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Einleitung 5

1. EINLEITUNG

1.1 normale und pathologische Geschlechtsentwicklung beim

mannlichen Embryo

Die Entwicklung des Geschlechts eines Menschen ist ein komplexer Vorgang, der
durch zahlreiche Faktoren beeinfluBt wird. In der Bestimmung des Geschlechts
kdnnen chromosomales, gonadales und phanotypisches Geschlecht voneinander
unterschieden werden. Wahrend der Verschmelzung von Eizelle und Samenzelle
bei der Zeugung wird durch die Kombination der Geschlechtschromosomen das
chromosomale Geschlecht des Embryos festgelegt. Die Kombination XY stellt das
mannliche, XX das weibliche Geschlecht dar. Die daraus folgende Entwicklung der
Gonaden bezeichnet man als Geschlechtsdeterminierung.

Im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung entstehen zunachst indifferente
Gonadenanlagen. Weiterhin bildet sich aus dem Urnierengang der Wolffsche Gang
und aus einer Epitheleinstiilpung in der Urogenitalleiste der Miillersche Gang. Die
Entwicklung des gonadalen Geschlechts geschieht innerhalb der ersten drei
Monate der Embryonalentwicklung. Fir die Bildung von Hoden aus den
indifferenten Gonaden ist eine Aktivierungskaskade von gonosomalen und
autosomalen Genen entscheidend. Eine Schliisselrolle spielt das SRY-Gen auf dem
Y-Chromosom. Es kodiert einen Transkriptionsfaktor fiir zahlreiche Differen-
zierungsgene, die die Bildung von Hodengewebe aus dem indifferenten
Gonadengewebe veranlassen (Hiort et al., 2000). In den embryonalen Hoden
entstehen nun Hodenstrange und Leydigsche Zwischenzellen. Hier findet die
Produktion der Hormone statt, die flr die Ausdifferenzierung der
Geschlechtsorgane ndétig sind. Fehlt der EinfluB des SRY-Gens, z. B. beim
weiblichen Embryo, bilden sich aus den indifferenten Gonaden Ovarien.

Ab dem dritten Embryonalmonat beginnt die Geschlechtsdifferenzierung, die durch
hormonelle Einflisse die Reifung der Geschlechtsorgane und damit das
phanotypische Geschlecht bedingt. Sertolizellen, die spateren Stitzzellen der
Hodengange, produzieren im embryonalen Hoden das Anti-Miiller-Hormon AMH.

AMH unterdriickt die Weiterentwicklung der Miillerschen Génge zu Eileitern und
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Uterus. Durch die Hormone hCG (humanes Choriongonadotropin) in der
Embryonalzeit und spater LH (Luteinisierendes Hormon) wird in den Leydigschen
Zwischenzellen die Produktion von Testosteron stimuliert. Testosteron gehdrt zur
Gruppe der Steroidhormone. Uber mehrere Zwischenschritte wird aus der
Ausgangssubstanz Cholesterin das Androgen Androstendion gebildet, welches
durch das Enzym 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase III (178-HSD III) in
Testosteron umgewandelt wird. Testosteron spielt bei der Virilisierung der internen
Geschlechtsorgane eine Schlisselrolle. Es [aBt die Wolffschen Gange zu
Nebenhoden, Samenbldaschen und Samenleiter heranreifen. Postpubertar ist es fir
Wachstum und Ausreifung der Spermien verantwortlich. Dihydrotestosteron
(DHT), ein Metabolit des Testosterons, laBt die duBeren Genitalien reifen, indem
es das Wachstum des Penis und des Skrotums und den Abstieg des Hodens, also
die externe Virilisierung, induziert. DHT entsteht in den androgenabhangigen
Zielzellen aus Testosteron durch das Enzym 5a-Reduktase II. Testosteron und
DHT binden intrazellular an den Androgenrezeptor, wobei DHT eine hdhere
Affinitat aufweist als Testosteron selbst. Der Hormon-Rezeptor-Komplex lagert sich
im Zellkern an die DNA der Zielgene der Geschlechtsdifferenzierung und wirkt dort
als Transkriptionsfaktor. Die zelluldare Androgenwirkung ist in Abb. 1 schematisch
zusammengefalt.

Fehlen Testosteron und DHT, degenerieren die Wolffschen Gange und die
Entstehung eines mannlichen Phanotyps wird verhindert. Es bildet sich eine
Vagina aus. Zusatzlich entwickeln sich durch Fehlen des AMH aus dem Miillerschen

Gang Uterus und Eileiter, sodaB sich ein weiblicher Phanotyp bildet.

Androgen- ’ﬁ
rezeptor Spermatogenese
Wirilisierung der
Derivate des
Wolfschen Ganges

| Externe Virilisierung |

Dihwydro-

Sextelle Reifung
festosteron

in der Pubertat

Zielzelle

Abbildung 1: Wirkungsweise der Androgene Uber den AR beim mannlichen
Embryo, vereinfachte Darstellung (verandert nach Hiort, 1999b)
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Stérungen der Geschlechtsentwicklung bei mannlichen Neugeborenen treten mit
einer Haufigkeit von ca. 1% auf (Hellwinkel, 1999), jedoch ist eine
schwerwiegende  Virilisierungsstérung  seltener. Bei  Geburt  aufféllige
Virilisierungsstérungen habe eine Haufigkeit von ca. 0,012-0,017 % (Lanz,
personliche Kommunikation, Dissertation in Vorbereitung; Sax, 2002). Ursachen
fur intersexuelle Syndrome sind vielféltig und koénnen auf jeder Stufe der
Geschlechtsentwicklung auftreten.

Bei Gonadendysgenesien, z. B. durch 45,X0/46,XY-Mosaike oder Mutationen im
SRY-Gen, werden keine differenzierten Hoden ausgebildet. Da bei intaktem Hoden
die weitere Differenzierung unter hormoneller Kontrolle steht, kénnen Stérungen
auf allen Ebenen der Androgensynthese zu Defekten flihren. Bei friihen
Syntheseschritten, wie dem 3B-Hydroxydehydrogenase-Mangel, ist oft zusatzlich
die Mineral- oder Glucocorticoidsynthese gestért. Bei spateren Schritten, wie der
Umwandlung von Androstendion zu Testosteron durch das Enzym 17B-
Hydroxysteroiddehydrogenase III (178-HSD III), wird nur die Ausbildung der
auBeren Geschlechtsorgane durch isolierten Mangel an Testosteron beeintrachtigt
(Twesten et al., 2000). Bei diesen Defekten werden keine inneren weiblichen
Geschlechtsorgane ausgebildet, da die Synthese des Anti-Miiller-Hormons nicht
betroffen ist.

Weiterhin  kann bei normaler Androgensynthese eine Stérung der
Geschlechtsentwicklung durch eine Endorganresistenz verursacht werden. Obwohl
hierbei Testosteron regelhaft gebildet wird und in die Zielzellen gelangt, kann es
dort seine Wirkung nicht entfalten, da kein funktionsfahiger Rezeptor zur
Wirkungsvermittlung vorliegt. Dieses Syndrom wird Androgenresistenzsyndrom
(friher: Testikulare Feminisierung) oder Androgen Insensitivity Syndrome (AIS)
genannt. Phanotypisch kann es unterschiedliche Schweregrade annehmen. Je
nach Virilisierungsgrad weisen die Patienten einen normal mannlichen Phanotyp
mit nur geringer Maskulinisierungsstérung und/oder Infertilitét auf, haben ein
intersexuelles Genitale von Mikrophallus mit Hypospadie bis Klitorishypertrophie
(partielles Androgenresistenzsyndrom = PAIS) oder sie sind komplett feminisiert
und wachsen als Madchen heran (komplettes Androgenresistenzsyndrom = CAIS).

Nach Sinnecker lassen sich die Phanotypen in Grad 1 (mannlich) bis 5 (weiblich)
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einteilen (Sinnecker et al., 1997). Die Klassifikation ist in Tab. 1 mit Beispielen in
Abb. 2 ausflihrlich aufgeftihrt.

