisalo et al., 1998,
Heckert et al., 1997, Burgos-Trinidad et al., 1997).

Es existieren unterschiedliche Berichte dariiber, welche Bereiche des AR zur Reprimierung
beitragen. Dies hdngt damit zusammen, dal die Repression der Transaktivierung bei
verschiedenen Zielgenen und die Interaktion des Androgenrezeptors mit unterschiedlichen
Proteinen untersucht wurde. Palvimo et al. zeigten, daB N-Terminale Bereiche zwischen
Aminosdure 298 und der DNA-Bindungsdomidne (DBD) fiir die Hemmung eines NFxB
induzierten Reportergens von Bedeutung sind (Palvimo et al., 1996). In anderen
Untersuchungen wurde gezeigt, daBB die DBD und die Hormonbindungsdoméne (HBD), ohne
Beteiligung des N-Terminus, reprimierende Aktivitat auf das ,prostate specific antigen“-Gen
(Sato et al., 1997), bzw. auf das Gen, das fiir die Alpha Untereinheit des Lutenisierenden
Hormones und des Folikelstimulierenden Hormons kodiert (Heckert et al., 1997).

In der vorgelegten Arbeit wurde die Repression an einem durch einen Phorbolester
induzierbaren Reporterkonstrukt untersucht, fiir das gezeigt wurde, daf} die Repression durch
den Androgenrzeptor liber Proteininteraktion mit dem Onkoprotein ERM (Ets related molecule)
stattfindet (Schneikert et al, 1996, Gast et al., im Druck). Alle verwendeten
Deletionsmutanten, aufler AR-A536, besaBen eine dhnlich stark hemmende Wirkung auf die
Induktion des Reporterkonstrukts. Fiir AR-A536 konnte gezeigt werden, da3 er trotz der
Deletion noch mit ERM interagiert (Schneikert et al., 1996) und daB durch die Verldngerung
des N-Terminus dieser Deletionsmutante mit einer fremden Sequenz, die reprimierende
Eigenschaft wiedererlangt wird (Gast et al., im Druck). Diese Befunde zeigen, daff fiir die
reprimierende Aktivitdt des Androgenrezeptors Proteininteraktionen (in diesem Fall durch
Sequenzen der DBD und HBD) notwendig sind.

Die Hemmung der Transaktivierung konnte durch spezifische Bindung des Androgenrezeptors
an transaktivierende Proteine bewirkt werden, welche durch eine unspezifische Interaktion mit
N-terminalen Bereichen in ihrer transaktivierenden Aktivitdt gehemmt werden (McEwan und
Gustafsson, 1997). Eine andere Moglichkeit wére auch, daB3 durch die spezifische Bindung des
AR an DNA-gebundene Transkriptionsfaktoren, die Transkriptionsmaschinerie durch
Interaktion mit dem N-Terminus davon abgehalten wird, weitere Gensequenzen abzulesen.

71




Diskussion

Bessere Erkenntnisse tiber die Funktionen des N-Terminus vom Androgenrezeptor konnten
gezieltere Deletionsmutanten, Punktmutationen und Fusionsproteine aus N-terminalen
Bereichen und DNA-Bindungsdominen fremder Proteine liefern, die in Transaktivierungs-
Transrepressions- und DNA-Bindungsstudien untersucht werden sollten. Fir die
Identifizierung von Proteinen, die mit N-terminalen Bereichen des AR interagieren, wiirden
sich Chiméren aus N-terminalen Regionen des AR und Hefe-Proteinen eignen, mit denen
Proteininteraktionen in der Hefe getestet werden konnen. Dies konnte aber Probleme
aufwerfen, da der N-Terminus auch transaktivierende Eigenschaften besitzt. Bessere Methoden

wiren Proteininteraktionstudien mit anschlieffenden Proteinsequenzierungen.

Eine N-terminale Mutation im Androgenrezeptor, die bei einem Patienten partielle
Androgeninsensitivitit verursachte und nicht zu einem Translationsstop fiihrte, wurde zuerst in
transienten Transaktivierungs-, Transrepressions- und DNA-Bindungsanalysen untersucht.
Diese ergaben, daf der mutierte Rezeptor in der Vermittlung all dieser Funktionen gehemmt ist.
Die Ursache hierfiir ist eine verminderte Proteinsynthese der Mutante, im Gegensatz zum
Wildtyp-Rezeptor. RNA-Analysen transient transfizierter Cos-7 Zellen ergaben eine um etwa
50% geringere mRNA-Menge im Vergleich zam Wildtyp. Eine &hnlich starke Reduktion konnte
durch RT-PCR in Genitalhautfibroblasten (GHF) des Patienten, im Vergleich mit
Kontrollpersonen, festgestellt werden. Verminderte RNA-Mengen, in Verbindung mit
Mutationen im AR-Gen, wurden auch von anderen Arbeitsgruppen berichtet. Choong et al.
beschrieben einen Aminosdurenaustausch im C-Terminus des AR (Aminoséurenaustausch an
Position 907 von Glyzin zu Arginin), welcher mit einer reduzierten Ligandenbindungsaffinitét
und mRNA-Menge zusammenhing (Choong et al., 1996a). In einer anderen Verdffentlichung
beobachteten Choong et al. eine Relation zwischen der Linge der homopolymeren N-terminalen
Glutaminregion (43 und 65 Glutamine) und verminderter mRNA-Mengen (Choong et al.,
1996b). Da die beschriebenen Mutationen und die hier untersuchte Mutation in verschiedenen
Bereichen liegen, erscheint es, dafl bestimmte kodierende Regionen des Androgenrezeptors fiir
die Stabilitdt der mRNA des Rezeptors kritisch sind.

Proteinuntersuchungen von Genitalhautfibroblasten des Patienten ergaben, daB im Vergleich
zum Wildtyp wesentlich weniger Protein vorhanden war. Die Proteinmenge konnte aber auch
durch Inkubation mit dem Androgen Dihydrotestosteron, wie bei der Kontrolle stabilisiert
werden. Dies wurde besonders bei niedriegen, physiologisch relevanten Konzentrationen
deutlich. Dieser Befund ist auch mit der spezifischen Androgenbindung in GHFs des Patienten
vergleichbar, die vor einer androgenen Stimulationstherapie deutlich verringert war, wihrend
die Affinitdt jedoch im Normalbereich lag (Bmax=1,9 fMol/l Mill. Zellen, Normal >5
fMol/Mill Zellen).
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Die RNA- und Proteinmenge in GHFs nach einer einjdhrigen Androgentherapie war
tiberraschenderweise wieder im Normalbereich (korreliert auch mit der normalisierten
Spezifischen Androgenbindung, Bmax=6.3 fMol/Mill Zellen). Fiir diesen Befund gibt es bisher
jedoch noch keine Erklarung. Die Hormonbehandlung muf in den Zellen zu einschneidenden
Verénderungen gefiihrt haben, wodurch der Effekt der Mutation iiberwunden werden konnte.
RNA-Protein-Bindungsanalysen mit Extrakten sowohl aus Cos-7 Zellen wie auch
Genitalhautfibroblasten zeigten die Bildung spezifischer Protein-RNA-Komplexe mit mutierten
mRNA-Oligonukleotiden, wihrend mit Lysaten aus Retikulozyten von Kaninchen keine
spezifischen Komplexe auftraten.

Die Stabilitit von mRNAs wird durch viele Elemente bestimmt: (i) die 5”-liegende
7-Methylguanosin-Kappe der mRNA, welche bei Entfernung, das 5°-Ende fiir
5°-3-Exonukleasen freigibt; (ii) Sekundarstrukturen im offenen Leseraster, die in
5°-untranslatierten Regionen (5°-UTR) auftreten konnen und dadurch die Translation
behindern, was einen Abbau durch Ribosomen-gekoppelte degradierende Enzyme
(beispielsweise Ribonukleasen) initileren kann; (iii) vorzeitige Terminations-Kodons, deren
Wirkung auch mit dem Translationsapparat zusammenhéngt, wobei der Mechanismus noch
unklar ist; (iv) destabilisierende Sequenzen im offenen Leserahmen, wobei vermutet wird, daf3
der Abbau mit Ribosomen gekoppelt ist; (v) Sequenzen im 3°- Bereich, wie z.B.das Adenin-
Uracil (AU)-reiche Element, die von Proteinen gebunden werden und eine Deadenylierung des
poly-A-Schwanzes bewirken, was zum schnelleren Abbau der mRNA fiihrt und (vi) den
poly-A-Schwanz, durch dessen Deadenylierung verschiedene Exo- und Endonukleasen die
mRNA angreifen konnen (Sachs, 1993, Decker und Parker, 1994). Allgemein wird von Sachs
vermutet, daf} all diese Elemente unter anderem zu einer Deadenylierung des poly-A-Schwanzes
fithren, wodurch die RNA destabilisiert wird (Sachs, 1993).

Die Mutation in der mRNA, die bei dem Patienten mit Reifensteinsyndrom gefunden wurde,
liegt im offenen Leserahmen der mRNA. In diesem Bereich kommen keine destabilisierenden
AU-reichen Elemente oder purinreiche Elemente vor, wie sie in der c-fos kodierenden Region
gefunden wurden und dort zu einer Destabilisiereung der c-fos mRNA beitragen (Chen et al.,
1992). Destabilisierende Elemente im offenen Leserahmen konnen auch sogenannte seltene
Kodons sein (ein von mehreren Kodons fiir eine Aminosdure, das seltener als die anderen
verwendet wird), welche den Translationsapparat bei der Elongation aufhalten (pausing), wobei
vermutet wird, da} Ribosomen-assoziierte degradierende Enzyme zu einem Abbau der mRNA
fiihren (Sachs, 1993). Durch die Mutation (GGA zu GAA) wird kein seltenes Kodon, wie sie
von Knippers et al., 1995 vorgeschlagen werden, erzeugt (Knippers et al, 1995).

73




Diskussion

Wildtyp AR-mRNA mutierte AR-mRNA
c ¢ cC C

C ] C C
G— C G — C
A— U A — U
U— A Uu — A
G — C G — C
U G U G
C— G cC — G
G—C G — C
A— U A

—+| G A - A_UA
G — C G — C
G A G A
c c o C

5A G G UcC G3 5’A G G Uuc Gz

Abb. 28: Vorgeschlagene Sekundirstruktur der Wildtyp und mutierten AR-mRNA. A=Adenin,
G=Guanin, C=Cytosin, U=Uracil. wt=Nukleinsiure in der Wildtyp AR-mRNA-Sequenz. Die Klammer umrahmt
das Kodon fiir Glutaminsiure, die in der mutierten mRNA statt Glyzin vorkommt. Der Pfeil deutet auf den
Nukleotidaustausch, der durch die Mutation hervorgerufen wird.

Wiirde man eine Sekundérschleife aus dem Bereich der mRNA mit der Mutation entwickeln, so
wiirden durch die Mutation einige Verdnderungen auftreten (siche Abb. 28, Guanin (G) zu
Adenin (A) Austausch).

Es kann vermutet werden, daB solche Verinderungen in der Sekundérstruktur zu einer
Hemmung der Elongation des Proteinsyntheseapparates fithren und dadurch Ribosomen-
assoziierte, degradierende Enzyme den Abbau der mRNA bewirken. Es wire auch moglich,
daB Proteine diese Struktur spezifisch erkennen und dann entweder die Proteinsynthese
aufhalten, wodurch es dann auch zu einer Degradation der mRNA kommen kann. Solche
Proteine kénnten auch andere Effekte bewirken, wie z.B. eine weitere Strukturdnderung in der
mRNA oder die Initiation der Deadenylierung des poly-A-Schwanzes, welche einen Abbau der
mutierten mRNA einleiten konnte.

Ob das Protein (die Proteine), das (die) in RNA-Gelretardationsanalysen spezifisch an die
mutierte mRNA aus dem Patienten mit Reifensteinsyndrom gebunden haben, solcher Art sind
ist ungewiBl und konnten in dieser Arbeit aus zeitlichen Griinden leider nicht identifiziert
werden.

Extrakte aus Genitalhautfibroblasten des Patienten mit der mutierten mRNA nach der
einjdhrigen androgenen Stimulationstherapie zeigten eine Reduktion in der Bindung an das
mutierte mRNA-Oligonukleotid. Es wire deshalb auch moglich, da3 die Hormonbehandlung zu
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nicht erkldarbaren Veridnderungen in den Zellen fiihrte, welche eine Repression der Synthese

dieses Proteins als Folge hatte.

Experimente fiir die Identifikation und Funktion dieser Proteine wiirden die Reinigung der
Proteine und die Bestimmung der Proteinsequenz beinhalten, welche eine Aussage liber die Art
der Proteine liefern konnte. Danach konnten dann die Degradation der mutierten RNA im
Vergleich zur Wildtyp-AR-mRNA in Anwesenheit der Proteine untersucht werden.

Durch die Untersuchung der N-Terminalen Mutation, die bei einem Patienten mit partieller
Androgeninsensitivitdt gefunden wurde, konnte gezeigt werden, da} die Mutation eine
Verringerung in der Menge an Androgenrezeptor-Boten-RNA bewirkt, was zu einer
verminderten Rezeptorkonzentration fiihrt. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dafl die
mutierte mRNA von zellspezifischen Proteinen gebunden wird. Es ist daher zu vermuten, daf3
die Mutation in der mRNA des Androgenrezeptors eine Strukturverdnderung bewirkt, welche
spezifisch von Proteinen oder Nukleasen erkannt wird. Diese Proteine oder der mRNA-
Proteinkomplex kénnten dann Ziel von weiteren, am RNA-Abbau beteiligter Proteine sein, oder
direkt von RNasen erkannt werden. Hierdurch wird ein schnellerer Abbau dieser mutierten
mRNA eingeleitet, der zu einer verminderten Proteinmenge in den Zellen fiihrt. Die
verbleibende Konzentration an Androgenrezeptor scheint jedoch nicht auszureichen, um eine

normale ménnliche Geschlechtsentwicklung aufrechtzuerhalten.