Typ Phéanotyp Phénotyp / Funktion
1 mannlich, PAIS gestérte Spermatogenese und/ode"r gestorte Virilisierung in der
Pubertat
> vorwiegend mannlich, isolierte Hypospadie und/oder Mikropenis und héhergradige
PAIS Hypospadie, Skrotum bipartitum

klitorisdhnlicher Mikrophallus, labiendhnliches Skrotum bipartitum,
3 ambivalent, PAIS |perineoskrotale Hypospadie oder Sinus urogenitalis mit kurzer, blind
endender Vaagina

vorwiegend weiblich, | Klitorishypertrophie und/oder labiale Fusion, Sinus urogenitalis mit
PAIS kurzer, blind endender Vagina

keine Virilisierungszeichen, in der Pubertat Virilisierung bei 5RIl-

5 weiblich, CAIS Defekt, Feminisierung bei AR-Defekt

Tabelle 1: Klassifikation der Androgenresistenz-Grade nach Sinnecker (Sinnecker
et al., 1997)

Abbildung 2: Klinische Darstellung der Schweregrade des AIS (aus Hiort et al.,
1998)

AIS-Patienten weisen einen unauffalligen mannlichen Karyotyp 46,XY auf. Sie
haben Hoden, die meist in der Leiste oder den Labia majora liegen, aber keine
ausreichend ausdifferenzierten Wolffschen Gange. Da die AMH-Bildung nicht
beeintrachtigt ist, bilden sie keine Millerschen Strukturen wie Uterus und Eileiter
aus. Der Testosteronspiegel im Blut ist normal oder erhéht, wodurch das AIS von

Testosteronbiosynthese-Defekten differentialdiagnostisch abgegrenzt werden
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kann. Zur Differenzierung vor der Pubertdt dienen hormonelle Stimulationstests,
da durch die Ruhephase der Keimdriisen vor der Pubertdt die Androgene auch bei
gesunden Kindern sehr niedrig sind. Bei Stimulation durch hCG beobachtet man
einen Anstieg der Testosteron- und DHT-Konzentration im Serum, der bei
Androgensynthesestérungen ausbleibt. Ein weiteres diagnostisches Mittel ist der
SHBG-ANndrogenresistenztest (Sinnecker et al., 1989). Nach Stimulation mit dem
synthetischen Steroid Stanozolol wird ein Androgenrezeptor-vermittelter Abfall des
Sexualhormonbindenden Globulins (SHBG) im Blut gemessen, sodaB die SHBG-
Konzentration weniger als 62,1 % des Ausgangswertes betragt. Bei
Androgenrezeptordefekten ist der Abfall geringer, demnach liegt die SHBG-
Konzentration Uber 62,1 % des Ausgangswertes. Normalerweise korreliert der
SHBG-Test gut mit dem Phanotyp und erlaubt eine Abschatzung der
Rezeptorrestfunktion. Die Spezifitdt ist hoch, die Sensitivitat jedoch gering (Albers
et al., 1997; Hiort, 1999a).

Defekte der 5a-Reduktase 1II, friiher als Pseudovaginale Perineoskrotale
Hypospadie bezeichnet, fallen auch unter das Androgenresistenzsyndrom. Hierbei
ist die periphere Umwandlung von Testosteron zu DHT gestort, sodaB in den
Zellen des duBeren Genitales eine ausreichende Virilisierung unterbleibt. Hier sind
ebenfalls  unterschiedliche = Schweregrade,  entsprechend denen  des
Androgenrezeptordefektes, bekannt. Die Ausbildung der inneren Genitalien ist
durch die normale Testosteronwirkung unauffallig, davon abgesehen gleicht das
Krankheitsbild dem der AR-Defekt-vermittelten Androgenresistenz. Erst in der
Pubertdt virilisieren diese Patienten durch die intakte Testosteronbildung, bilden
jedoch keine Brustdrlise aus, wohingegen Patienten mit komplettem
Androgenrezeptordefekt in der Pubertat feminisieren (Wilson et al., 1993; Hiort,
1999b). Endokrinologisch ist im Gegensatz zum Androgenresistenzsyndrom durch
AR-Defekte der T/DHT-Quotient nach hCG-Stimulation bei ausgepragten
Stérungen haufig erhoht. Bei geringen Virilisierungsdefiziten wurden bei den
Patienten auch unauffallige T/DHT-Ratios von unter 16 gemessen (Hiort et al.,
1996b; Sinnecker et al., 1997).
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1.2 Molekulare Grundlagen des Androgenrezeptors und der 5a-
Reduktase II

Fir die Vermittlung der Testosteronwirkung und die Pathophysiologie der
Androgenresistenz sind auf molekularer Ebene der Androgenrezeptor und die 5a-
Reduktase II von besonderer Bedeutung.

Testosteron ist als lipophiles Molekil in der Lage, frei durch die Zellmembran der
Zielzellen zu diffundieren, um dort seine Wirkung zu entfalten. In der Zelle bindet
es an den Androgenrezeptor (AR), ein Protein, das zur Familie der
Steroidhormonrezeptoren gehoért. Der Hormon-Rezeptor-Komplex lagert sich im
Zellkern an die DNA der Zielgene der Geschlechtsdifferenzierung und wirkt dort als
Transkriptionsfaktor. In den Zielzellen liegt der Androgenrezeptor einfach
phosphoryliert in inaktiver Form vor. Er ist mit rezeptorassoziierten Proteinen
verbunden, unter anderem mit Heat Shock Proteinen wie HSP 90. Damit er als
Transkriptionsfaktor wirken kann, missen sich Testosteron oder DHT anlagern.
Dadurch spalten sich die Heat Shock Proteine ab, was zu einer weiteren
Phosphorylierung fiihrt. Nun kann der Rezeptor die Kernmembran passieren und
dimerisiert im Zellkern mit einem weiteren aktivierten AR. Das Dimer lagert sich an
androgenresponsive Elemente (ARE) in den Promotoren der Zielgene und reguliert

hier die Transkription.

biological
effect

f

protein

}

m-RNA

cytoplasm
nucleus

target gene l

Abbildung 3: Androgen-Wirkungsvermittiung durch den Androgenrezeptor. P:
Phosphorylierung, hsp: heat shock protein, TF: Transkriptionsfaktor, ARE:
Androgen-responsive Elemente, RNA-Polym.: RNA-Polymerase (aus Hiort et al.,
1998)
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Der AR besitzt drei Abschnitte, die aminoterminale Region, die die
Transkriptionsaktivitdét moduliert (Simental et al., 1991), die DNA-
Bindungsdomane, die zwei Zinkfinger enthalt, und die Hormonbindungsdomane
am carboxyterminalen Ende. Er ist 910-919 Aminosduren lang (Trapman et al.,
1988; Tilley et al., 1989). Das Gen des Androgenrezeptors liegt auf dem X-
Chromosom im Abschnitt Xq11-12. Es ist ca. 90 kb lang und enthélt 8 Exons. Exon
1 ist das langste Exon, es kodiert fur die transaktivierende Region. Exon 2 und 3
kodieren fiur die DNA-Bindungsregion, und Exon 4 bis 8 enthalten die
Informationen fiir die Hormonbindungsregion. Das RNA-Transkript ist 10,5 kb
lang, wobei einen groBen Teil hiervon 5'UTR und 3'UTR, also die untranslatierten
Regionen, die Exon 1 bis 8 flankieren, ausmachen. Die von Exon 1 bis 8 kodierten
Bereiche selbst sind nur 2,7 kb lang. Die Promotorregion des Androgenrezeptors
ist z. T. im 5'UTR der mRNA enthalten. In ihr befinden sich zwei
Transkriptionsinitationsbereiche, AR-TIS1 und AR-TIS2. AuBerdem wird sie durch
einen Homopurin-Abschnitt und eine GC-Box charakterisiert (Faber et al., 1991;
Faber et al., 1993).

Die Expression des AR in den Fibroblasten der externen Genitalien variiert
interindividuell bei mannlichen Individuen nur geringfligig. Unabhdngig vom Alter
wird der AR in gleichbleibender Menge transkribiert und in seiner Transkription
nicht durch Androgene beeinfluBt (Hellwinkel et al., 2000b).

Homopurin- GC- TIS-I
Stretch Box TIS-II

N

2 7kb

H P:]—C)—COOH

Transaktmerung

Abbildung 4: Androgenrezeptor-Gen mit Struktur der mRNA (Mitte), der
Promotorregion (oben) und Funktionen der 8 Exons (unten)



Einleitung 12

Bei Androgenrezeptordefekten, die AIS verursachen, kdnnen unterschiedliche
Bereiche des AR, wie z. B. die Ligandenbindungsstelle oder die DNA-
Bindungsstelle, von Alterationen betroffen sein. So kann der AR seine Funktion als
Transkriptionsfaktor nicht wahrnehmen. Die Zielgene werden nicht im Sinne der
Androgenwirkung aktiviert oder deaktiviert. Im AR-Gen wurden in allen acht Exons
Mutationen nachgewiesen, die flr AIS verantwortlich sind (Gottlieb, 2003).
AuBerdem sind Deletionen bekannt, die nahezu in allen Féllen zu einem
kompletten AIS flihren, und Splicesite-Mutationen, haufig Intron-Mutationen, die
zu aberranten Varianten des Transkripts flihren. Bei den exonischen Mutationen
handelt es sich meist um Punktmutationen, aus denen ein Basenaustausch
resultiert. Non-Sense-Mutationen, die zu einem vorzeitigen Stopcodon und so zu
einem Kettenabbruch fiihren, sind meist mit einem kompletten AIS
vergesellschaftet. Mutationen, die nur zu einer Aminosauresubstitution fihren,
wurden in allen Exons gefunden, sind aber in der Hormonbindungsregion am
haufigsten. Sie beeintrachtigen sowohl qualitativ als auch quantitativ die DNA- und
Ligandenbindung. Erfolgt eine Aminosauresubstitution, ist das klinische Bild sehr
vielfaltig. Sowohl komplettes als auch partielles AIS treten auf. Sogar bei
identischen Mutationen in verschiedenen Patienten wurden phanotypische
Unterschiede beobachtet (Hiort et al., 1998; Boehmer et al., 2001). Das weist
darauf hin, daB die verbliebene Restfunktion des Rezeptors nicht allein von der
Mutation an sich abhangig ist. Die schlechte Genotyp-Phanotyp-Korrelation 1aBt
sich in einigen Fallen durch somatische Mutationen in einem Teil der Korperzellen,
sog. Mosaike, erklaren, die zu Mischgeweben aus gesunden und betroffenen
Zellen flhren. In ihnen wird teils ein intakter AR, teils ein mutierter AR exprimiert
(Holterhus et al., 1999). Aber auch bei in der Keimbahn mutiertem AR-Gen ist die
Transkriptionsrate interindividuell nicht einheitlich. So wurden unterschiedliche
Transkriptmengen bei Patienten mit identischen Mutationen gefunden (Hellwinkel
et al., 2000a). Bei zwei verwandten Patienten mit identischer Mutation im AR-Gen
und unterschiedlichen Phdnotypen gewann der mutierte Rezeptor in
Transaktivierungsuntersuchungen mit steigender Testosteronkonzentration seine

Funktion zuriick (Holterhus et al., 2000). Das kénnte ein Hinweis fir eine
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Abhangigkeit des Phanotyps von einer embryonal verfligbaren Testosteronmenge

sein.

Die 5a-Reduktase ist intrazellular flir die DHT-Synthese verantwortlich. Sie ist ein
Enzym mit zwei Isoformen. Die 5a-Reduktase Typ 1 wird vor allem in den
Haarfollikeln und in der Leber exprimiert (Russell et al., 1994). Die 5a-Reduktase
Typ 2 (5RII) hingegen wird vorwiegend in den Zellen der duBeren
Geschlechtsorgane gebildet. Dort reduziert das Enzym Testosteron zu
Dihydrotestosteron (DHT) mittels NADPH + H*. DHT weist eine hohere Affinitat
zum Androgenrezeptor auf als Testosteron selbst.

Das Gen fir die 5RII, das SRD5A2-Gen, liegt auf Chromosom 2 im Abschnitt 2p23.
Es enthalt finf Exons. Hiervon kodieren Exon 1 und 2 fir die hormonbindende
Domane und Exon 3 bis 5 fiir die Coenzym-bindende Domane, die NADPH + H*
bindet.

NH,— —C > —— +——COOH
Exon 1 2 3 4 5

T -> DHT

Abbildung 5: b5c-Reduktase II-Gen mit von den 5 Exons kodierten
Proteinabschnitten

Im Gegensatz zum AR ist die Expression der 5a-Reduktase II sehr variabel.
Interindividuell finden sich groBe Unterschiede in der Transkriptmenge. Generell
sind jedoch bei Kleinkindern 5RII-Transkripte in den Genitalgeweben in deutlich
gréBeren Mengen meBbar als bei Erwachsenen. Hellwinkel beobachtete bis zu 27-
fache Unterschiede in der Transkriptmenge, mit Spitzenwerten im Kleinkindalter,
die mit der Pubertat stark abfielen und sich bis zum Erwachsenenalter nicht mehr
stark veranderten. Inkubation mit den Androgenen Testosteron und DHT flhrte
nicht zur Veranderung der Transkriptionsrate (Hellwinkel et al., 2000b).

Auch beim Gen der 5o-Reduktase II sind Deletionen und Punktmutationen, die
Androgenresistenz hervorrufen, sowohl in Splicesites als auch in allen Exons

bekannt (Wilson et al., 1993). Es finden sich ebenfalls verfriihte Stopcodons und
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einfache Aminosauresubstitutionen. Auch bei diesen Mutationen findet sich keine

schllissige Genotyp-Phanotyp-Korrelation (Hiort, 1999a).

1.3 Fragestellung

Bei einigen Patienten, die ein Androgenresistenzsyndrom aufweisen, ist die
molekulargenetische Ursache filir die Stérung nicht bekannt. Klinisch und
endokrinologisch weisen sie alle Merkmale des AIS auf, molekularbiologisch kann
allerdings kein Hinweis auf eine Mutation im AR-Gen oder 5RII-Gen gefunden
werden. Hier kann die Erkrankung somit nicht auf eine strukturelle Stérung der
Androgenrezeptor- bzw. 5a-Reduktase II-DNA zuriickgefiihrt werden. Die Ursache
ist auf einer anderen Ebene zu suchen. So kdnnte statt der Gene selbst deren
Expression sowohl auf der RNA-Ebene (Transkription) als auch auf der
Proteinebene (Translation) auf vielerlei Weisen gestdrt sein. Bei intakter
Testosteronbildung koénnte eine unzureichende Expression des Androgenrezeptors
eine zu geringe Rezeptormenge, um das hormonelle Signal zu Gbermitteln, in den
Zellen bedingen. Testosteron wiirde somit nicht ausreichend zur Wirkung
kommen. Ebenso kénnte eine fehlerhafte Transkription oder Translation der 5a-
Reduktase II dazu fuhren, daB von der intakten DNA eine unzureichende mRNA-
oder Protein-Menge gebildet wird. Zur Transkription eines Gens sind auBer dem
Promotor und der unspezifischen RNA-Polymerase II weitere genspezifische
Transkriptionsfaktoren notwendig. Bisher sind bei weitem nicht alle
Transkriptionsfaktoren bekannt. Es ist daher auch denkbar, da eine Stérung im
Bereich der Transkriptionsfaktoren oder in anderen rezeptorassoziierten Proteinen
die Transkription beeintrachtigt.