Weitere Untersuchungen die zur Aufklirung dieser Annahmen und zur Identifizierung des oder
der spezifischen mRNA-bindenden Proteine fiihren, wiirden zu einem besseren Verstdndnis
iiber die Funktion N-terminaler Bereiche des Androgenrezeptors beitragen und die
Charakterisierung von Mutationen, die bei androgeninsensitiven Patienten gefunden werden,

erleichtern.
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Material

Material und Methoden

4.1 Bezugsquellen der Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid/N,N'-Methylenbisacrylamid (30/0,8)

Agarose (SeaKem LE)

Aktivkohle

Ammoniumazetat
Aminosduren-Mix (ohne Methionin)
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Aprotinin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton
Bakterien-Petrischalen (9cm)
Bis-Benzimid (Hoechst Nr.33250)
Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie Brilliant Blau R250
Dialyseschliduche

Digitonin

Dihydrotestosteron (DHT)
Di-Natriumhydrogenphosphat
Di-Natriumkarbonat
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium
Easy-Pure

ECL-Western-blotting detection reagents
EDTA

EGTA

Essigsdure

Ethanol

Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Biozym Diagnostik, Hameln

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Promega, Madison, WI, USA

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Greiner Labortechnik, Niirtingen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Bender & Hobein, Karlsruhe

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Biozym Diagnostik, Hameln
Amersham-Buchler, Braunschweig
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roth GmbH + Co., Karlsruhe
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Ethidiumbromid

Filterpapier Whatman 3MM
Fotales Kélberserum
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz
Formaldehyd

Formamid

D-Glucose

Glutathion

Glutathion-Agarose

Glycerin

Glycylglycin

Harnstoff

HEPES

Imidazol

Isoamylalkohol
Isopropyl-B-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kalziumchlorid
Lachsspermien-DNA, Typ Il
Lambda DNA

Leupeptin

D-Luziferin Firefly
Magermilchpulver

Methanol

B-Mercaptoethanol
Mikrotiterplatten

MOPS

Mounting medium
Natriumazetat

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid

Nonidet P40

Nukleotide

(ATP, dA/G/C/TTP, ddA/G/C/TTP)
Nutrient Broth
Nylon-Membran (Hybond N*+)
Oligo-dT-Zellulose

Material und Methoden

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Bender & Hobein, Karlsruhe

Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Fluka, Buchs

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Gibco BRL Life Tech. LTD; Paisley, UK
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Biosynth AG, Staad, Schweiz

Saliter, Obergiinzburg

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Greiner Labortechnik, Niirtingen

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Dako Corporation, USA

Merck, Darmstadt

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Amersham-Buchler, Braunschweig
Pharmacia Biotech. GmbH, Freiburg
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Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin

Pepstatin

Phenol
Phenylmethylsulfonyl-Fluorid
Polyvinyliden-Difluorid-Membran
(Immobilon™-P)

2-Propanol

Qiagen-tip-500-Séulen

Rediprime Random Primer Labelling Kit
Retikulozytenlysat (aus Kaninchen)
Ribonuklease Imhibitor (RNasin)
Rinderserumalbumin

Rontgenfilme (Hyperfilm™MP)
RPMI 1640 Kulturmedium
Sequenase DNA Sequencing Kit

Sterilfilter

Szintillationsfliissigkeit (Emulsifier-Safe)
TEMED
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat
TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System
Tris-HCI, Tris-Base

Triton X-100

Tween 20

tRNA (aus Hefe)

Trypsin

Zellkulturartikel

Material und Methoden

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Millipore, Bedford, MA, USA

Merck, Darmstadt

Qiagen GmbH, Hilden
Amersham-Buchler, Braunschweig
Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Amersham-Buchler, Braunschweig
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
United States Biochemicals, Cleveland,
Ohio

Renner GmbH, Dannstadt

Packard Instr. Comp., Meriden, CT, USA
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Promega, Madison, W1, USA

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Greiner, Niirtingen

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Darmstadt, Roth GmbH
& Co.,Karlsruhe und Sigma Chemie GmbH,Deisenhofen bezogen.

Radiochemikalien

1-32P-dATP (370 MBg/ml)
[a-32P] dCTP (370 MBg/ml)

Amersham-Buchler, Braunschweig
Amersham-Buchler, Braunschweig
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L-[35S]-Methionin (370 MBq/ml,

»37 TBg/mmol)

14C-methylierte Proteine als
Molekulargewichts-Standard (185 kBg/ml)

Enzyme

Restriktionsendonukleasen:

modifizierende Enzyme:

Superscript Reverse Transkriptase
DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment)
Proteinase K

RNAse A

Sequenase (modifizierte Form der
T7-DNA-Polymerase)

T4 DNA Ligase

T3 RNA Polymerase

T7 RNA Polymerase

Taq DNA Polymerase

Thrombin

4.2 Oligonukieotide

Material und Methoden

Amersham-Buchler, Braunschweig

Amersham-Buchler, Braunschweig

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Promega, Madison, WI, USA

United States Biochemicals, Cleveland,
Ohio

Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Promega, Madison, WI, USA
Merck, Darmstadt
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
United States Biochemicals, Cleveland,
Ohio
Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA
Serva Feinbiochemica, Heidelberg

Die Oligonukleotide wurden HPLC-gereinigt von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, oder
Birsner & Grob-Biotech GmbH, Denzlingen, oder Eurogentec, Frankreich bezogen.

Doppel- und  Einzelstrangoligonukleotide fiir DNA- und RNA-

Gelretardationsanalysen

Einzelstringige (single strand) androgen responsive element (ssARE)) Oligonukleotide:
sSARE-A: 5"AGCTTAGAACACAGTGTTCTCTAGAG3”
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sSARE-B: 5"GATCCTCTAGAGAACACTGTGTTCTA3”

Einzelstringige Wildtyp (wt) und mutierte (m) RNA Oligonukleotide (abgeleitet von der cDNA-
Sequenz des menschlichen Androgenrezeptors, Nukleotide 1777-1806):

wt-RNA-oligo: 5"GGCGAGGCGGGAGCUGUAGCCCCCUACGGCU3”

m-RNA-oligo: 5"GGCGAGGCGGAAGCUGUAGCCCCCUACGGCU3’

Oligonukleotid-Primer  fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) -
Amplifikation =~ N-terminal  trunkierter  Fragmente des  menschlichen
Androgenrezeptors:

5Primer (enthalten BamH I-Adapter mit artifizieller Kozak-Sequenz, Kozak, 1989):
ARA320-Primer: 5"CCGGATCCACCATGACTGAGGAGAGCCTAGGCTGCTCTGGC3”
ARA340-Primer: 5"CCGGATCCACCATGACTGAGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGT3”

3 Primer (abgeleitet von der cDNA-Sequenz des menschlichen Androgenrezeptors direkt hinter
der Hind III Schnittstelle bei Aminosdure 565):

AR-Primer3: 5"TGCAGCTTCCACATGTGAGAGCTCCATAGTG3’, hybridisiert 3° hinter
einer Hind III Schnittstelle im Androgenrezeptor

Oligonukleotid-Primer fiir die PCR-Mutagenese von internen
Deletionsmutanten des menschlichen Androgenrezeptors:

5 Primer fiir die 1. PCR:

-AR-BstE II: 5"GCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACS3’, hybridisiert 5°vor einer
BstE II- Schnittstelle im Androgenrezeptor

-AR del447/536(1): 5"CAGTTGTATGGACCGTGTATGCGTTTGGAGACTGCCAGGGA3”
-AR del488/536(1): 5’"GGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGATGCGTTTGGAGACTGCC
AGGGAC3’

-AR del440/473(1): 5"CACACTCTCTTCACAGCCGAAGAGGCGGGAGCTGTAGCCCCC
TAC3” ‘

-AR del510/536(1): 5°GTGTGGTACCCTGGCGGCATGGTGAGCAGAATGCGTTTGGAG
ACTGCCAGGGAC3’

3 Primer fiir die 1. PCR:

-AR Primer 3 (siehe oben)

-AR del447/536(2)' 5S"TCCCTGGCAGTCTCCAAACGCATACACGGTCCATACAACTG3’
-AR del488/536(2): 5" GTCCCTGGCAGTCTCCAAACGCATCCCCTGAGGGGGCCGAGT
GTAGCC3”’

-AR del440/473(2): 5"GTAGGGGGCTACAGCTCCCGCCTCTTCGGCTGTGAAGAGAGT
GTG3”

-AR del510/536(2): 5"GTCCCTGGCAGTCTCCAAACGCATTCTGCTCACCATGCCGCCA
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GGGTACCACAC3”
Als Primer fiir die 2. PCR wurden AR-BstE IT und AR Primer 3 verwendet,

Oligonukleotid-Primer fiir die PCR-Amplifikation eines C-terminalen
Fragments von NFI:
Beide Primer enthalten eine BamH I Schnittstelle, wodurch sie in frame in ein BamH I

geschnittenes Plasmid kloniert werden konnen.
NF1/X 282-Primer: 5"CGGGATCCAAGCTTACCATGACTGAGGACGACAGTGAGATGG

AGAGT3”
NF1/X 359-Primer: 5" TTGGATCCTGGTCTGACTCCAGCAAGCACAGG3”

4.3 Plasmidkonstrukte

Reportergen-Plasmide fiir transiente Transfektionen:

pHCwt Luc (Heck et al., 1997)
450bp langes Hind I1l/Bgl II Fragment des MMTV-LTR vor dem Firefly Luziferase-

Reportergen.

-517/+63 Coll Luc (Schneikert et al., 1996)
Position -517 bis +63 des menschlichen Kollagenase I-Gens vor dem Luziferase-Reportergen.

Expressionsplasmide fiir transiente Transfektionen:

pSG-5 (Green et al. 1988)
Expressionsvektor ohne cDNA des menschlichen Androgenrezeptors mit SV (simian virus) 40

Promotor.

pSG-5-ARwt (Kaspar et al., 1993)
Expressionsvektor mit cDNA des menschlichen Androgenrezeptors, zur Verfiigung gestellt von
H. Klocker, Universitétsklinik fiir Urologie, Innsbruck, Osterreich.

pSG-5-AR-P

Expressionsvektor mit mutierter cDNA des menschlichen Androgenrezeptors. Punktmutation
(G->A) an Nukleotidposition 1786, welche zu einem Aminosdurenaustausch von Glyzin zu
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Glutaminsdure an Position 447 fithrt. Zur Verfiigung gestellt von H. Klocker,
Universitéitsklinik fiir Urologie, Innsbruck, Osterreich.

pSG-5-AR-R615H

Expressionsvektor mit mutierter cDNA des menschlichen Androgenrezeptors. Punktmutation
(G->A) an Nukleotidposition 2206, welche zu einem Aminoséurenaustausch von Arginin zu
Histidin an Position 615 fithrt. Zur Verfiigung gestellt von H. Klocker, Universitétsklinik fiir
Urologie, Innsbruck, Osterreich.

pSG-5-AR-R617P

Expressionsvektor mit mutierter cDNA des menschlichen Androgenrezeptors. Punktmutation
(G->C) an Nukleotidposition 2212, welche zu einem Aminosdurenaustausch von Arginin zu
Prolin an Position 617 fiihrt. Zur Verfiigung gestellt von H. Klocker, Universitatsklinik fiir
Urologie, Innsbruck, Osterreich.

Androgenrezeptor-Deletionsmutanten

pSG-5 Expressionsvektoren mit deletierten cDNAs des menschlichen Androgenrezeptors, die
eine verkiirzte Form des Androgenrezeptors ohne die angegebenen Aminoséuren ergeben.

Die Konstrukte ARA473 und ARA536 wurden in Gast et al., 1995 beschrieben.

Die Konstrukte ARA188, ARA320, ARA340, ARA440, ARA488, ARA510 und
ARA440-536, ARA488-536, ARA440-473 und ARAS10-536 wurden in Gast et al.,
1998 (im Druck) beschrieben.

Die N-terminalen Deletionsmutanten wurden durch PCR-Amplifikation erhalten. Die 5Primer
die fiir die Amplifikation verwendet wurden (siehe 2.2) enthalten an ihrem Ende eine artifizielle
Kozaksequenz (Kozak, 1989) mit einem neuen Transkriptionsstart und einer BamH [
Schnittstelle. Der 3 Primer (siehe 2,2) enthélt eine Hind III Schnittstelle, wodurch das erhaltene
Fragment in die entsprechende Schnittstelle des Wildtyprezeptorkonstruktes kloniert werden
konnte.

Die internen Deletionsmutanten wurden durch PCR-Mutagenese, mit jeweils zwei PCR
Ansitzen, konstruiert. In der ersten PCR-Runde wurden mit den entsprechenden Primern (2.2)
zwei Fragmente erhalten. Diese wurden hybridisiert und als Vorlage in der zweiten Runde
verwendet. Das erhaltene Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Hind III und BstE II
geschnitten und in die entsprechende Stelle des Wildtyprezeptorkonstruktes kloniert.

Androgenrezeptor-Fusionsmutanien

pSG-5 Expressionsvektor mit deletierten ¢cDNAs des menschlichen Androgenrezeptors
N-terminal fusioniert mit einer 77 Aminosduren langen C-terminalen Sequenz des
Transkriptionsfaktors NF-1 (nuclear factor 1, Nebl et al., 1995)
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Die chimidren Konstrukte ARA473/NF1X3, ARAS10/NF1X3 und ARA536/NF1X3
wurden in Gast et al., 1998 (im Druck) beschrieben.

Die Konstrukte wurden durch PCR-Amplifikation einer C-terminalen Region von NF-1 mit
RSV-Gal4-NF1/X3 (Nebl et al., 1995) als Vorlage und den entsprechenden Primern (2.2)
hergestellt, wobei das PCR-Produkt mit BamH I geschnitten und in die entsprechende Stelle
von ARA473, ARA510 und ARA536 kloniert wurde.

Plasmide fiir die Produktion von B-Gal-Histag-Fusionsproteinen
p7Z£fGalJc38T7 (Gal-SV40ONLS)

B-Galaktosidase fusioniert mit dem Kernlokalisationssignal des SV40 large T-antigen (zur
Verfiigung gestellt von Martin Gottlicher, Institut fiir Gentik, Forschungszentrum Karlsruhe).
Die Expressionsvektoren B-Gal-ARwtNLS (Gal-ARwtNLS), B-Gal-AR-615NLS (Gal-
AR-615NLS) und B-Gal-AR-617NLS (Gal-AR-617NLS) wurden von A.C.B. Cato zur
Verfligung  gestellt. Sie  kodieren fiir [-Galaktosidase, fusioniert mit dem
Wildtyp-Kernlokalisationssignal des Androgenrezeptors (oder den angegebenen Mutationen)
und einem Histaq (His6) vom Plasmid pRSET C (Invitrogen). Die Kernlokalisationssequenzen
wurden durch Amplifikation eines 89 Aminosduren (AA 578-667) iiberspannenden Fragments
mit den Expressionsvektoren pSG-5-ARwt, pSG-5-AR-R615H und pSG-5-AR-R617P als
Vorlage erhalten. Der verwendete 5 Primer enthielt eine Bam H I und der 3 Primer eine Xho 1
Schnittstelle, woriiber das PCR-Fragment in die entsprechende Bam H I/Xho I Schnittstelle
von pKW 321 (pRSET C plus B-Galaktosidase, erhalten von Karsten Weis, EMBL,
Heidelberg) kloniert werden konnte.

Die Plasmide besitzen einen durch Isopropyl-p-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG) induzierbaren
Promotor (Tac-Promotor), wodurch sie in E. coli exprimiert (siehe 2.21) werden kdnnen.
Auflerdem enthalten sie auch den Promotor fiir T7-DNA-Polymerase, weshalb sie in vitro, mit
Hilfe des TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega), transkribiert und translatiert

-werden konnen (siehe 2.21).

Plasmide fiir die Produktion von GST-Fusionsproteinen:
Das bakterielle Expressionsplasmid fiir GST (pGEX 4T1) wurde von Pharmacia Biotech.

GmbH, Freiburg erworben.
pGEX4T1-hSRP1o (GST-Importin-a), welches die cDNA fiir das menschliche Importin-o

enthilt, wurde von A.C.B. Cato zur Verfiigung gestellt. Es wurde durch Umklonierung aus
pHishSRPlo (zur Verfiigung gestellt von Karsten Weis; Weis et al., 1995) in pGEX 4Tl

erhalten.
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NTF97pGEX4T1 (GST-Importin-f), welches die cDNA fiir Importin-f aus Rindern,
enthédlt wurde von Stephen A. Adam, Northwestern University Medical School, Chicago,

Illinois zur Verfiigung gestellt.
Durch Induktion des Tac-Promotors dieser Plasmide mit IPTG (Isopropyl-B-D-

Thiogalaktopyranosid) konnten die Fusionsproteine in E. coli exprimiert werden (siche oben
und 2.21).

Sonden fiir RNA-Hybridisierungen
GAPDH (Ratte)
1,3 kb Pst I-Fragment aus dem Plasmid pGAPDH-13 (Fort et al., 1985).

AR (Mensch)
1.8 kbBamH I/Asp 718 Fragment aus pSG-5-ARwt (Kaspar et al., 1993)

Neomycin (Bakterien)
0.8 kb Bgl II/BamH I Fragment aus pSVjneo Plasmid (Beck et al., 1982)

4.4 Antikorper

SP061
Polyklonaler Antikorper gegen die N-Terminale Doméne des menschlichen Androgenrezeptors,
Epitop: Aminosiuren 301-320; erhalten von A.O. Brinkmann, Rotterdam (van Laar et al.,

1989).

SP066
Polyklonaler Antikorper gegen die C-Terminale Domine des menschlichen Androgenrezeptors,
Epitop: Aminosduren 899-917; erhalten von A.O. Brinkmann, Rotterdam (Kuiper et al., 1993).

F 394.1
Monoklonaler Antikérper aus der Maus gegen die N-Terminale Doméne des menschlichen
Androgenrezeptors, Epitop: Aminosduren 301-320; erworben bei BioGenex Laboratories,

Hamburg.

B-Gal-Antikorper
Monoklonaler Maus-anti-f3-Gal Antikorper (Boehringer).
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Sekundérantikorper fiir Western-Blot-Analysen

Polyklonales IgG aus der Ziege, gerichtet gegen Kaninchen-Immunglobuline,
Meerrettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Danemark).

Polyklonales IgG aus der Ziege, gerichtet gegen  Maus-Immunglobuline,
Meerrettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Danemark).

Sekundirantikérper fiir Immunfluoreszenzanalysen
TRITC-markierter Anti-Maus Antikorper aus der Ziege (Dianova)

Sekundérantikorper fiir Kernimportanalysen
FITC-markierter Anti-Maus Antikorper aus der Ziege (Dianova)

4.5 Bakterien

E. coli BL21(DE3)pLysS (zur bakteriellen Expression von Fusionsproteinen)
Beschrieben in Studier et al., 1990.

E. coli DH 5§ o (fiir Klonierungen)
Genotyp: F-, end A1, hsd R17 (1, my,), sup E44, thi-1, A-, rec Al, gyr A96, rel Al

4.6 Zellinien und Kulturbedingungen

Cos-7
Affen-Nierenzellinie (Glukokortikoidrezeptor-defizient); Cos-7 Zellen wurden in DMEM mit
10% fotalem Kilberserum (fetal calf serum, FCS) kultiviert.

CV-1
Affen-Nierenzellinie (Glukokortikoidrezeptor-defizient); CV-1 Zellen wurden in DMEM mit
10% ECS kultiviert.

LNCaP

Menschliche Prostatakarzinom-Zellinie; LNCaP-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit
10% FCS kultiviert.
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VHF 72

Primdre menschliche Genitalhautfibroblasten aus Kontrollpatienten (enthalten Wildtyp
Androgenrezeptor); kultiviert in DMEM mit 10% FCS. Zur Verfiigung gestellt von H. Klocker
Universititsklinik fiir Urologie, Innsbruck, Osterreich.

VHF 103

Primdre menschliche Genitalhautfibroblasten (enthalten mutierten Androgenrezeptor) von
Patient P. vor Hormonbehandlung, kultiviert in DMEM mit 10% FCS. Zur Verfiigung gestellt
von H. Klocker Universititsklinik fiir Urologie, Innsbruck, Osterreich.

VHF 131

Primdre menschliche Genitalhautfibroblasten (enthalten mutierten Androgenrezeptor) von
Patient P. nach einijdhriger Hormonbehandlung, kultiviert in DMEM mit 10% FCS. Zur
Verfiigung gestellt von H. Klocker Universititsklinik fiir Urologie, Innsbruck, Osterreich.

Die Bakterien und Zellinien (falls nicht anders vermerkt) stammen aus der Zellbank des Instituts
fiir Genetik (IGEN), Forschungszentrum Karlsruhe.

Methoden

Vorbemerkung: Falls nicht anders angegeben, handelt es sich bei Prozentangaben in
Zusammensetzungen von Losungen und Puffern um Volumenprozente (v/v).

4.7 Allgemeine Methoden zur Behandlung von Nukleinsiuren

Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Reinigung nukleinsdurehaltiger Losungen von Proteinen wurde das Volumen mit Wasser
auf mindestens 100 pl aufgefiillt. Nach Zugabe des gleichen Volumens Phenol (mit 1XTNE
gesittigt, IXTNE: 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0), gutem Mischen,
Zugabe eines weiteren Volumens Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) und emeutem Mischen
wurden die Phasen durch 5 miniitige Zentrifugation bei 10.000 g getrennt. Die obere, wissrige
Phase wurde abgenommen und nochmals mit dem  gleichen  Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert.
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Ausfillung von Nukleinsduren aus wissrigen Losungen

Die nukleinsdurehaltige Losung wurde mit 3 M NaAzetat, pH 4,8 bis zu einer Endmolaritét von
0,3 M versetzt. Nach Zugabe des dreifachen Volumens 100% Ethanol wurde 20 min bei -80°C
bzw. 2 h bei -20°C gefillt und anschliefend 20 min bei 10.000 g zentrifugiert. Zur Entfernung
von Salzen wurde der Niederschlag mit 80% Ethanol gewaschen, nochmals fiir 5 min
zentrifugiert und im Vakuum (SpeedVac Evaporator, Savant) getrocknet.

Bei der Préparation groffer Mengen Plasmid-DNA wurde die Ethanolfdllung durch eine
Isopropanolfdllung ersetzt. Zur wissrigen DNA-Losung wurden bei Raumtemperatur
0,7 Volumen Isopropanol zugegeben und der Niederschlag sofort abzentrifugiert.

Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Nukleinsduren wurden in geeigneter Weise mit Wasser verdiinnt und die Extinktion bei
260 nm und 280 nm in einem Spektralphotometer (Spekol UV/VIS, Zeiss) gemessen. Eine
Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht etwa 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 40 pg/ml RNA
oder 20 pg/ml einzelstringiger Oligonukleotide.

Die Extinktion bei 280 nm zeigt Verunreinigungen durch Proteine an. Im Idealfall solite das
Verhiltnis Eygq zu Eqg( bei DNA etwa 1,8 und bei RNA etwa 2 betragen.

4.8 DNA-Klonierungstechniken

Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen

Fiir den Verdau von 0.5-1 pg DNA wurden, abhingig vom jeweiligen Enzym und von den
Pufferbedingungen, 2 bis 4 Enzymeinheiten (eine Enzymeinheit entspricht der Enzymmenge die
in einer Stunde 1 pg DNA des Phagen Lambda vollstindig verdaut) verwendet. Das
Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens das Zehnfache des Volumens der zugesetzten
Enzym/Glycerin-Losung und die Inkubationszeit 2-3 h bis iiber Nacht. Bei Plasmid-DNA aus
Minipréparationen wurde der Reaktion 0,5 pg/iLl RNase A zugesetzt.

Durch Zugabe von 5xLadepuffer (50% Glyzin, 50 mM EDTA pH 8.0, 2% SDS, je 1mg/ml
Bromphenolblau und Xylencyanol) wurde der Verdau abgestoppt und zur GréBenbestimmung
und Reinigung der Fragmente anschliefend in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Je nach Grofle der aufzutrennenden Fragmente wurden 0,8-2% Agarose in 50 ml 1xTBE
(90 mM Tris pH 8,3; 90 mM Borséure; 2,5 mM EDTA) durch Erhitzen im Mikrowellenherd
gelost. Der Gellosung wurden 2 pl Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml) zugesetzt, bevor sie in
die Gelapparatur gegossen wurde. Mit Hilfe eines Kammes wurden Taschen fiir die
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aufzutragenden Proben ausgespart. Nach Erhirten der Agarose, Herausziehen des Kammes
und Beschicken der Gelapparatur mit Elektrodenpuffer (1xXTBE), wurde diese an die Elektroden
angeschlossen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V.

Danach konnten die Nukleinséure-Fragmente durch Fluoreszenz unter einem UV-
Transilluminator (IL-350M, Bachofer) sichtbar gemacht und photographiert werden.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach Identifizierung der interessierenden DNA-Bande unter UV-Licht, wurde diese mit einem
Skalpell ausgeschnitten, mit dem dreifachen Volumen SALT-Puffer (EASYPURE DNA
Purification Kit, Biozym) versetzt und bei 55°C 5 min geschmolzen. Durch Zugabe von BIND
(Spl+1pl/pug DNA) und 5 min Inkubation bei RT unter hdufigem Mischen, wurde die DNA
gebunden. Nach 5 s Zentrifugation wurde das Sediment in 1 ml WASH resuspendiert und fiir
5 min bei RT inkubiert. Nach einer weiteren Zenrifugation fiir 5 s wurde der Uberstand
verworfen und nochmals zentrifugiert. Der restliche Uberstand wurde entfernt, das Sediment
getrocknet und mit einer geeigneten Menge an deionisiertem Wasser resuspendiert. Nach einer
fiinf mintitigen Inkubation wurde 1 min bei 10000 g zentrifugiert und der DNA enthaltende
Uberstand in ein neues Gef4B iiberfiihrt. Durch eine weitere Zenrifugation konnten Reste von
BIND entfernt werden. Die DNA-L6sung wurde bei -20°C gelagert.

Ligation von DNA-Fragmenten

Es wurde ein drei- bis fiinffacher molarer Uberschuf des zu inserierenden Fragmentes zum
entsprechend vorbereiteten Vektor gegeben. Mit je 2 Einheiten T4-DNA-Ligase wurde in einem
Endvolumen von 20 pl Ligationspuffer (50 mM Tris pH 7,4, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT,
I mM Spermidin, 5 mM ATP) iiber Nacht bei 15°C inkubiert. Bei Ligation von DNA-
Fragmenten mit "glatten” Enden wurde die doppelte Menge Ligase eingesetzt. Zur weiteren
Analyse wurden 5 pl des Ligationsansatzes in kompetente Bakterien transformiert.