In der vorliegenden Arbeit soll daher zunachst geklart werden, inwiefern die
Transkriptmenge des AR und der 5RII in Genitalhautfibroblasten (GHF) von AIS-
Patienten ohne Mutation im AR- oder 5RII-Gen reduziert ist. Nach Kultivierung von
Genitalhautfibroblasten und Isolation der RNA soll mit Hilfe von cDNA-Synthese
und kompetitiver RT-PCR die AR- und 5RII-Transkriptmenge semiquantitativ im

Vergleich zu Normalkontrollen gemessen werden.
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Eine wichtige Rolle bei der Auspragung des Androgenresistenzsyndroms spielt
dartber hinaus die noch nicht vollstandig geklarte Expressionskontrolle des AR
und der 5RII. In verschiedenen Geweben wurden bei unterschiedlichen Tieren und
dem Menschen androgengesteuerte Autoregulationsmechanismen der Trans-
kription von AR und 5RII nachgewiesen (George et al., 1991). Fir menschliche
Genitalhautfibroblasten wurde allerdings kein EinfluB durch Androgene festgestellt
(Hellwinkel et al., 2000b).

Dennoch gibt es Anzeichen flr eine sensible Phase in der Embryonalzeit, in der
Androgene einen regulierenden EinfluB auf die AR- und 5RII-Genexpression im
Genitalbereich haben kdnnten. In der 18. bis 22. Gestationswoche wird der
Androgenrezeptor im Stroma der auBeren Genitalien mannlicher und weiblicher
Embryos in ahnlicher Verteilung stark exprimiert (Kalloo et al., 1993). Spater
finden sich geschlechtsspezifische Expressionsmuster einer Reihe von Genen, die
fur Differenzierung und Morphologie verantwortlich sind (Holterhus et al., 2002).
Diese scheinen durch Androgene gepragt zu sein, da sie auch bei normalen
mannlichen Individuen, Patienten mit PAIS und phanotypisch weiblichen Patienten
mit CAIS unterschiedlich ausfallen (Holterhus et al., 2003a; Holterhus et al.,
2003b). Da die Transkription des AR und diese Expressionsmuster postpartal
androgenunabhangig sind, wird postuliert, daB pranatale Androgensignale
wahrend einer kurzen sensiblen Phase zu einer Programmierung langanhaltender
androgenunabhangiger Transkriptionsprogramme in genitalen Zellen beitragen
kdnnten. Dies kdénnte auch fir die Transkription des AR und der 5RII gelten.
Stérende Einflisse in diesem zeitlichen Abschnitt kdnnten dann durch Stérung der
Androgenrezeptor-Expression und damit der Geschlechtsdifferenzierung zum Bild
des AIS fuhren. Ebenso konnten durch Fixierung von Expressionsraten und
moglichen autoregulatorischen Einflissen je nach Zeitpunkt der Stérung identische
Mutationen zu unterschiedlichen klinischen Auspragungen des Krankheitsbilds
fihren und ein Hinweis auf die Ursache der schwachen Genotyp-Phanotyp-
Korrelation des AIS sein.

Daher soll in einer weiteren Fragestellung dieser Arbeit untersucht werden, ob
eventuelle temporare Autoregulationsmechanismen die Expression des AR und der

5RII beeinflussen. Hierzu wird die Transkription des AR und der 5RII in GHF von
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AIS-Patienten, die keine Mutation aufweisen, mit und ohne Testosteroninkubation
verglichen. Zusatzlich wird die Transkription mit und ohne Testosteron in GHF von
Patienten, die eine bekannte Mutation im HSD17B3-Gen haben, bestimmt. Bei
diesen Patienten ist die Testosteronbiosynthese durch einen Defekt des Enzyms
17B-HSD III gestort. Daher dirfte der postulierte Regulationsmechanismus bei
ihnen nicht existieren und die Transkriptionsmuster des AR und der 5RII
Rlckschlisse auf die Existenz und Art eines Autoregulationsmechanismus

ermdglichen.

Zusammenfassend ergeben sich also folgende Fragen:

1) Ist die Transkription des Androgenrezeptors und der 5o-Reduktase II bei
Patienten mit Kklinischem AIS ohne Mutationsnachweis im Vergleich zu
normalen Individuen verandert? Sind diese Veranderungen bei den Patienten

einheitlich, sodaB sich hier die Ursache der Stérung annehmen lieBe?

2) Verandert die Inkubation mit Testosteron das Transkriptionsverhalten von AR
und 5RII in Genitalhautfibroblasten dieser Patienten? Finden sich Hinweise auf

Autoregulationsmechanismen?

3) Wird die Transkription des AR und der 5RII bei Patienten mit Mutation im 17B-
HSD III-Gen (HSD17B3-Gen) durch Inkubation mit Testosteron verandert?

Finden sich hier Hinweise auf Autoregulationsmechanismen?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten

Die zu untersuchenden Patienten stammen aus der Einsendekartei fir
molekulargenetische Analysen der DFG-Forschergruppe "Intersexualitdt — vom
Gen zur Geschlechtsidentitat" der Kinderklinik der Universitdt Libeck. In dieser
Kartei werden seit 1991 (iber 1300 Patienten aus Deutschland und Teilen Europas
gesammelt und untersucht.

Fir die Untersuchungen zur AR- und 5RII-Transkription in AIS-Patienten wurden
12 Patienten untersucht. Alle Patienten wiesen einen 46,XY-Karyotyp und klinisch
ein AIS auf. Um die normale Testosteronsynthese zu Uberpriifen, wurden hCG-
Stimulationstests durchgefiihrt. Als ausreichende Stimulation wurden mindestens
doppelte Erhéhung (Ahmed et al.,, 1999) oder ein Anstieg auf mindestens
2,9 ng/ml (10 nmol/l, Feyaerts et al., 2002) angesehen. Um einen Androgen-
rezeptordefekt zu bestimmen, wurden in einigen Fallen SHBG-Tests durchgefiihrt,
wobei Werte Uber 62,1 % pathologisch sind. Sonographisch wurde nach
Rudimenten der Millerschen Gange, Uterus und Eileiter, gesucht.
Molekularbiologisch wurde auf Mutationen im Androgenrezeptor-Gen und im 5a-
Reduktase II-Gen untersucht. Bei keinem der Patienten lieBen sich Mutationen
nachweisen. Die Sensitivitat der Mutationsscreenings mittels SSCP-Analyse betragt
ca. 95 % (Hiort et al., 1994; Hiort et al., 1996a). Fir die Untersuchungen zu
Regulationsmechanismen der AR- und 5RII-Transkription wurden zusatzlich vier
Patienten mit bekannten Mutationen im 17B-HSD III-Gen herangezogen.

Als Patientenmaterial (dargestellt durch ARD-Nummern) dienten Genitalhaut-
fibroblasten und gonadale Fibroblasten von eigenen und auswartigen Patienten.
Die Gewebeproben waren wahrend Korrekturoperationen entnommen worden. Die
Eltern der Patienten haben ihr Einverstandnis zur Probenentnahme gegeben, und
die Zustimmung der Ethikkommission zu dem Projekt liegt vor.

Als Normalkontrollen (dargestellt durch hVHF-Nummern, hVHF = humane
Vorhautfibroblasten) dienten Genitalhautfibroblasten von ungefahr gleichaltrigen

Patienten, die keine Geschlechtsdifferenzierungsstérung hatten.
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Die Gewebeproben waren ihnen bei Operationen aus medizinischer (Phimose)
oder kultureller Indikation entnommen worden.
Im Uberblick sind die Daten zu Patienten und Normalkontrollen mit untersuchter

Gewebeart und Alter der Gewebeentnahme in Tabelle 2 und 3 aufgefihrt.

zugew. |Millersche . Testosteron (ng/ml) DHT (ng/ml)
AlS-Grad Gesc?hlecht Derivate | Mutation i, Tnach Stim | vor Stim.] nach Sim. [ o BC 1est
ARD 37-2 1 m 0,08 0,97 0,13 0,45 50,90%
ARD 320-2 1l m 6,6 0,73
ARD 345-2 Il m <0,05 <0,01
ARD 350-3 1] w 0,087 4,06] 0,0667 0,4002 42,60%
ARD 389-2 1l m <0,1 4.4 61,90%
ARD 402-2 \ w 0,398 2,97 0,09 0,3
ARD 444-2 Il m
ARD 529-2 Il m 0,29 2,262| 0,0725 0,7337
ARD 674-5 1 m 2,78
ARD 714-4 Il m 0,053
ARD 832-2 1 m 0,14 3,11 60,90%
ARD 150-2 \Y w 0,04 1,4]|<0,01 0,15 55,60%
Androstendion(ng/ml)
ARD 111-2 v w 17BHSD <0,0232 0,0609 62,10%
Intron Il
ARD 623-2 \Y w 17B8HSD 1,84 1,77 2,49 5,23
Exon 3/5
ARD 57-4 \Y w 17BHSD 0,1 0,4 0,8 1,9 54,20%
Exon/Intron
ARD 876-2 \Y w 17B8HSD 0,19 0,75
Exon 3/5