Amplifikation von ¢cDNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR)

Mit Hilfe von geeigneten Oligonukleotid-Primem wurde mittels PCR aus einem cDNA-
Syntheseansatz ein bestimmtes cDNA Fragment amplifiziert. Hierzu wurden 10 pl cDNA
Syntheseansatz zusammen mit 10 pl 10x7ag-Puffer (Pharmacia), je 10 pmol der beiden
Oligonukleotid-Primer, 0,25 mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und 10 U Taq-DNA-
Polymerase in einem Gesamtvolumen von 100 pl in einem Thermocycler (Perkin Elmer Cetus
9600, Perkin Elmer) amplifiziert. Die PCR erfolgte durch 40 Zyklen folgender
Reaktionsbedingungen: 1 min, 94°C (Denaturierung); 1 min, 55°C (Primerhybridisierung); 3
min, 72°C (Synthese). Das PCR-Produkt wurde dann auf einem Agarosegel aufgetrennt und
das cDNA-Fragment isoliert.
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Priaparation von kompetenten Bakterien (Hanahan, 1986)

Ein Milliliter einer Ubernacht-Kultur von E. coli DH50 wurde zu 100 ml SOB gegeben und bei
37°C im Schiittler bis zu einer ODggQ von 0,3 bis 0,35 wachsen lassen; dann wurden die
Bakterien auf zwei neue Gefdfie verteilt und fiir 10 min auf Eis gestellt, anschlieend bei 800 g
und 4°C fiir 10 min zentrifugiert und das Bakteriensediment auf Eis vorsichtig mit je 5 ml STB
resuspendiert; darauf wurden weitere 5 ml STB dazugegeben und die Suspensionen 15 min auf
Eis gestellt. Dann wurde erneut wie oben zentrifugiert und das Bakteriensediment auf Eis mit je
2 ml STB resuspendiert und mit weiteren 2 ml STB versetzt. Diese Bakterien wurden entweder
direkt zur Transformation eingesetzt oder in Gefidfe aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

Transformation von kompetenten Bakterien (nach Hanahan, 1986)

Zweihundert Mikroliter kompetente Bakterien wurden mit 5 pl des Ligationsansatzes oder 5 ng
Plasmid-DNA vorsichtig gemischt und 30-60 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension 3 min bei 42°C hitzebehandelt und sofort wieder auf Eis gestellt. Dann
wurden 2 ml Bakterienmedium (LB oder NB ohne Ampicillin) zu den Bakterien gegeben und
fiir eine Stunde bei 37°C im Schiittler inkubiert und anschlieBend 1/10 des Volumens (1x) un
nach Zentrifugation das Bakteriensediment auf Selektiv-Agarplatten ausplattiert (9x). Die
Platten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert und ein Teil der gewachsenen Bakterienklone fiir
DNA-Préparation verwendet.

4.9 Priparation von rekombinanter Plasmid-DNA aus
transformierten Bakterien

Priaparation grofler Mengen Plasmid-DNA ('"'Maxipriap')

Die Préaparation wurde nach dem Ionenaustauscher-Séulenchromatographie Prinzip nach dem
Protokoll zur Isolierung von Plasmid-DNA mittels Qiagen-tip-500 Saulen (Qiagen)
durchgefiihrt.

250 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur in Selektionsmedium (1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5%
(w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, 100 pg/ml Ampicillin) wurden 15 min bei 4000 g und 4°C
zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 10 ml Puffer 1 ( 50 mM Tris/HCL, 10 mM
EDTA, pH 8,0) aufgenommen und nach Zugabe von RNase A (Endkonz. 50-100 pg/ml) etwa
5 min bei RT belassen. AnschlieBend wurden 10 ml Puffer 2 (200 mM NaOH, 1% SDS)
zugegeben. Nach 5 min Inkubation bei RT und gleichzeitigem vorsichtigem Schwenken der
Suspension wurden 10 ml Puffer 3 (2,6 M KAc, pH 4,8) dazugegeben und fiir mindestens 10
min auf Eis gestellt; anschliefend wurde die Suspension bei 15.000 g zentrifugiert; der
Uberstand wurde nochmals fiir 5 min zentrifugiert und schlieBlich auf eine mit 10 ml Puffer
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OBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15% Ethanol, pH 7,0, 15% Triton X-100) &quilibrierte
Qiagen-tip-500 Siule gegeben. Nach Durchflu des Uberstandes wurde die Szule mit 30 ml
Puffer QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% Ethanol, pH 7,0) gewaschen und die Plasmid-
DNA mit 15 ml Puffer OF (1,25 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% Ethanol, pH 8,2) eluiert. Durch
Zugabe des 0,7-fachen Volumens Isopropanol wurde die DNA aus der Losung gefillt, das
Prézipitat bei 13.000 g abzentrifugiert und nach Waschen mit 70%igem Ethanol getrocknet, in
Wasser aufgenommen und bei -20°C aufbewahrt.

Priparation kleiner Mengen Plasmid-DNA (''Miniprip")

Bakterienklone von Selektiv-Agarplatten wurden in 2 ml Selektionsmedium mit 50 pg/ml
Ampicillin iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1,5 ml dieser Bakterienkultur wurden 1 min bei
10.000 g zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 150 pul GTE (50 mM Glucose, 25 mM
Tris pH 8, 10 mM EDTA pH 7,8) resuspendiert. Nach Zugabe von 300 pl alkalischer SDS-
Losung (0,2 M NaOH, 1% SDS) und mindestens einminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur
und Zugabe von 150 ml 3 M NaAc wurde die Suspension fiir 5 min bei 10.000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform versetzt, kriftig gemischt und erneut fiir 5 min bei 10.000 g zentrifugiert.
Die obere, wissrige Phase wurde anschliefend in neue Reaktionsgefdfie mit 1 ml Ethanol
(-20°C), gegeben und erneut wie oben zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgezogen, das Prézipitat mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 pl Wasser
aufgenommen. Davon wurden 10 pl in einem Restriktionsverdau verwendet.

4.10 Sequenzierung von DNA und Auftrennung der Reaktions-
produkte

Sequenzierung von DNA (nach Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode
mit Hilfe eines Sequenase-Kit (USB).

Zur Denaturierung wurden 10 pg Plasmid-DNA mit 0,2 N NaOH und 0,2 mM EDTA in einem
Volumen von 20 pl bei RT fiir 5 min inkubiert. Anschlieend wurde die DNA mit 2 pl
2 M NHy4-Azetat (pH 4,8) neutralisiert und mit 60 [l Ethanol bei -80°C 10 min gefllt. Nach
der Fallung wurde die DNA fiir 10 min bei 10.000 g abzentrifugiert, das Sediment mit 80%
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 7 pl HyO gelost.

Zur Hybridisierung des Primers wurde die vorbereitete Plasmid-Losung mit 2 pl 5xSequenase-
Puffer (USB) und 1 pl geeignetem Primer (1 pmol/pl) gemischt, fiir 5 min auf 65°C erhitzt und
langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. Zu dem Reaktionsansatz wurden dann 2 pl
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Markierungslosung (1,5 uM dGTP, 1,5 uM dCTP, 1,5 uM dTTP), 1 ul 0,1 M DTT,
1 ul [35S] dATPS und 2 pl Sequenase (1,5 U/ul) zugegeben und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Termination der Reaktion wurden je 3,5 pl dieser Markierungsmischung in vier
(auf 37°C vorgewdrmte) Eppendorf-Reaktionsgefdfle gegeben, in die bereits 2,5 pl der
entsprechenden Terminationsmischungen* (mit dem entsprechenden Didesoxy-Nukleotid)
vorgelegt wurden. Nach 5 min bei 37°C wurden die Reaktionen durch Zngabe von jeweils 4 pl
einer Stoplosung (95% (w/v) Formamid, 20 mM EDTA, 0,05% (w/v) Bromphenolblau,
0,05% (w/v) Xylencyanol FF) abgebrochen. Diese Stoplosung diente gleichzeitig als
Gelladepuffer fiir die Auftrennung der Reaktionsprodukte.

*Zusammensetzung der Terminationsmischungen:

ddG-Mix: 80 pM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM dCTP, 80 uM dTTP, 8 uM ddGTP, 50 mM
NaCl

ddA-Mix: 80 uM dGTP, 80 pM dATP, 80 uM dCTP, 80 uM dTTP, 8 uM ddATP, 50 mM
NaCl

ddT-Mix: 80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM dCTP, 80 uM dTTP, 8 uM ddTTP, 50 mM
NaCl

ddC-Mix: 80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM dCTP, 80 uM dTTP, 8 uM ddCTP, 50 mM
NaCl

Auftrennung der Sequenzierreaktionen durch denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Zur Analyse wurden die Reaktionsprodukte aus der Sequenzierung in einem denaturierenden
6% Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gellosung bestand aus 6% Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung (30/0,8) und 8 M Harnstoff in 1xXTBE (90 mM Tris pH 8,3, 90 mM Borsiure,
2,5mM EDTA pH 8,0). 40 m! dieser Losung wurden zur Polymerisation mit 300 pl
10% (w/v) APS und 30 pl TEMED versetzt und zwischen zwei Glasplatten (20 x 40 cm) mit
0,15 mm dicken Abstandshaltern gegossen. Nach Einsetzen eines geeigneten Kammes zum
Aussparen der Proben-Taschen und Auspolymerisieren des Gels wurde das Gel in eine
vertikale Laufapparatur eingespannt. Als Laufpuffer diente 1xTBE. Um optimale
denaturierende Bedingungen (d.h. Temperaturen um 50°C) im Gel zu erreichen, lie man das
Gel vor dem Auftragen der Proben 30 min bei 1.500 V vorlaufen. Je 3 pl der Proben aus der
Sequenzierreaktion wurden 3 min bei 95°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und dann in die Taschen
des Gels pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 1.500 V fiir 1,5 bis 4 h, abhingig von der
gewiinschten Sequenzinformation. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die
Glasplatten getrennt, das Gel auf Whatman 3MM Papier aufgezogen und auf einem Geltrockner
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(Bio Rad) getrocknet. Das Gel wurde anschlieBend tiber Nacht bei -80°C einem Rontgenfilm

exponiert.

4.11 Radioaktive Markierung und Reinigung von Sonden fiir RNA-
Hybridisierungen

Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten fiir Hybridisierungen wurde mit Hilfe des
Rediprime Random Primer Labelling Kit (Amersham) durchgefiihrt. Hierzu wurden 25 ng
DNA-Fragment in 45 pl deion. Wasser 5 min auf 95°C erhitzt und dann bei RT kurz abgekiiblt.
Die denaturierte DNA-Losung wurde in die von Amersham vorbereiteten Eppendorfgefifie
pipettiert und gemischt (die Eppendorfgefdfie enthalten dNTPs (auBer dCTP), Klenow-DNA-
Polymerase, Random-Primer und den Reaktionspuffer). Dann wurden 3 pl [0-32P] dCTP
zugegeben und bei 37°C 10-30 min inkubiert. Hierbei findet ausgehend von den Primern die
Synthese des neuen Doppelstranges statt, welcher durch den Einbau des [0-32P] dCTP

radioaktiv markiert ist.

Reinigung von radioaktiv markierten DNA-Fragmenten

Die Reinigung von radioaktiv markierten DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe des QIAquickTM
Nucleotide Removal Kit von Qiagen durchgefiihrt. Zu der Reaktion wurde das 10 fache
Volumen von Puffer PN zugegeben und dann auf eine Qiagen spin column aufgetragen, welche
in einem Auffanggefdll plaziert war. Dann wurde 1 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Die Séule
wurde dann zweimal mit 500 pl von Puffer PE gewaschen und 1 min bei 10000 g
zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein frisches Eppendorfgefdf tiberfithrt und die DNA mit
100-200 pl deion. Wasser eluiert und konnte nun bei -20°C gelagert werden. Bevor das
markierte Fragment als Sonde in einer Hybridisierung eingesetzt wurde, wurde seine

Radioaktivitit in einem Szintillationszihler (Kontron Analytical, Schweiz) bestimmt.

4.12 Analyse von RNA durch Transfer auf Membranen und
Detektion durch radioaktiv markierte DNA-Fragmente
(Northern-Blot)

Priaparation von polyA+ RNA aus Zellen
Zur Priparation von polyA+ RNA aus Zellen wurden je 2x106 Zellen auf einer 15 cm
Kulturschale ausgesit und fiir 24 h in ihrem entsprechenden Medium kultiviert. Bei transienten
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Transfektionen wurden die Zellen mit je 30 pg Expressionsplasmid durch Elektroporation
transfiziert (siehe 2.16). Danach wurden die Zellen mit Hormon (107 M Endkonzentration)
oder der entsprechenden Menge Ethanol fiir weitere 24 h behandelt. Zur Ernte der Zellen
wurden sie zweimal mit kaltem PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,6 mM
MgCly, 5 mM NayHPOy, 1,5 mM KH,PO,4) gewaschen und in 10 ml sterilem STE (20 mM
Tris pH 7,4, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5% (w/v) SDS, 300 pg/ml Proteinase K)
abgeschabt, wobei die Zellen lysierten. Die genomische DNA der Zellen wurde mit Hilfe eines
Ultra-Turax™-Homogenisators (Janke u. Kunker GmbH & CoKG) fiir 30 s geschert und die
Suspension fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Nachdem die NaCl-Kontentration auf 0,5 M
eingestellt wurde, wurde pro Ansatz 100 mg Oligo-dT-Zellulose 1:1 in HSB (10 mM Tris-HCI
pH 7,4, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS) zugegeben. Unter standigem Rotieren
iiber Nacht bei Raumtemperatur konnte die polyA* RNA an die Oligo-dT-Zellulose binden. Die
Oligo-dT-Zellulose wurde durch wiederholtes Zentrifugieren fiir 2 min bei 1000 g dreimal mit
HSB gewaschen. Die Elution der polyAt RNA erfolgte durch wiederholtes Zentrifugieren
(dreimal mit 1 ml und einmal mit 0,5 ml HpO). Zur vollsténdigen Entfernung der Oligo-dT-
Zellulose wurden die 3,5 ml eluierte polyA* RNA nochmals fiir 5 min bei 2000 g
abzentrifugiert. Die Konzentration der RNA wurde mit 500 pul des Eluats spektralphotometrisch
bestimmt. In den verbleibenden 3 ml RNA wurden die NaAc-Endkonzentration mit 3 M NaAc,
pH 4,8 auf 0,2 M eingestellt und zusammen mit Hefe-tRNA (1 pg/ml) als Féllungshilfe und
dem 2,5-fachen Volumen Ethanol tiber Nacht bei -20°C gefillt. Nach der Fillung wurde die
RNA bei 10.000 g und 4°C fiir 30 min zentrifugiert, das Sediment an der Luft getrocknet und in
H,O resuspendiert (Endkonzentration ca 0,5 ng/pl). Die RNA wurde dann bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

Auftrennung von RNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von RNA erfolgte in 1% horizontalen Agarosegelen. Hierzu wurde 1 g
Agarose in 100 ml 1xMOPS-Puffer (20 mM MOPS, 5 mM NaAzetat, 0,5 mM EDTA, pH 7,0)
durch Erhitzen gelost und nach Abkiihlen auf ca. 60°C mit 5 pl Ethidiumbromid und 5 ml
Formaldehyd (37%) gemischt. Das Gel wurde in eine horizontale Kammer gegossen, wobei
mit Hilfe eines Kammes Taschen fiir das Auftragen der Proben ausgespart wurden. Als
Laufpuffer diente 1xXMOPS-Puffer. 5 ug polyA*™ RNA wurden in 20 pl RNA-Probenpuffer
(17,6% Formaldehyd, 50% rekristallisiertes Formamid, 5% Glyzerin, 0,05% (w/v)
Bromphenolblau in MOPS-Puffer) 10 min auf 55°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und in die
Taschen pipettiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 80 V, bis die Bromphenolblau-Bande ca.
8 cm weit gewandert war. Nach erfolgter Auftrennung wurde das Gel unter einem UV-
Transilluminator (IL-350M, Bachofer) photographiert und die Lage der 28S und 18S
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ribosomalen RNA markiert, bevor es zur weiteren Analyse der RNA fiir den Northern-Blot

verwendet wurde.

Northern-Blot und Hybridisierung

Der Transfer von aufgetrennter RNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran (Hybond
N*) erfolgte durch Kapillarkrifte. Hierzu wurden in einer Wanne mit 20xSSC (3 M NaCl, 0,3
M Na-Citrat, pH 6,7) drei Lagen Whatman 3MM-Papier (in 20xSSC getrdnkt) auf einer
Glasplatte so angeordnet, dafl die Enden der Papierlagen in den SSC-Puffer getaucht waren.
Darauf wurde das Gel gelegt, auf das Gel luftblasenfrei die Nylonmembran und auf diese
wiederum drei Gelstiick-grole Lagen Whatman 3MM-Papier. Diese Anordnung wurde mit
einem Stapel Zellstoff tiberschichtet und mit einem Gewicht beschwert, sodafl durch die
Kapillarkréfte die Fliissigkeit nach oben gesaugt und dadurch die RNA auf die Membran
tibertragen wurde. Der Transfer erfolgte iiber Nacht bei Raumtemperatur.

Nach beendetem Transfer wurde auf der Membran die Position der Probentaschen sowie der
28S und 18S ribosomalen RNA markiert. Durch Bestrahlung mit UV-Licht fiir 35 s in einem
Stratalinker 2400 (Stratagene) wurde die RNA kovalent an die Membran fixiert.

Zur Detektion einer bestimmten mRNA wurde die Membran mit einem fiir die mRNA
spezifischen, radioaktiv markierten DNA-Fragment hybridisiert. Hierzu erfolgte zunéchst eine
Vorhybridisierung der Membran fiir 2 h im 65°C-Wasserbad in 200 ml Vorhybridisierungs-
Losung (4xSSC, 3,3% PiPPi*, 1xDenhard's Losung**, 0,1% (w/v) SDS). Zur Absittigung
unspezifischer Bindungsstellen wurde zerkleinerte denaturierte Lachsspermien-DNA in einer
Endkonzentration von 20 pg/ml fiir eine Stunde zugesetzt. Fiir die Hybridisierung wurde die
Membran dann luftblasenfrei in einen Plastikbeutel mit Hybridisierungs-Losung eingeschweif}t
und iiber Nacht bei 65°C inkubiert. Die Hybridisierungs-Losung enthielt in der Regel
3x106 cpm/ml der radioaktiv markierten DNA-Sonde (10 min bei 95°C denaturiert) in 4xSSC,
10 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS und 20 pg/ml Lachsspermien-DNA. Zur Entfernung
unspezifisch gebundener Radioaktivitit wurde die Membran nach der Inkubation unter
Schiitteln bei 65°C jeweils 30 min in Waschlosung 1-4*** gewaschen. Anschlieend wurde die
Membran in Folie eingeschweifit und mit einer Verstirkerfolie einem Rontgenfilm bei -80°C
exponiert. ‘

Bevor die Membran fiir eine weitere Hybridisierung mit einer anderen Sonde verwendet werden
konnte, wurde die urspriingliche Sonde durch Kochen der Membran in 0,1% SSC/0,1% SDS
entfernt. Die Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgte dann wie oben beschrieben.

*PiPPi: 1,5% NasP07, 200 mM NaH,PO4, 300 mM NapHPO4, pH 7,3
**50xDenhard's-Losung: 1% Ficoll, 1% Polyvinylpyrrolidon, 1% (w/v) BSA
***Waschlosung 1: 2xSSC, 3,3% PiPPi, 0,1% (w/v) SDS

94




Material und Methoden

***¥*Waschlosung 2 und 3: 1xSSC, 3,3% PiPPi, 0,1% (w/v) SDS
***¥Waschlosung 4: 0,5xSSC, 3,3% PiPPi, 0,1% (w/v) SDS

4.13 Analyse von RNA mittels reverser Transkription und
anschlieBender PCR (RT-PCR)

Priparation von gesamter RNA aus Zellen

Fiir die Priparation von gesamter RNA wurden ca. 5x105 Zellen auf 10 cm Petrischalen
ausgesit, nach 24 h wurden sie induziert (siehe oben) und weitere 24 h kultiviert. Fiir die Ermnte
wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen, dann 4 ml pegGOLD Trifast™ (Phenol und
Guanidinisothiocyanat in Losung, peqLAB) zugegeben und die Zellen durch mehrmaliges
Aufziehen mit der Pipette lysiert. Die Proben wurden dann fiir 5 min bei RT inkubiert, um die
Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu gewihrleisten. Nach Zugabe von 0.8 ml Chloroform,
vortexen und Inkubation fiir 10 min bei RT wurden die Proben fiir 5 min bei 12000 g
zentrifugiert. Dies fiihrte zur Trennung in eine untere rote Phenol-Chloroform Phase, in eine
Interphase und in eine obere, die RNA enthaltende, wissrige Phase. Die wéssrige Phase wurde
in ein frisches Rohrchen tiberfilhrt und mit 2 ml Isopropanol gevortext. Nach 15 min
Inkubation bei RT wurde fiir 10 min bei 12000 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das RNA-Prézipitat 2x mit 75% Ethanol gewaschen. Die gesamte RNA wurde
in RNase freiem deionisiertem Wasser aufgenommen, die Konzentration spektralphotometrisch

gemessen und bei -80°C gelagert.

Erststrang-cDNA-Synthese durch Reverse Transkription
Fir die Erststrangsynthese wurden 1 pug RNA mit 200 ng Oligo-(dT);2 Primer in einem

Volumen von 12 pl bei 70°C fiir 10 min inkubiert und danach auf Eis abgeschreckt. Nach
Zugabe von 4 pl 5x Erststrang-Puffer (GibcoBRL), 2 pl 0.1 M DTT, 1 ul 10mM dNTP Mix
(10mM von dATP, dGTP, dCTP und d TTP) und 1 pl (200U) SUPERSCRIPTTM]]
(GibcoBRL) wurde bei 42°C fiir 50 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch 15 miniitiges
Erhitzen auf 70°C inaktiviert.

Amplifikation der Erststrang-cDNA mittels PCR

Es wurden 1 pl Erststrang-cDNA mit 1 pl 10x7ag-Polymerase-Puffer (Pharmacia), je
12,5 pmol 3“-und 5°-Amplifikations-Primer, 1 pl ANTP Mix (2 mM) und 0,5 Einheiten
Tag-DNA Polymerase mit Wasser auf 10 pl aufgefiilit. Die Amplifikation der Erststrang-cDNA
erfolgte durch 25 Zyklen folgender Reaktionsbedingungen: 1 min, 94°C, 1 min, 50°C und
1 min, 72°C.
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Das PCR-Produkt wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und photographiert. Mit Hilfe des
PC-Programms ONEdScan konnten die Fragmente semiquantitativ analysiert werden.

4.14 Zellkultur

Alle eukaryontischen Zellinien wurden in einem Brutschrank (Heraeus, Stuttgart) in
befeuchteter Atmosphdre bei 37°C, 5% CO; und 95% relativer Luftfeuchtigkeit in
Zellkulturschalen oder -flaschen kultiviert. Samtliche Arbeitsschritte mit Zellinien erfolgten an
einer Sterilbank (Glatt AG). Medien, Puffer und Glaswaren fiir die Zellkultur wurden vor
Gebrauch sterilisiert (120°C, 1,4 bar, 20 min).

Kultivieren und Trypsinieren von Zellen

Bei allen verwendeten Zellinien handelte es sich um adhédrent wachsende Zellen. Die Zellen
wurden vor Erreichen der Konfluenz von der Kulturschale abgelost und mit geringerer Dichte
wieder ausgesit. Hierzu wurden alle Losungen auf 37°C vorgewdrmt. Das Medium wurde
abgesaugt, die Schale mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaClyp, 0,6 mM MgCly,
5 mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,PO,) gewaschen und 0,25% Trypsinlosung (0,1 mlcm
Kulturschale) auf die Zellen gegeben. Die Schale wurde bei 37°C in den Brutschrank gestellt,
bis sich die Zellen von der Zellkulturschale ablosten (1-10 min). AnschlieBend wurden die
Zellen mit frischem Medium abgespiilt, resuspendiert und in der jeweils gewiinschten
Verdiinnung auf neue Kulturschalen verteilt. Fiir ein Experiment wurde die Zellzahl mit einer
Neubauer-Zihlkammer bestimmt.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurde eine Zellsuspension logarithmisch wachsender Zellen 3 min bei 500 g
zentrifugiert und das Sediment in 1 ml Einfriermedium (Kulturmedium mit 10% DMSO)
resuspendiert, in ein Einfrierrohrchen iiberfiihrt und mindestens 1 h auf Eis gestellt. Dann
wurden die Rohrchen in einer Styroporbox (um ein langsames Einfrieren zu ermoglichen) bei -
80°C eingefroren und spitestens nach einer Woche in fliissigen Stickstoff (-196°C) iiberfiihrt.
Das Auftauen der Zellen erfolgte rasch in einem 37°C Wasserbad. Die Zellen wurden in
frischem Medium aufgenommen, bei 500 g zentrifugiert, anschliefend in frischem Medium
resuspendiert und auf Platten ausgesét. Nach einem Tag wurde das Medium gewechselt.

Herstellung von CCS (charcoal calf serum) fiir Immunfluoreszenzfirbung (nach
Westley und Rochefort, 1980)
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Mit dieser Methode wurde fotales Kélberserum (fetal calf serum, FCS) iiber Aktivkohle
gereinigt, um im Serum noch vorhandene Hormone zu entfernen. Hierzu wurden 50 ml
dextrangebundene Aktivkohle (25 g Aktivkohle, 2,5 g Dextran, 0,01 M Tris-HCI pH 7,4 pro
Liter HpO) fiir 10 min bei 10.000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zu diesem
Aktivkohlesediment wurde 250 ml FCS gegesetzt, resuspendiert und die Losung 30 min im
56°C Wasserbad geschiittelt. Nach Zentrifugation fiir 20 min bei 10.000 g wurde die
Aufreinigung mit dem Uberstand wiederholt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 30 min bei
10.000 g wurde das von Hormonen gereinigte Serum sterilfiltriert, aliquotiert und bis zur

Verwendung bei -20°C eingefroren.

4.15 Allgemeine Methoden zur Behandlung von Proteinen

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry (Lowry et al., 1951)

Fiir das Erstellen einer Eichkurve wurden 0, 10, 20, 30 und 40 pl einer BSA-Stammlosung
(1 mg/ml) mit Lowry-Reagenz I (2% (w/v) NayCOj3, 0,1 M NaOH) auf 500 pl aufgefiillt. Von
den Proteinextrakten wurden je 5 il mit 495 pl Lowry-Reagenz I gemischt. Nach Zugabe von
1 ml Lowry-Reagenz IV (100 Volumen Lowry-Reagenz I, 1 Volumen 2% (w/v) Na-K-Tartrat,
1 Volumen 1% (w/v) CuSOy4) wurden die Proben 5 min bei RT inkubiert. Anschliefend
wurden unter sofortigem Mischen 100 pl 50% Folin-Losung zugegeben. Nach fiinf miniitiger
Inkubation bei 37°C im Dunkeln wurden jeweils 300 pl der Proben in eine Mikrotiterplatte
pipettiert und die Extinktion bei 600 nm gegen einen Leerwert ohne Protein gemessen
(Multiscan Plus MK II, Labsystems). Anhand der Eichkurve wurde dann die Proteinmenge in
den Proben bestimmt.

Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen
. (SDS-PAGE, Laemmli, 1970)

Polyacrylamidgele zur Auftrennung von Proteinen bestanden aus einem 7-10% Trenngel und
einem 5% Sammelgel und wurden zwischen zwei, durch Kunststoff-Abstandshalter
voneinander getrennte Glasplatten vertikal gegossen. Die Glasplatten wurden vor dem Giefien
mit Agarose abgedichtet. Fiir eine 10% Trenngel-Losung wurden 375 mM Tris-HC1 pH 8,8,
0,1% (w/v) SDS und 10% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30/0,8) durch Zugabe von 0,1%
(w/v)y APS und 0,05% TEMED polymerisiert. Das Gel wurde bis zu einer Hohe von ca. 3 cm
unterhalb des oberen Randes gegossen. Bis zum Auspolymerisieren wurde es mit Isopropanol
tiberschichtet. Fiir die 5% Sammelgel-Losung wurden 125 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,1 % (w/v)
SDS und 5% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30/0,8) mit 0,1% (w/v) APS und 0,1%
TEMED vermischt. Das Sammelgel wurde (nach Entfernen des Isopropanols) auf das Trenngel
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gegossen und ein geeigneter Kamm zum Aussparen der Probentaschen eingesetzt. Nach dem
Auspolymerisieren des Sammelgels wurde das Gel in eine vertikale Laufapparatur eingespannt.
Die aufzutrennenden Proteinproben wurden in Laemmli-Probenpuffer (80 mM Tris pH 6,8, 2%
(w/v) SDS, 10% Glyzerin, 2% B-Mercaptoethanol, 0,01% (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen, fiir 10 min bei 95°C erhitzt, auf Eis abgekiiblt und in die vom Kamm
ausgesparten Taschen pipettiert. Um das Molekulargewicht der Proteine bestimmen zu konnen,
wurde gleichzeitig ein geeigneter Molekulargewichts-Standard (Sigma Chemie GmbH) mit
vorgefdrbten Proteinen auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in Laemmli-
Laufpuffer (25 mM Tris pH 8,3, 192 mM Glyzin, 0,1% (w/v) SDS) bei 20 mA bis die Proben
das Trenngel erreicht hatten, und dann bei 30 mA bis die Bromphenolblau-Bande den unteren
Rand des Gels erreicht hatte.

Wurden 35S-Methionin markierte Proteine aufgetrennt, so wurde das Gel auf Whatman 3MM
Papier aufgezogen und auf einem Geltrockner (Bio Rad) getrocknet. Das Gel wurde dann iiber
Nacht bei -80°C einem Rontgenfilm exponiert. Ansonsten wurden nach der Elektrophorese die
Proteine im Gel entweder mit Coomassie-Brilliant-Blau angefidrbt oder auf eine PVDEF-

Membran iibertragen.

Coomassie-Firbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Durch die Coomassie-Brilliant-Blau-Fiarbung wurden Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen
sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel 30 min in Férbelosung (0,2% (w/v) Coomassie-
Brilliant-Blau, 50% Methanol und 7,5% Essigsdure) geschiittelt. Die Entfarbung erfolgte in
50% Methanol und 7,5% Essigsiure fiir mehrere Stunden, bis die Proteinbanden sichtbar
wurden. AnschlieBend wurde das Gel auf Whatman 3MM Papier auf einem Geltrockner (Bio
Rad) getrocknet.

4.16 Transiente Transfektionen

Kalziumphosphat-Methode (Graham und van der Eb, 1973)

CV1-Zellen wurden 0,5x106 Zellen pro 10 cm Petrischale 24 h vor der Transfektion in
entsprechendem Kulturmedium mit 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin ausgesit.
Fiir die Herstellung des Prézipitats wurden alle Losungen (auBer der DNA) auf 37°C
vorgewdrmt. Falls nicht anders vermerkt, wurden jeweils 10 pg Plasmid-DNA pro
Kulturschale transfiziert. (Betrug die zu transfizierende DNA-Menge weniger als 10 pg, so
wurde die Differenz durch Kotransfektion eines "Leervektor"-Kontrollplasmids aufgefiillt.) Die

Prézipitatbildung wurde in einem Volumen von 500 pl pro Kulturschale durchgefiihrt. Hierzu
wurde die DNA zunéchst mit HyO verdiinnt (H,O-Volumen: 250 pl abziiglich der Volumina
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der DNA- und der CaCl,-Losung). Dann wurden 250 pl 2xHBS (274 mM NaCl, 10 mM
CaCl,, 1,4 mM Na,HPOy4, 1 mM D-Glucose, 40 mM HEPES, pH 7,05) zugegeben und die
Losung gut gemischt. Unter Schiitteln wurden dann 25 pl 2,5 M CaCl, zugetropft und bis zur
Bildung des Prizipitats fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Prizipitat (500 pl) wurde
zu 8 ml Medium einer Kulturschale zugetropft und 5 bis 6 h auf den Zellen belassen. Die Zellen
wurden fiir 2 min mit 4 ml 15% Glyzerin in PBS geschockt, anschliefend zweimal mit 10 ml
PBS gewaschen und 8 ml frisches Medium mit den entsprechenden Agenzien zugegeben. Bei
transienten Transfektionen wurden die Zellen nach ca. 40 h geemntet.

Elektroporation (Eul et al., 1989)

Es wurden je 2x106 Cos7-Zellen pro Petrischale 24 h zuvor ausgesit. Alle Losungen fiir die
Elektroporation wurden auf 37°C vorgewérmt. Fiir die Elektroporation wurden die Zellen
trypsiniert, in Medium aufgenommen, bei 400 g zentrifugiert und in 1xHBS fiir
Elektroporationen (20 mM Hepes, 154 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM NapHPO4, 6 mM
Glukose, pH 7,1) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 200 pl/Ansatz
aufgenommen und in 0.2 cm Elektroporationskiivetten iiberfithrt. Nach Zugabe von 15 pg der
entsprechenden DNA wurden die Kiivetten auf Eis inkubiert. Nach etwa 5 min wurde mit dem
Bio-Rad Genepulser-Apparatus bei 200 Volt und 500 UF elektroporiert. Die Zellen blieben
noch 5 min auf Eis und wurden dann in frischem DMEM (mit 10%FCS und 1% P/S) auf
Perischalen verteilt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und Hormon bis zur
Endkonzentration 10-7 M, bzw. die entsprechende Menge Ethanol, zugegeben. Nach weiteren

24 h wurden die Zellen geerntet.

4.17 Analyse der Genexpression durch den Luziferase-
Aktivitatstest (nach de Wet et al., 1987)

Priaparation von Proteinextrakten fiir Luziferase-Analysen

Die transient mit einem Luziferase-Reportergen kotransfizierten Zellen einer 10 cm Kulturschale
wurden nach ihrer Behandlung mit Induktoren zweimal mit kaltem PBS ohne Kalzium und
Magnesium (137 mM NaCl, 2,7 mM KC], 5 mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,POy4) gewaschen,
400 ul eiskalter Lysispuffer (0,1 M Tris-Azetat pH 7,5, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100)
zugegeben und die Schalen fiir 15 min unter gelegentlichem Schwenken bei 4°C inkubiert.
Dann wurden die Zellen im Lysispuffer mit einem Gummischaber auf Eis abgeschabt und in ein
gekiihltes Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Nach starkem Vortexen wurde das Zellysat zum
Abtrennen der Zelltriimmer 10 min bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert. Der proteinhaltige
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Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB tiberfiihrt, seine Proteinkonzentration bestimmt

und direkt fiir den Enzymtest verwendet.

Luziferase-Aktivititstest

Zur Bestimmung der Luziferase-Enzymaktivitdit wurde von allen Proben die gleiche
Proteinmenge (200 pg) fiir die Reaktion eingesetzt. Hierzu wurde pro Probe die entsprechende
Menge an Proteinextrakt mit 350 pl Reaktionspuffer (25 mM Glycylglycin, 15 mM MgSOg,
4 mM EGTA, 2 mM ATP, 1 mM DTT, pH 7,8) und 100 pl Luziferin-Losung (Substrat)
(0,2 mM Luziferin in 25 mM Glycylglycin, 15 mM MgSOy4, 4 mM EGTA, pH 7,8) versetzt.
Das bei der Umsetzung von Luziferin zu Oxyluziferin freigesetzte Licht wurde dann fiir 10 s bei
560 nm in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) gemessen und die relativen
Lichteinheiten (relative light units, RLU) als MaB der Luziferase-Aktivitdt dokumentiert.

4.18 Analyse von Proteinen durch Transfer auf Membranen und
Detektion durch spezifische Antikorper (Western-Blot)

Priaparation und Auftrennung von Proteinextrakten fiir den Western-Blot
Fiir Western-Blot-Analysen wurden je 5x105 Zellen in ihrem jeweiligen Medium auf 10 cm

Kulturschalen ausgesit. Nach 24 h wurde fiir die angegebenen Zeiten und den entsprechenden
Hormonkonzentrationen behandelt. Kontrollzellen wurde mit &quivalenten Ethanolmengen
behandelt. Zur Ermnte wurden die Zellen einmal mit eiskaltem PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 0,7 mM CaCly, 0,6 mM MgClp, 5 mM Nay,HPOy, 1,5 mM KH,PO,4) gewaschen und mit

300 pl 2xLaemmli-Probenpuffer (0,16 M Tris pH 6,8, 4% (w/v) SDS, 20% Glyzerin,
4% B-Mercaptoethanol, 0,02% (w/v) Bromphenolblau) abgeschabt und in ein gekiihltes

Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Zum Scheren der DNA wurden die Proben sonifiziert (Branson
Sonifier, G. Heinemann) und die Zelltriimmer 5 min bei 10.000 g abzentrifugiert. 50 pl jeder
Probe (gleiche Proteinkonzentration) wurden in einem 7-10% SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt (SDS-PAGE). Nach der Auftrennung wurde ein Teil des Gels, der nicht auf eine
Membran transferiert werden sollte, mit Coomassie-Blau gefdrbt, um die eingesetzten
Proteinmengen zu vergleichen. Der Gelbereich mit dem interessierenden Protein wurde fiir den

Western-Blot verwendet.

Western-Blot und Protein-Detektion auf Membranen
Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen wurden durch Elektrotransfer mit Hilfe einer NaBtransfer-
Kammer (Trans-Blot, Bio Rad) auf eine PVDF-Membran (Immobilon™-P, Millipore)
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tibertragen. Zuvor wurde die Membran ca. 1 min in Methanol aktiviert und anschlieBend 10 min
gewissert. Mit Hilfe eines Trigers wurde die Membran dann direkt zusammen mit dem Gel
luftblasenfrei zwischen je drei Lagen Whatman 3MM-Papier feucht in Transferpuffer (48 mM
Tris-Base, 39 mM Glyzin, 20% Methanol) zusammengebaut. Der Transfer erfolgte entweder in
6 h oder iiber Nacht bei 4°C und 300 mA.

Nach beendetem Transfer wurde die Membran (mit den gebundenen Proteinen) kurz in PBS
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaClp, 0,6 mM MgCly, 5 mM NayHPOy, 1,5 mM

KH,POy4) gewaschen und zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 1 h bei
Raumtemperatur in PBS mit 10% (w/v) Magermilchpulver, 0,15% Tween 20 geschwenkt.
AnschlieBend wurde die Membran kurz in PBS/0,15% Tween 20 gewaschen, mit dem
jeweiligen Primdrantikdrper (ca. 1:1000 verdiinnt in PBS mit 10% (w/v) Magermilchpulver,
0,15% Tween 20) luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweiflt und 1 h bei
Raumtemperatur unter stindigem Rotieren inkubiert. Die Membran wurde dreimal fiir 10 min in
PBS mit 0,3% Tween 20 gewaschen und mit dem Meerrettich-Peroxidase konjugierten
Sekundirantikorper (ca. 1:5000 verdiinnt in PBS mit 10% (w/v) Magermilchpulver, 0,15%
Tween 20) analog zur ersten Hybridisierung fiir 1 h inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen fiir
jeweils 5 min in PBS mit 0,3% Tween 20 wurden die spezifisch erkannten Proteinbanden mit
Hilfe des an den Primérantikorper gebundenen Sekundérantikorpers durch Chemolumineszenz
sichtbar gemacht.. Hierzu wurde die Membran mit 3 ml einer frisch bereiteten 1:1-Mischung
der ECL Western-Blot Nachweisreagenzien (Amersham) beschichtet und in Folie
eingeschweiflt. In der Dunkelkammer wurde so lange ein Rontgenfilm exponiert, bis die

Proteinbanden gut sichtbar waren.

4.19 Analyse von Protein-DNA-Interaktionen

Priaparation von Proteinextrakten fiir Gelretardationsanalysen

Cos7-Zellen wurden wie bereits beschrieben gewaschen, mit eiskaltem PBS abgeschabt,
abzenrifugiert und das Sediment, je nach GroBe, in 30-50 pl Extraktionspuffer (10 mM
NapHPOy4, 1 mM EDTA, 400 mM KCl, 15% Glycerin, pH 7,4) mit Proteaseinhibitoren (1 mM
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid), 10 pg/ml Antipain/HCI, 1 pg/ml Leupeptin, 0,6 pg/ml
Aprotinin, 1 pg/ml Pepstatin, 0.5 mM DTT) resuspendiert. Die Zellen wurden durch
Inkubation in fliissigem Stickstoff lysiert, auf Eiswasser aufgetaut und bei 4°C zentrifugiert.
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Herstellung des doppelstringigen Oligonukleotids ARE fiir DNA-
Gelretardationsanalyse

Gleiche Mengen (meist je 500 ng) der Einzelstrangoligonukleotide ssARE-A und ssARE-B
wurden in einem Volumen von 100 pl in HyO auf 95°C erhitzt und bei RT langsam abgekiihlt.
Hierbei hybridisieren die beiden Einzelstrangoligonukleotide zu einem

Doppelstrangoligonukleotid, wie unten schematisch dargestellt.