Tabelle 2: Klinische und molekularbiologische Befunde der untersuchten
Patienten (Patienten durch ARD-Nummern gekennzeichnet) Zugew.: zugewiesen,
m: mannlich, w: weiblich, Stim.: Stimulation mit hCG

Alter bei Gewebe | Normalkontrolle [ Alter NC bei

Operation (NC) Operation
ARD 37-2 4 J. GHF hVHF 44-3 3 J. 9 Mo.
ARD 320-2 11Mo. GHF hVHF 2-3 11 Mo.
ARD 345-2 4 J. 7 Mo. GHF hVHF 18-2 4 J. 8 Mo.
ARD 350-3 3 J. 9 Mo. GHF hVHF 44-3 3 J. 9 Mo.
ARD 389-2 2 J. 5 Mo. GHF hVHF 36-2 2 J. 7 Mo.
ARD 402-2 1J. GHF hVHF 2-3 11 Mo.
ARD 444-2 4 J. 8 Mo. GHF hVHF 18-2 4 J. 8 Mo.
ARD 529-2 10 Mo. GHF hVHF 2-2 11 Mo.
ARD 674-5 5 Mo. GHF hVHF 1-5 8 Mo.
ARD 714-4 2 J. 10 Mo. GHF hVHF 35-2 2 J.10 Mo.
ARD 832-2 8 J. 7 Mo. GHF hVHF 11-2 8 J. 10Mo.
ARD 150-2 6 J. 5 Mo. GoF hVHF 34-2 6 J. 7 Mo.
ARD 111-2 9 J. 10 Mo. GHF hVHF 11-2 8 J. 10 Mo.
ARD 623-2 12 J. 3 Mo. GHF hVHF 51-3 12 J. 4 Mo.
ARD 57-4 10 J. 5 Mo. GoF hVHF 10-2 9J. 2 Mo.
ARD 876-2 1,5 Mo. GoF hVHF 50-2 1 Mo.

Tabelle 3: Patienten und zugeordnete Normalkontrollen, gekennzeichnet durch
hVHF-Nummern. GHF: Genitalhautfibroblasten, GoF: Gonadale Fibroblasten, hVHF:
humane Vorhautfibroblasten, J.: Jahre, Mo.: Monate



Material und Methoden 19

Besonderheiten bei einzelnen Patienten waren folgende:

Die vier Patienten ARD 345-2, ARD 444-2, ARD 674-5 und ARD 714-4 erfillten
die Eingangskriterien nicht vollstandig. Da bei ihnen in auswartigen
Krankenhdusern keine hCG-Stimulationstests durchgeflihrt worden waren, ist
eine Testosteronsynthesestérung wie eine Mutation im 17B-HSD III-Gen nicht
auszuschlieBen. Klinisch stellte sich dann ein ahnliches Krankheitsbild dar, daB
sich von der Androgenresistenz durch erhdéhte Androstendion- und erniedrigte
Testosteronspiegel und vermehrt weibliche Auspragungen unter den Patienten
unterscheidet (Twesten et al., 2000). Von Patient ARD 674-5 lag nur der
Basalwert fir Testosteron vor. Dieser war jedoch im normalen Bereich (2,78
ng/ml bei einem Alter von 5 Monaten), sodaB3 eine Testosteronsynthesestérung
unwahrscheinlich ist. Patient ARD 444-2 hat einen Bruder, der unter demselben
Krankheitsbild leidet. Eine erbliche Komponente ist also wahrscheinlich, schlieBt
somit aber auch Testosteronbiosynthesestérungen nicht aus. Die Patienten
ARD 345-2 und ARD 714-4 waren bei Untersuchung in einem Alter, in dem die
Testosteron-Basalwerte so niedrig sind, daB sie nicht differentialdiagnostisch
aussagefahig sind. Zur Beurteilung ist hier zusatzlich zu den Testosteron-
Basalwerten (bei Patient ARD 345-2 <0,05 ng/dl bei einem Alter von 4 7/12
Jahren bzw. bei Patient 714-4 0,053 ng/ml bei einem Alter von 2 10/12 Jahren)
ein  hCG-Stimulationstest nétig, um eine Testosteronsynthesestdrung
auszuschlieBen. Weitere klinische Befunde waren ein VACTERL-Syndrom bei
ARD 345-2 und proportionierter Kleinwuchs bei ARD 714-4. Bei diesen vier
Patienten wurde im Verlauf zusatzlich ein Screening auf Mutationen im 17B-
HSD III-Gen mittels SSCP-Analyse durchgeflihrt. Bei dreien (ARD 345-2, ARD
444-2 und ARD 714-4) wurden keine Auffalligkeiten gefunden, bei ARD 674-5
fand sich eine aufféllige Bande im Exon 11, die sich bei der Sequenzierung als
heterozygoter Polymorphismus Gly289Ser herausstellte. Wegen der zu den
Eingangkriterien passenden klinischen Befunde wurden die Patienten jedoch
zunachst in die Studie integriert.

Bei Patient 320-2 fehlt zum Stimulationswert der Basalwert. Eine

Testosteronsynthesestérung kann aber relativ sicher ausgeschlossen werden,
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da der alleinige stimulierte Wert eine hohe Testosteronproduktion nachweist.
ARD 320-2 ist ein Zwilling, der zweite Zwilling ist gesund.

e Bei der Patientin ARD 402-2 lag zudem ein Androgenbindungsassay vor, der
die Androgenbindungskapazitdt und Affinitdt der Rezeptorproteine darstellt. Es
lieB sich keine spezifische Bindung nachweisen. Als Nebenbefund lag eine
Hydronephrose vor.

e Weitere Zusatzbefunde waren Frihgeburtlichkeit (hypotrophes Friihgeborenes)
und ein persistierendes Foramen Ovale bei ARD 389-2, eine Gaumenspalte bei
ARD 529-2 und ein Turricephalus bei Friihgeburt 2 Monate vor dem Termin bei
ARD 832-2.

e Alle funf Patienten (ARD 37-2, ARD 150-2, ARD 350-3, ARD 389-2, ARD 832-
2), bei denen SHBG-Tests durchgeflihrt worden waren, wiesen normale
Testergebnisse auf. Die Sensitivitat des Tests ist jedoch gering und falsch-
negative Ergebnisse wurden bereits bei PAIS-Patienten und Patienten mit
Mosaik-Mutationen im AR beschrieben (Albers et al., 1997; Hiort, 1999a). Auch
bei diesen Patienten deuten die Testergebnisse auf eine atypische Form von

Androgenresistenz hin.