5’AGCTTAGAACACAGTGTTCTCTAGAG3”’
3’ATCTTGTGTCACAAGAGATCTCCTAGS’

Radioaktive Markierung des DNA-Oligonukieotids

In einem Volumen von 30 pl wurden etwa 60 ng des doppelstriangigen Oligonukleotids mit 3 pl
Polynukleotidkinasen-Puffer, 3 pl [y-32P] dATP und 10 Einheiten T4-Polynukleotidkinase
gemischt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden nochmals 10 Einheiten der Kinase
zugegeben und eine weitere Stunde inkubiert.

Die Reinigung des radioaktiv markierten Oligonukleotids erfolgte wie in 2.11.

DNA-Gelretardationsanalyse (Barberis et al., 1987)

Es wurden 30 ml Losung fiir ein 4% Acrylamidgel aus folgenden Substanzen hergestellt:
18,5 ml H»O, 7,5 ml 1x TBE (90 mM Tris pH 8,3, 90 mM Borsdure, 2,5 mM EDTA), 4,0 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8), 300 pl 10% Ammoniumpersulfatlosung (APS), 30 pl
TEMED. Die Losung wurde zwischen zwei 14 x 15 cm Glasplatten, die durch 1 mm dicke
Abstandshalter getrennt waren, gegossen, ein Kamm eingesetzt und mit Klammern fixiert. Der
Kamm wurde nach der Polymerisation entfernt, und das Gel in eine Gelapparatur eingespannt.
Wenn nicht anders vermerkt wurden 20 pg Proteinextrakt (max.4 pl) mit 10 pl 2xGRBB-
Puffer (20 mM Hepes pH 7,9, 2 mM EDTA, 2mM DTT, 8% Ficoll) ohne KCI, 2 pg Poly
dI/dC, auf 19 pl mit H,O aufgefiillt, gemischt, und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurde
1 pl, etwa 20.000 cpm, eines 32P-markierten Oligonukleotids (2-10 fmol) zugegeben und 20
min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei Antikorperreaktionen wurden 1 pl desselben kurz vor
Zugabe des radioaktiven Oligonukleotids zupipettiert. Die Proben wurden auf das Gel
aufgetragen, dieses mit 0,25xTBE Laufpuffer beschickt, und die DNA-Protein-Komplexe bei
100 Volt etwa 1,5 h aufgetrennt. Das Gel wurde auf Whatman 3MM Papier getrocknet und
einem Rontgenfilm exponiert
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4.20 Analyse von Protein-RNA-Interaktionen

Priparation von Proteinextrakten fiir RNA-Gelretardationsanalysen
Gesamtzellextrakte aus Cos-7 Zellen wurden wie in 2.19 prépariert.

Die Priparation von zytoplasmatischem und Kern-Zellextrakten wurde bei Schreiber et al.,
1989 beschrieben. Ca. 4x 106 Cos-7 Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen, in 1 ml
PBS abgeschabt und bei 500 g abzentrifugiert. Das Sediment wurde mit 400 pl Puffer A
(10 mM HEPES pH 7,9, 10mM KC], 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, Il mM DTT, 0.5 mM
PMSF) durch vorsichtiges Pipettieren resuspendiert und die Zellen fiir 15 min auf Eis inkubiert.
Danach wurden 25 [\l einer 10%igen Losung von Nonidet NP-40 (Fluka) zugegeben und fiir
10 s gevortext. Nach einer Zentrifugation bei 10000 g fiir 30 s wurde der Uberstand mit dem
zytoplasmatischen Extrakt in neue Eppendorfréhrchen aliquotiert und bei -80°C fiir eine weitere
Verwendung eingefroren. Das Kernsediment wurde in 50 pl eiskaltem Puffer C (10 mM Hepes
pH 7,9; 0,4 M NaCl ; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT; 1 mM PMSF) resuspendiert
und fiir 15 min bei 4°C stark geschiittelt. Der Kernextrakt wurde fiir 15 min bei 10 000 g
zentrifugiert und der Uberstand in Aliquots bei -80°C eingefroren.

Radioaktive Markierung von RNA-Oligonukleotiden
Die radioaktive Markierung von RNA-Oligonukleotiden erfolgte wie in 2.19.
Die Reinigung des radioaktiv markierten Oligonukleotids erfolgte wie in 2.11.

RNA-Gelretardationsanalyse

Die RNA-Gelretardationsanalyse wurde wie die DNA-Gelretardationsanalyse (2.19)
durchgefiihrt, mit folgenden Verinderungen: Die Proben wurden auf ein 3.5-4% Acrylamidgel
geladen; pro Ansatz wurden etwa 100 pg Proteinextrakt und 50-100.000 cpm der radioaktiv
markierten RNA-Oligonukleotide eingesetzt.

4.21 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe von
GST-Fusionsproteinen

In vitro Transkription/Translation und Verdau von Proteinen
Mit Hilfe des TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega) konnten die
verschiedenen verwendeten Proteine in vitro exprimiert, und mit 35S-Methionin radioaktiv

markiert werden.
Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50 il HoO mit folgenden Komponenten:

25 ul TNT Retikulozytenlysat aus Kaninchen;
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2 pl TNT Reaktionspuffer;

1 1 TNT RNA Polymerase (T3 oder T7);

1 pl Aminosduren-Losung (ohne Methionin, 1 mM);

4 pl L-[35S]-Methionin;

1 pl RNasin Ribonuklease-Inhibitor (40 U/ul);

1 ng cDNA enthaltendes Plasmid.
Die Reaktionsansidtze wurden auf Eis gemischt und 1-2 h bei 30°C inkubiert.
Androgenrezeptorproteine wurden danach fiir 10 min bei RT mit DHT (Endkonzentration
10-7M) aktiviert. Je 2l wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, getrocknet und
autoradiographiert, der Rest wurde im Experiment eingesetzt.
Fir den Trypsinverdau wurden je 10 pl der in vitro translatierten Proteine mit den
verschiedenen angegebenen Endkonzentrationen (0-5 pg/ul) fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Fiir
den Verdau mit Extrakten aus Cos-7 Zellen wurden je 10 pl in vitro translatierter Proteine mit je
10 pl Cos-7 Extrakt (ohne Proteaseinhibitoren) fiir die angegebenen Zeiten (0-60 min) bei 37°C
inkubiert.

Produktion und Reinigung von Glutathion-S-Transferase (GST) Fusions-

proteinen
Die Produktion eukaryontischer Proteine wird durch die Fusion mit dem Protein Glutathion-S-

Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum ermoglicht. Dadurch lassen sich grofle Mengen
an 16slichem Protein in Bakterien exprimieren (Smith und Johnson, 1988). Fiir die Reinigung
der Fusionsproteine aus bakteriellem Rohlysat nutzt man die hohe Affinitdt von GST zu
Glutathion, welches an Agarose oder Sepharose immobilisiert wurde. Die cDNA des zu
exprimierenden Proteins ist hierzu in einem speziellen Vektor an das 3'-Ende des GST-Gens
kloniert. Zur Expression der Plasmide wurde der E. coli Stamm BL21 Lys S verwendet, der
mit dem entsprechenden Expressionsplasmid transformiert wurde.

100 ml einer stationdren Kultur dieses Bakterienstammes wurde mit 2xTY-Selektionsmedium
(2% Hefeextrakt, 4% (w/v) Bacto-Trypton, 2% (w/v) NaCl, 100 pg/ml Ampicillin) auf 1 Liter
verdiinnt und bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Nach einer Stunde wurde die Expression des
Fusionsproteins in den Bakterien durch Zugabe von 0,1-0,5 M IPTG induziert und die
Bakterien weitere 3 h bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden die Bakterien durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 3000 g und 4°C sedimentiert und in 10 ml PBS ohne Kalzium
und Magnesium (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 5 mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,PO,) mit 2 mM

EDTA und 2 mM PMSF resuspendiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt.
Durch Sonifizieren (Branson Sonifier, G. Heinemann) wurden die Zelien aufgebrochen und die
bakterielle DNA geschert. Nach Zugabe von 1% Triton X-100 wurden unldsliche
Bakterienbestandteile durch Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 g und 4°C entfernt. Die
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Fusionsproteine im Uberstand wurden zur Kopplung an Glutathion mit 4 ml in PBS
gequollener Glutathion-Agarose (1:1 in PBS ohne Kalzium und Magnesium) fiir 1 h bei 4°C
unter Rotieren inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 50 ml eiskaltem PBS (ohne
Kalzium und Magnesium) wurde die Glutathion-Agarose mit den gebundenen Fusionsproteinen
auf eine Sdule transferiert. Das Fusionsprotein wurde mit 9 ml 5 mM reduziertem Glutathion (in
50 mM Tris pH 8,0) in 1 ml Fraktionen bei 4°C aus der S#ule eluiert. Die Anwesenheit des
Fusionsproteins in den einzelnen Fraktionen wurde durch elektrophoretische Auftrennung in
einem 10% SDS-Polyacrylamidgel und anschlieBender Coomassie-Fﬁrbung iiberpriift.
Fraktionen mit hohem Gehalt an Fusionsprotein wurden vereinigt und gegen PBS iiber Nacht
bei 4°C dialysiert. Nach der Dialyse wurde eine Probe des Fusionsproteins zur
Konzentrationsbestimmung nochmals in einem 10% SDS-Polyacrylamidgel zusammen mit
definierten Mengen BSA als Standard aufgetrennt und Coomassie-gefdrbt. Durch Vergleich der
Bandenintensitdten wurde die Konzentration des Fusionsproteins abgeschitzt. Das gereinigte
Fusionsprotein wurde mit 10% Glyzerin und 1 mM DTT versetzt und in Aliquots bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

GST konnte bei Bedarf vom Fusionsproteinen abgespalten werden. Hierfiir wurden die GST-
Proteine an Glutathion-Agarose immobilisiert und auf eine S#ule geladen. 1 ml einer
Thrombinlésung (10 Einheiten/uig Fusionsprotein) wurde in PBS zugegeben. Die
Spaltungsreaktion wurde {iber Nacht bei RT inkubiert, das freie Fusionsprotein aufgefangen

und in Aliquots bei -80°C eingefroren.

GST-Fusionsprotein-Interaktionstest (pull down)

Proteineninteraktionen wurde mit Hilfe von bakteriell exprimierten GST-Fusionsproteinen und
in vitro translatierten Proteinen untersucht. Etwa 20 ng gereinigtes GST-Fusionsprotein wurde
an 40 pl Glutathion-Agarose (1:1 in PBS ohne Kalzium/Magnesium mit 1% Triton X-100) in
einem Volumen von 200 pl (PBS mit 10% Glyzin, 1 mM DTT) fiir 30 min bei RT unter
Rotieren gebunden. Im Falle einer Kompetition mit Thrombin-gespaltenem Protein wurde das
GST-Fusionsprotein erst 1 h mit UberschuB (5-10 fach) an kompetitierendem Protein bei RT
inkubiert. Anschliefiend wurde die Glutathion-Agarose durch wiederholtes Zentrifugieren fiir
10 s bei 10.000 g zweimal mit kaltem PBS und einmal mit kaltem LBST-Puffer (20 mM
HEPES-KOH pH 7,9, 100 mM NacCl, 2,5 mM MgClp, 0,1 mM EDTA, 0,05% NP40, 1,5%
Triton X-100) gewaschen. Die mit Fusionsprotein beladene Glutathion-Agarose wurde mit
10pi des entsprechenden in vitro tramslatierten 35S-markierten Proteins in einem
Gesamtvolumen von 200 pl LBST-Puffer mit 1 mM DTT und 1 mM PMSF gemischt. Unter
Rotieren fiir 30 min bei RT und 30 min bei 4°C wurde eine Interaktion zwischen den beiden
Proteinpartnern ermoglicht. AnschlieBend wurde die Glutathion-Agarose nochmals durch
wiederholtes Zentrifugieren fiir 10 s bei 10.000 g viermal auf Eis mit kaltem LBST-Puffer
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gewaschen. Die an das Glutathion gebundenen Proteine wurden schlieBlich durch Zugabe von
25 pl 2xLaemmli-Probenpuffer (160 mM Tris, pH 6,8, 4% (w/v) SDS, 20% Glyzerin, 4%
3-Mercaptoethanol, 0,02% (w/v) Bromphenolblau), Mischen und Erhitzen fiir 10 min bei 95°C
von der Glutathion-Agarose eluiert. Die Analyse der Proteine erfolgte durch Auftrennung in
einem 10% SDS-Polyacrylamidgel mit anschlieBender Autoradiographie.

4.22 Analyse des Kernimports von Proteinen (nuclear import
assay, nach Adam et al. 1990 und Weis et al. 1995)

Produktion und Reinigung von (B-GAL)-Histaq-Fusionsproteinen

Fiir die Reinigung von Histaq-Fusionsproteinen macht man sich die hohe Affinitit der Histidine
zu Nickel zunutze. Die Fusion mit Beta-Galaktosidase (B-Gal) aus E.coli vergroferte zum einen
das Molekulargewicht des Fusionsproteins, damit dieses nicht passiv in den Kern diffundieren
kann, zum zweiten diente es dazu, dafl das Fusionsprotein durch Immunfluoreszenzfarbung mit
spezifischen Antikérpern gegen [(-Gal nachgewiesen werden konnte. Die ¢cDNA der zu
exprimierenden Proteine wurde in einem speziellen Vektor an das 5°-Ende des B-Gal-Gens
kloniert. Zur Expression der Plasmide wurde der E. coli Stamm BL21 verwendet, der mit dem
entsprechenden Expressionsplasmid transformiert wurde.