Teilweise standen fiir die Untersuchungen nur gonadale statt
Genitalhautfibroblasten zur Verfligung. Flr Untersuchungen am Androgenrezeptor
kdnnen diese Zellen jedoch verwendet werden, denn in der Transkription des AR
zeigten sich bei den Patienten von Hellwinkel keine Unterschiede zwischen
gonadalen Fibroblasten und Genitalhautfibroblasten (Hellwinkel et al., 2000a). In
Androgenbindungsstudien wiesen gonadale Fibroblasten von AIS-Patienten
dasselbe Verhalten auf wie Genitalhautfibroblasten von Patienten (Coulam et al.,
1984). Aus der Auswertung von Untersuchungen zur 5a-Reduktase II werden
diese Zellen jedoch isoliert, da in normalen humanen Testes keine 5RII-mRNA

nachgewiesen werden kann (Russell et al., 1994; Levine et al., 1996).
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2.2 Materialien

2.2.1 Zellkultur

DMEM F 12
(Dulbecco s Modified Eagle Medium)

NaHCO3

FCS (fetales Kalberserum)

Penicillin/Streptomycin 100x Lésung

Testosteron

Trypsin

Sigma-Aldrich, Irvine, GroBbritannien

Sigma-Aldrich, Irvine, GroBbritannien

PAA, Linz, Osterreich

Sigma-Aldrich, Irvine, GroBbritannien

Sigma-Aldrich, Irvine, GroBbritannien

Linaris, Bettingen, Deutschland

PBS-Puffer (Phosphorborsulfat) pH 7,4 Apotheke im Hause

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Flttermedium

Sigma-Aldrich, Irvine, GroBbritannien

DMEM F12-Pulver und 6 g NaHCOs in 5 | Aqua bidest geldst, pH 7,3, sterilfiltriert,
unter sterilen Bedingungen pro 500 ml DMEM-Stammlésung 50 ml (DCC-)FCS,

5 ml Penicillin/Streptomycin

DCC-FCS (Dextran coated charcoal-FCS)

2,5 % Aktivkohle und 0,25 % Dextran bei 4 °C Uber Nacht in 10 mM Tris(HCI)
inkubiert, Uberstand abgegossen. Sediment aus 100 ml DCC-Lésung in 500 ml FCS
2 h auf Eis gerihrt, gefiltert, FCS erneut mit DCC inkubiert, 2x filtriert, dann

sterilfiltriert
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2.2.2 RNA-Isolation

RNEasy-Minikit Qiagen, Hilden, Deutschland
QIAshredder-Saulen Qiagen, Hilden, Deutschland
DEPC-H,0

1 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat) auf 1 | Aqua bidest, 24 h bei Raumtemperatur

inkubiert, anschlieBend autoklaviert

10x MOPS (3-(N-Morpholino-)Propansulfonsaure-Puffer)
200 mM MOPS, 80 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA in DEPC-H;0, pH 7,0

RNA-Sample Buffer

750 yIl - Formamid (desionisiert), 150 yl 10x MOPS-Puffer, 240yl 37 %
Formaldehyd, 100 pl Glycerin, 0,05 % Bromphenolblau, 100 pl DEPC-H,0

2.2.3 cDNA-Synthese

Primer Eurogentech, Seraing, Belgien
hARE4a, hARE8a, 5RIIE4a, L7neua (Sequenzen siehe 2.2.4), mit DEPC-H,O auf
20 pmol/pl verdiinnt

Kompetitoren zur Verfiigung gestellt von Dr. rer. nat.
Olaf Hellwinkel
5x Reaktionspuffer Gibco BRL, Eggenstein-Leopoldshafen,

Deutschland

DDT 100 mM Gibco BRL, Eggenstein-Leopoldshafen,

Deutschland
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dNTPs 100 mM Pharmacia, Freiburg, Deutschland

RNAse-Inhibitor 40 U/l Roche Boehringer-Mannheim, Mannheim,

Deutschland

Superscript II RT Reverse Transcriptase Gibco BRL, Eggenstein-Leopoldshafen,

200 U/pl Deutschland

2.2.4 PCR

Ampli-Taqg DNA-Polymerase (5 U/ul)  Perkin-Elmer, Weiterstadt, Deutschland

dNTP-Set (100 mM) Pharmacia, Freiburg, Deutschland

10x PCR-Puffer

500 mM KCI, 200 mM Tris (pH s. u.), 500 pg/ml BSA (bovines Serumalbumin),

MgCl: (Konz. s. u.) in 1 ml Aqua bidest

10x TE-Puffer

10 ml 1M Tris pH 8,0 und 292 mg Na-freies EDTA auf 100 ml Aqua bidest. pH 7,5

mit HCl einstellen

Primer (nach Hellwinkel et al., 2000b) Eurogentech, Seraing, Belgien

hAREL1s: 5'- TGG ATG GAT AGC TAC TCC GG -3'
hARE4a: 5'- ACT ACA CCT GGC TCA ATG GC -3
hARES8a: 5'- GAG GAG TAG TCG AGA GTT ATAA -3

hAREPROM1s: 5'- TCT CCA AAG CCA CTA GGC AG -3'
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hAREPROM1a:

hAREPROM2s:

hAREPROM2a:

5RIIE1SIIs:

5RIIE4a:

L7neus:

L7neua:

5'- TGT ACA GCA CTG GACG -3

5'- GGA GCC AGC TTG CTG GGA GAG -3'

5'- ACC GAA GAG GAA AGG GCAGCT C -3

5'- ACG TGC CTT CCT TCG CGG TG -3'

5'- GTG GCC AGG GCA TAG CCG AT -3'

5'- GGA ACC ATG GAG GGT GTA GA -3'

5'- GAA AAA TAA TCA TGG TAG AC -3

Kompositprimer zur Kompetitorherstellung

T7-hARE1s:

5'- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GTG GAT GGA TAG CTA CTC CGG -3

hARE3a-4aComp:

5'- ACT ACA CCT GGC TCA ATG GCC CAG AGT CAT CCCTGATTAA -3

T7-5RIIE1SIIS:

5'- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAG CTG CCT TCC TTC GCG GTG -3'

5RIIE2a-4aComp:

5'- GTG GCC AGG GCA TAG CCG ATC TGT GTA CCA CCC ATC AGG G -3
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2.2.5 Gele
Agarose Pharmacia, Freiburg, Deutschland
Glycerin Sigma-Aldrich, Irvine, GroBbritannien

PAA Polyacrylamid-Gebrauchslésung  Roth, Karlsruhe, Deutschland
Rotiphorese Gel 30

APS (Ammoniumpersulfat) Sigma-Aldrich, Irvine, GroBbritannien

TEMED Sigma-Aldrich, Irvine, GroBbritannien
(N',N',N',N'-Tetramethylethylendiamin)

¢ 174-Phage-Marker (Hae IlI-verdaut) New England Biolabs, Schwalbach im

Taunus, Deutschland

pBR 322-Marker (Msp I-verdaut) New England Biolabs, Schwalbach im

Taunus, Deutschland

Ethidiumbromid Sigma, Aldrich-Irvine, GroBbritannien
Silbernitrat Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland
Natriumcarbonat Merck, Hamburg, Deutschland

10x TBE-Puffer
436 g Tris(Base), 223 g Borsaure (pH 8,3), 37,2 g Na,-EDTA in 4 | Aqua bidest

2x DNA-Ladepuffer fur Agarose-Gele
50 % Glycerin, 0,02 % Bromphenolblau, 10 mM Tris(NOs) (pH 8,0), 0,1 % SDS
(Natriumdodeclysulfat), 3 mM EDTA in Aqua bidest
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6x DNA-Ladepuffer fir PAA-Gele

0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 30 % Glycerin in Aqua bidest

Blue Stop Puffer

95 % Formamid, 20 mM EDTA, 0,05 % Bromphenolblau, 0,05 % Xylencyanol, mit

Aqua bidest bis 100 %

2.2.6 Northern Blot

SDS (Natriumdodecylsulfat)

AR-RNA-Sonde (DIG-markiert)

Aktin-DNA-Sonde (DIG-markiert)

DIG-Blockingreagenz

DIG Easy Hyb Hybridisierungspuffer

Anti-Digoxigenin-AP

CDP-Star

Northern Blot Denaturierldsung

Sigma, Aldrich-Irvine, GroBbritannien

zur Verfiigung gestellt von Dr. rer. nat.
Olaf Hellwinkel

zur Verfiigung gestellt vom pathologischen

Institut der Universitat Libeck

Roche Boehringer-Mannheim, Mannheim,

Deutschland

Roche Boehringer-Mannheim, Mannheim,

Deutschland

Roche Boehringer-Mannheim, Mannheim,

Deutschland

Roche Boehringer-Mannheim, Mannheim,

Deutschland

50 mM NaOH und 1,5 M NaCl in DEPC-H,0
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Northern Blot Neutralisierlésung
0,5 M Tris(HCI) (pH 7,4) und 1,5 M NaCl in DEPC-H,0

20x SSC-L6sung
3 M NaCl und 0,3 M NaCitrat in DEPC-H,0, 2x filtriert, pH 7,0 eingestellt und

autoklaviert

Maleinsaurepuffer Boe I
0,1 M Maleinsaure und 0,15 M NaCl in DEPC-H,0, sterilfiltriert und autoklaviert

10x Blocking Puffer (10x Boe II)

10 % DIG-Blockingreagenz-Pulver in Maleinsaurepuffer (Boe I) aufgeldst

Detektionspuffer Boe III
100 mM Tris(HCI) (pH 9,5) und 100 mM NaCl in H,O bidest autoklaviert

2.2.7 Gerdte

Zellkulturbank Nuaire Nuaire Biological Safety Cabinets,
Plymouth, USA

Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Photometer DNA/RNA-calculator Pharmacia, Freiburg, Deutschland

UV-Lampe MacroVue UV-25 Pharmacia(Hoefer), Freiburg, Deutschland

Thermocycler PTC 200 DNA-engine Biozym, Oldendorf, Deutschland

Vakuumblotter TransVac TE 80 Hoefer Pharmacia Biotech Inc.,

San Francisco, USA
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2.3 Methoden

2.3.1 Zellkultur

Es wurde darauf geachtet, daB Patienten- und zugehdrige Kontroll-Zellkultur eine
ahnliche und mdoglichst niedrige Passagenanzahl hatten, damit die Ergebnisse
untereinander vergleichbar blieben. Es wurde bereits gezeigt, daB bis in die achte
Passage keine Veranderungen in der AR- und 5RII-Transkription meBbar sind

(Hellwinkel, unveréffentlichte Beobachtung).

Auftauen und Aussaat der Zellen

Alle Arbeiten an Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank der
Sicherheitsklasse II durchgeflihrt. Die Zellen wurden in 1,5 ml Flttermedium mit
10 % DMSO in fllssigem Stickstoff bei -196 °C gelagert. Pro Patient bzw.
Kontrollindividuum wurde ein Kryorohrchen mit Zellen entnommen. Die Zellen
wurden aufgetaut, in 9 ml DMEM Fittermedium aufgenommen und 8 min bei
1200 U/min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, das Zell-Pellet wurde in DMEM-Fiittermedium
aufgenommen und auf drei 75 cm3-Zellkulturflaschen mit jeweils 10 ml DMEM als
Nahrmedium ausgesat. Zwei Flaschen wurden fiir die spateren Experimente
herangezogen. Die Zellen der letzten Flasche wurden wieder eingefroren.

Die Bebriitung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C in 21 % O,- und 4 %
CO,-haltiger Luft.

Flttern der Zellen und Passagierung (Trypsinieren)

Alle zwei bis drei Tage wurde das Wachstum der Zellen beurteilt und das
Flttermedium ausgetauscht. Hierzu wurden Wachstumsdichte und Morphologie
der Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert. Das alte Medium wurde aspiriert und
10 ml neues DMEM-Fittermedium hinzugeftigt.

In einigen Fallen waren Passagierungen nétig, um zwischen Patienten und
Normalkontrollen gleiche Bedingungen (Passagenzahl, Wachstumsdauer) zu

erreichen. Zellkulturflaschen, deren Zellen zu 100 % konfluent waren, d.h. deren
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gesamter Boden mit Zellen bewachsen war, wurden trypsiniert. Hierzu wurde das
alte Medium abgesaugt und die Zellen mit 25 ml PBS gewaschen. Nach dem
Entfernen des PBS wurden 2 ml Trypsin hinzugefiigt und auf den Zellen
gleichmaBig verteilt. Das Trypsin bewirkte ein Abldésen der Zellen vom
Flaschenboden, da es Interzellularbriicken spaltet. Nach Ablésung der Zellen
wurde die Reaktion durch Zugabe von 8 ml DMEM gestoppt. Die Zellsuspension
wurde aufgenommen und 8 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Das Zell-Pellet
wurde in 10 ml DMEM resuspendiert und in eine neue Zellkulturflasche ausgesat.

Dieser Vorgang wird als Passagierung bezeichnet.

Inkubation mit Testosteron

Sobald die Zellen angewachsen waren und ca. 50 % Konfluenz erreicht hatten,
wurde jeweils eine der drei Flaschen pro Patient bzw. Normalkontrolle mit 100 nM
Testosteron inkubiert.

Zunachst wurden die Zellen 48 h in steroidfreiem DCC-FCS-haltigem DMEM-
Flttermedium prainkubiert. DCC absorbiert im FCS befindliche Steroide. Dadurch
war zu Inkubationsbeginn garantiert, daB das Medium frei von endogenem
Testosteron war. Alle Zellen wurden ab diesem Zeitpunkt mit steroidfreiem
Medium gefittert. Die Versuchsreihen wurden jeweils mit 100 nM Testosteron
supplementiert bzw. ohne Testosteron im Fittermedium inkubiert. Nach 48-72 h

Inkubation wurden die Zellen lysiert und die RNA isoliert.

Einfrieren und Aufbewahrung von Zellen

Die Zellen wurden wie oben beschrieben mit PBS gewaschen und danach
trypsiniert. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen in 1,5 ml DMEM mit 10 %
DMSO (Einfriermedium) aufgenommen und in ein Kryoréhrchen gegeben. Die
Zellen wurden 1 h auf Eis und danach 24 h im Vorgefrierbehdlter bei -70 °C

vorgekuhlt, bevor sie in fliissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert wurden.
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2.3.2 RNA-Isolation

Alle Arbeiten mit RNA wurden unter RNAse-armen Bedingungen durchgefihrt.

Bei 100 % Konfluenz wurden die Zellen lysiert und die RNA isoliert. Hierzu wurden
die Zellen mit 25 ml PBS gewaschen. Die RNA-Isolation erfolgte mittels des
RNEasy-Kits von Qiagen. Im Folgenden wird eine kurze Beschreibung des
Vorgangs gegeben.

Zuerst wurde je 600 ul Lysepuffer mit Mercapto-Ethanol pro Flaschen mit einem
Zellschaber griindlich verteilt. Die Lysate wurden anschlieBend in Qiashredder-
Sdulen gegeben und bei 13.000 U/min geschert. Dann wurde das Lysat auf
RNEasy-Saulen appliziert und nach dem RNEasy-Handbuch mittels verschiedener
Puffer bei 10.000 U/min gereinigt. Die RNA blieb wahrenddessen durch Ethanol an
die Filtermembran der Sdule gebunden. Zuletzt wurde die RNA mit 60 pl 80 °C

heiBem RNAsefreiem Wasser aus dem Filter eluiert.

RNA-Quantitat und Qualitat
Die Konzentration der isolierten RNA wurde anhand der optischen Dichte (OD) bei
260 nm photometrisch gemessen und das Verhaltnis der ODs bei 260 nhm und bei
280 nm bestimmt. Dies stellt einen Wert fir die Reinheit der RNA dar. Eine Ratio
von 1,4 bis 1,7 gibt einen zufriedenstellenden Reinheitsgrad wieder.
Die Gesamtkonzentration der RNA wurde nach folgender Formel berechnet:

OD x K x VF = X ug RNA/ ml Ausgangslésung,
wobei K die spezifische Konstante fiur RNA, hier 40, und VF den
Verdliinnungsfaktor, hier 20, darstellt.
Zur qualitativen Beurteilung wurde die RNA auf einem 5-prozentigen RNA-
Agarose-Gel optisch Uberpriift. Hierzu wurden je 3 pl RNA mit 12 pyl Sample Buffer
und 0,75 pl Ethidiumbromid versetzt, bei 65 °C fir 15 min denaturiert und dann
auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Das Gel wurde aus 52 ml DEPC-Wasser mit 0,9 g
Agarose, 6 ml 10x MOPS und 3 ml Formaldehyd hergestellt. Als Laufpuffer diente
1x MOPS. Die RNA wurde bei ca. 60 V flr 1 h groBenfraktioniert. Das Ergebnis der
Elektrophorese wurde unter UV-Licht beurteilt und photographiert. Um einen

Verdau durch RNAsen auszuschlieBen, muBten prominente 28S-rRNA- und 18S-



Material und Methoden 31

rRNA-Banden auf dem Gel zu sehen sein. Die 28S-rRNA-Bande sollte dabei starker
sein als die 18S-rRNA-Bande. Die mRNA befindet sich hauptsachlich zwischen
diesen Banden. Ein zusatzliches Qualitatsmerkmal stellte eine sichtbare 45S-rRNA-
Bande dar (s. Abb. 6).