Die Expression der Fusionsproteine wurde wie in 2.21 durchgefiihrt.

Die Reinigung erfolgte wie in 2.21, die Fusionsproteine wurden anschlieBend mit Hilfe von
Ni-Nitrilotriessigsdure-Agarose (Ni-NTA) (QIAGEN) gebunden und mit 300 mM Imidazol (in
PBS) als Kompetitor eluiert.

Der Nachweis und die Aufbewahrung der eluierten Fusionsproteine erfolgte wie oben

beschrieben.

Permeabilisierung von HeLa Zellen (Weis et al., 1995)

Die Permeabilisierung von Zellen dient dem Zweck, daB zytosolische Faktoren, die beim
Kerntransport mitwirken, verlorengehen und im Experiment, je nach Bedingungen, ersetzt
werden konnen. AuBerdem wird die Diffusion der rekombinanten Proteine, die im Experiment
verwendet werden, erleichtert. Das schwache nichtionische Detergenz Digitonin (Fluka)
permeabilisiert bevorzugt die Plasmamembran gegeniiber inneren zelluldren Membranen. Dies
liegt am proportional hoheren Cholesteringehalt der Plasmamembran, welches von Digitonin
angegriffen wird.

Es wurden 5 grofle Flaschen HeLa Zellen bis 70% Konfluenz kultiviert, das Medium entfernt
und mit PBS ohne Kalzium/Magnesium gewaschen. Die Zellen wurden mit je 5 ml cell
dissociation solution (Sigma) oder 5 mM EDTA in PBS ohne Kalzium/Magnesium geerntet und
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bei 500 g fiir 3 min zentrifugiert. Die Zellen des Sedimentes wurde in 50 mM Hepes-KOH
(pH 7,3), 50 mM KAc, 8 mM MgCl,, 2 mM EGTA resuspendiert und gezéhlt. Nach einer
weiteren Zenrifugation wurde das Sediment in eiskaltem Puffer mit 50 pg/ml Digitonin (Fluka)
resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die permeabilisierten Zellen wurden zweimal mit
demselben Puffer gewaschen, in Puffer mit 5% DMSO aufgenommen (1x107 Zellen/ml) und in
Aliquots zu 200 pl bei -80°C eingefroren.

Praparation von Zellextrakten fiir in vitro nuclear import assay

Zur Herstellung eines zytoplasmatischen Extrakts aus HelLa Zellen wurden diese in der
exponentiellen Wachtumsphase wie oben geerntet, in eiskaltem Puffer A ( 10 mM Hepes-KOH
(pH 7,3), 10 mM KCl, 1,5 mM MgCly, 0,5 mM DTT) resuspendiert und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension 10 mal mit einem Dounce Homogenisator B lysiert
und 10 min bei 4°C und 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir 1 h bei 4°C und
100.000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde die zytoplasmatische Fraktion fiir mindestens 4 h
bei 4°C gegen Transportpuffer TB (20 mM Hepes-KOH (pH 7,3), 110 mM KAc, SmM NaAc,
2 mM MgAc, 1 mM EGTA, 2 mM DTT, 1 mM PMSF) dialysiert und in Aliquots bei -80°C
eingefroren.

Lysate von Kaninchenretikulozyten (TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega)
wurden gegen Transportpuffer bei 4°C dialysiert und in Aliquots bei -80°C eingefroren.
Xenopus egg -Extrakte wurden von Karsten Weis bzw. Isabel Palacios (beide 1996/97, EMBL,
Heidelberg) zur Verfligung gestellt und nach Adam et al. (1990) hergestelit.

in vitro Kernimportanalyse (in vitro nuclear import assay) und Proteindetektion
Bei der in vitro Kernimportanalyse werden die zytoplasmadefizienten permeabilisierten Zellen
mit rekombinantem Protein in einem geigneten Puffer mit den hergestellten Zellextrakten und
einem energieregenerierenden System inkubiert. Je nach Bedingungen konnte durch indirekte
Immunfluoreszenz der Kerntransport mit Hilfe von spezifischen Antikérpern nachgewiesen
werden.

Die Reaktion erfolgte in TB (20 mM Hepes-KOH (pH 7,3), 110 mM KAc, SmM NaAc, 2 mM
MgAc, 1 mM EGTA, 2 mMDTT, 1 mM PMSF) mit 2mM ATP, 5 mM Kreatinphosphat
(Sigma), 0.5 pg/ml Kreatinphosphokinase (Sigma), 8 ul Xenopus egg-Extrakt (oder HeLa-,
oder Retikulozytenextrakt) und ca. 104 Digitonin-permeabilisierten HeLa Zellen (Adam et al.
1990) in einem Volumen von 12 pl, 30 min bei RT. Durch Zugabe von 200 pl eiskaltem
Transportpuffer wurde die Reaktion gestoppt unddie Zellen durch Inkubation in 200 pl 7,4%
Paraformaldehyd (PFA) in TB fiir 5-10 min fixiert. Die fixierten Zellen wurde durch ein 30%
Saccharosekissen (in TB) auf ein mit poly-L-Lysin (Sigma) beschichtetes Glasplittchen
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(coverslip) bei RT und 1000 g zentrifugiert. Das coverslip wurde herausgenommen und mit
PBS (ohne Kalzium/Magnesium) 0,5% Tween-20 gewaschen.

Die Proteine wurden durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die coverslips wurden
zuerst mit monoklonalem Maus-anti-f-gal Antikorper (Boehringer) 1: 400 in PBS fiir 1 h bei
RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurde 3x mit PBS (ohne Kalzium/Magnesium), 0,5%
Tween-20 gewaschen und fiir eine weitere Stunde mit FITC-markiertem anti-Maus AntikGrper
aus der Ziege (Dianova) 1:50 in PBS inkubiert. Nach weiteren 3 Waschschritten wurde das
coverslip mit den Zellen nach unten auf einen Objekttriger in einem Tropfen EinschluBmedium
(mounting medium, Dako) plaziert und mit Nagellack (Avon) abgedichtet. Die Objekte wurden
dann direkt im Fluoreszensmikroskop (Zeiss) analysiert und photographiert oder bei 4°C
aufbewahrt.

4.23 Analyse des Kernimports von Proteinen durch
Immunfluoreszenzfirbung

Priaparation und Fixierung von Zellen fiir die Immunfluoreszenzfirbung

Um den Androgenrezeptor mittels Immunfluoreszenzfirbung nachweisen zu konnen, werden
grofle Proteinmengen benotigt. Deshalb wurden Cos-7 Zellen mit dem Wildtyp
Androgenrezeptor und den kernimportdefekten Kernlokalisations-Signal (NLS)-Mutanten AR-
R615H und AR-R617P, wie in 2.16 beschrieben, elektroporiert. Die Zellen wurden in 5 cm
Petrischalen, in welche vorher Glasplittchen (coverslips) plaziert wurden, verteilt und 2 Tage in
normalen DMEM 10%FCS, 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. AnschlieBend wurde das
Medium gegen DMEM 3%CCS, 1% Penicillin/Streptomycin ausgetauscht und die Zellen fiir
einen weiteren Tag inkubiert. Vier Stunden vor Fixierung wurden sie mit Hormon oder der
entsprechenden Ethanolmenge behandelt.

Die Fixierung erfolgte nach Waschen mit PBS (ohne Kalzium/Magnesium) durch Inkubation
mit 3% PFA f.c. fiir 15 min. Danach wurde das PFA abgesaugt und die Zellen mit 50 mM
NH4CI fiir 15 min behandelt.

Immunfluoreszenzfirbung mit spezifischen Antikérpern

Die NH4Cl-Losung wurde abgesaugt und die coverslips 5 min mit 0,1% Triton X-100 in PBS
(ohne Kalzium/Magnesium) bedeckt. Danach wurde mit PBS (ohne Kalzium/Magnesium)
gewaschen, die Zellen mit PBS (ohne Kalzium/Magnesium) 0,2% Gelatine fiir 20 min
vorinkubiert und fiir 1 h mit dem AR-spezifischen Antikorper F 39.4.1 (BioGenex) 1:10 in
PBS (ohne Kalzium/Magnesium) 0,2% Gelatine bei RT inkubiert. Nach 3 Waschschritten mit
PBS (ohne Kalzium/Magnesium) fiir je 5 min wurde der monoklonale TRITC-markierte
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Sekundérantikorper Anti-Maus-TRITC aus der Ziege (Dianova) 1: 50 in PBS (ohne
Kalzium/Magnesium) 0,2% Gelatine fiir 1 h appliziert. Fiir die Kernfirbung wurden die Proben
vor den letzten 3 Waschschritten 5 min mit 1:1000 in PBS (ohne Kalzium/Magnesium)
verdlinntem Bis-Benzimid (Hoechst Nr.33250, Sigma) inkubiert und weiter wie in 2.22

verfahren.
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Abkiirzungen

Abkiirzungen

Abb. Abbildung

AMV avian myoblastosis virus

AP-1 ' Aktivator-Protein 1

APS Ammoniumperoxodisulfat

AR Androgenrezeptor

ARA70 Androgenrezeptor-assoziiertes Protein (Mg = 70 kDa)

ARE androgen response element

AS Aminosduren

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

B,.. maximale spezifische Bindung

BSA Rinderserumalbumin

CAIS Komplette Androgeninsensitivitit (complete androgen insensitivity)
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CAT Chloramphenicol-Acetyltransferase

CBP CREB-Bindeprotein

CCS mit Aktivkohle behandeltes FCS (charcoal stripped calf serum)
cDNA zur RNA komplementire (complementary) DNA

Ci Curie

cm Zentimeter

cpm radioaktive Zerfille pro Minute (counts per minute)

CREB cAMP responsive element binding protein

C-Terminus Carboxyterminus

Cypl7 Maus P450 17 a—Hydroxylase/C17-20 Lyasegen

dATP 2"-Deoxyadenosintriphosphat (analog: dCTP, dGTP, dTTP)
ddATP 27,3 -Dideoxyadenosintriphosphat (analog: ddCTP, ddGTP, ddTTP)
DBD DNA-Bindedomine

DHT Dihydrotestosteron

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Fagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DIT Dithiothreitol

E Extinktion
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Eogor Eago
ECL
E.coli
EDTA
EGTA
ER

ERM
et al.

EtOH
FCS
fMol
FSH

g

8
GAPDH

GR
GRE

IGF-1

Abkiirzungen

Extinktion bei 260 bzw. 280 nm

enhanced chemoluminoscence

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsdure

Ethylenglykol-bis (2-Amino-ethylether) -Tetraessigséure
Ostrogenrezeptor

Ets verwandtes Molekiil (Ets related molecule)
und andere (lat. et alii)

Ethanol

Fotales Kédlberserum

Femtomol

follikelstimulierendes Hormon

Gramm

relative Erdbeschleunigung
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glucocorticoidrezeptor

glucocorticoid response element
Gluthation-S-Transferase

Stunde

menschlicher Androgenrezeptor
Hormon-Bindedoméne
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsiure
hormone response element
Hitzeschockprotein

insulin-like growth factor-1
Immunglobulin G

Kaliumacetat

Kilobasen (1000 Basen)
Dissoziationskonstante

Kilodalton

Liter

Liganden-bindende Doméne
luteinisierendes Hormon
Luteotropin-freisetzendes Hormon/ Luteotropin-Releasing Hormon
long terminal repeat

molar

Milliampere
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MAPK

mCi

mRNA
Na-Acetat
NF-kB
ng
NLS
nM

nm

nt
NP-40
N-Terminus
oD
PAGE
PBS
PKC
pmol
PMSF
PR
PVDF
RNA
RNAse
rNTP’s
RSV
RT
SBMA

mitogen activated protein kinase
Megabequerel

Millicurie

Milligramm

Mikrogramm

Minuten

Milliliter

Mikroliter

millimolar

mikromolar

Maus Mamma Tumor Virus
N-Morpholinopropansulfonsédure
Mineralocorticoidrezeptor
Boten-RNA

Natriumacetat

nuclear factor-kB
Nanogramm

Kernlokalisationssequenz (nuclear localization sequence)
nanomolar

Nanometer

Nukleotide

Nonidet P-40

Aminoterminus

optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung
Proteinkinase C

Picomol
Phenylmethylsulfonyl-Fluorid
Progesteronrezeptor
Polyvinyliden-Difluorid
Ribonukleinséure

Ribonuklease
Ribonukleosidtriphosphate

Rous Sarkoma Virus
Raumtemperatur

spinale und bulbére Muskelatrophie

Abkiirzungen
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viv
VDR
wt
w/v
z.B.

Abkiirzungen

Natriumdodecylsulfat

Sekunden

serum response element

serum response factor

standard saline citrate

Simian Virus 40

Tabelle

Transaktivierungsfunktion
Tris-gepufferte Kochsalzldsung
ternary complex factor
N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin
transcriptional mediator/intermediary factor 2
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat
Tyroidhormonrezeptor
Tetramethyl-rhodamin-isothiocyanat
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA

Enzymeinheiten (Units)

unter anderem

Volt

Volumen pro Volumen

Vitamin D-Rezeptor

Wildtyp

Masse pro Volumen

zum Beispiel

Ein und Dreibuchstabencode fiir Aminosiuren

OUzZZIAROCT"mQTMEYO»

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Iso

Leu
Lys
Met
Asn
Pro
Gln

Arg Arginin

Ser Serin

Thr Threonin
Valin

Trp Tryptophan
Tyr Tyrosin

Alanin
Cystein
Asparaginsiure
Glutaminsiure
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin

< g<Hnm
S
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