Slots
455-rRNA
28S-rRMA

RN A
185-rRNA

Abbildung 6: RNA-Agarose-Gel mit qualitativ
hochwertiger RNA (hier v. I. n. r. Material der
Patienten ARD 389-2 +T, ARD 389-2 -T, hVHF 36-2
+T, hVHF 36-2 -T)

2.3.3 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese werden durch das Enzym Reverse Transkriptase aus der
isolierten mRNA komplementdre DNA-Kopien synthetisiert. Mittels der spezifischen
Primer wurde nur die zu untersuchende RNA revers transkribiert. Spezifische
Kompetitoren wurden hinzugefiigt, um eine semiquantitative Untersuchung
durchflihren zu kénnen. Diese Kompetitoren sind RNA-Standards in bekannter
Konzentration, welche jeweils dieselbe Sequenz aufweisen wie die zu
untersuchenden Amplifikate und in der PCR dasselbe Amplifikationsverhalten
vorweisen (Siebert, 1993b). Die Kompetitoren sind lediglich um einige Basenpaare
deletiert, um bei der Elektrophorese vom Ziel-PCR-Produkt, dem Target,
unterschieden werden zu kdnnen (s. Abb. 8). Durch den Vergleich der
Bandenstarken lassen sich Riickschliisse auf die Menge des Ziel-Transkripts

ziehen.

Zur Herstellung der Kompetitoren wurde mit Hilfe von Kompositprimern aus
geeigneter Target-cDNA des AR- bzw. 5RII-Gens durch PCR Amplifikate erzeugt,

die am 3'-Ende eine artifizielle Deletion und am 5'-Ende eine T7-RNA-Polymerase-
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Erkennungssequenz enthielten. Der 3'-Kompositprimer besaB eine veranderte
Komplementdr-Sequenz, in der Teile verschiedener Exons kombiniert waren.
Dadurch entstand ein verkiirztes PCR-Produkt, das dennoch von dem bei der RT-
PCR eingesetzten Antisense-Primer erkannt werden konnte (s. Abb. 7). Die T7-
Erkennungssequenz am 5'-Ende des Produkts diente der In-Vitro-Transkription mit
T7-RNA-Polymerase, um die Kompetitoren in RNA umzuschreiben (Celi et al.,
1993; Edelstein et al., 1994; Hellwinkel, 1999; Hellwinkel et al., 2000b).

E 2 Antisense—Primer- :
Target-RNA in Gesamt-RNA
+
N
' % Antisense Standard-Rre (S
Kompositprimer (Kompetitor)
AR-cDNA —
cDNA-Synthese
Exon 1 2 3 4
Sense-
Kompositprimer IPCR 1. Runde ) ; ot
mit T?—Sequmz& — Sense-Primer gy Antisense-Primer -
Target-cDNA
Exon 1 2 3 4
+
PCR 2. Runde
1 [ ]
Treeae Standard-cDNA (N
DNA-K tit
ompetitor Transkription mit
T7-RNA-Polymerase PCR
rva-kompetitor (NN
Target-PCR-
Produkt
+
standard-PCR- (RS
Produkt [

Abbildung 7 und 8: Prinzip der Kompetitor-Konstruktion am Beispiel des AR-
Transkripts in Abb. 7 und Funktionsweise der kompetitiven RT-PCR in Abb. 8
(verandert nach Hellwinkel, 1999). Das Kompetitorkonstrukt wird durch artifizielle
Deletion im AR-Gen hergestellt und durch Einfligen einer T7-RNA-Polymerase-
Erkennungsstelle in RNA umgeschrieben. Nach der kompetetiven RT-PCR weist es
aufgrund seiner Lange ein vom Target unterscheidbares Laufverhalten auf.

Jeweils 1 pg Gesamt-RNA wurde in einen cDNA-Synthese-Ansatz gegeben. Pro
RNA-Probe wurden drei cDNA-Synthesen mit Kompetitor und eine ohne
Kompetitor zur Kontrolle durchgeflihrt. Als weitere Kontrolle diente die RT-PCR des
Proteins L7. L7 ist ein ribosomales Haushaltsgen, das in allen Zellen in gleicher

Menge exprimiert wird.
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Je 1 pl Antisense-Primer hARE4a, 5RIIE4a und L7neua sowie die AR- und 5RII-
Kompetitoren in unterschiedlichen Konzentrationen wurden zu den Ansdtzen
hinzugegeben und fir 5 min auf 70 °C erhitzt, um die RNA zu denaturieren.
Danach wurden die Proben sofort auf Eis gekthlt. Je 2 pyl DTT, 2 pl dNTPs, 4 i
Reaktionspuffer (5x Sample Buffer) und 0,25 pl RNAse-Inhibitor wurden zu den
Ansatzen gegeben. Die Reaktionsgemische wurden auf 37 °C erhitzt und nach
zwei Minuten 1 pl 1:5 verdinnte Reverse Transkriptase, entsprechend 40 U,

hinzugefligt. Nach einer Stunde bei 37 °C wurde die cDNA-Synthese beendet.

Beim Androgenrezeptor wurde, von den Spezialuntersuchungen abgesehen, in
allen Fallen eine einheitliche Kompetitorkonzentration gewahlt, 0,2 aMol/ug RNA,
da die Konzentration der AR-mRNA beim Gesunden (Ublicherweise nicht stark
variiert (Hellwinkel et al., 2000b). Bei ARD 37-2 und der dazugehorigen
Normalkontrolle muBte mit 0,5 ug RNA gearbeitet werden, da die isolierten RNA-
Gesamtmengen zu niedrig waren. Bei diesem Ansatz wurde eine Kompetitor-
konzentration von 0,4 aMol/ug RNA verwendet. Bei der 5a-Reduktase II schwankt
die Konzentration im Laufe des Lebens und auch interindividuell sehr stark
(Hellwinkel, 1999). Daher wurden entsprechend des Alters der Patienten in den
meisten Fallen drei unterschiedliche Kompetitorkonzentrationen gewahlt, von 0,02
bis 0,2 aMol/lg RNA.

2.3.4 PCR

Es wurden Reaktionslésungen aus je 1 pl cDNA, 5 pl 2 mM dNTPs, 5 pl 10x PCR-
Puffer, je 1 ul (20 pmol) Sense- und Antisense-Primer und 0,2 ul (1 U) Tag-
Polymerase hergestellt und mit Aqua bidest auf 50 pl aufgeflillt. Fiir die PCR des
Androgenrezeptor-Promotors wurde statt der cDNA 1 pl DNA aus Leukozyten mit
einer Konzentration von 100 ng/ul verwendet.

Die PCR-Bedingungen sind in Tabelle 4 dargestellt.
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PCR-Bedingungen
Transkript Transkriptlange Kom“petltor- Primer Annealing- Zyklen Puffer
Lange temperatur
AR Exon 1 (Np +1653) - Exon 324bp |hARE 1s/ 60°C 34  |pH 9,0/ MgCl. 10 mM
4 (Np +2845) 479 bp hARE 4a
AR Exon 1 (Np +1653) - Exon hARE 1s/ 60°C 34 |pH 9,0/ MgCl: 10 mM
8 (Np +4377) 1268 bp hARE 8a
5RIl Exon 1 (Np +170) - 278 bp 5RIIE1SIIs/ 66°C 31 |pH 8,7/ MgCl. 7,5 mM
Exon 4 (Np +623) 454 bp 5RIIE4a 64°C pH 8.6/ Mgc|2 10 mM
65°C pH 9,0/ MgCl, 15 mM
65°C pH 8,7/ MgCl, 10 mM
65°C pH 8,8/ MgCl, 7,5 mM
L7 Np +5 - Np +816 812 bp L7 neu s/ 56°C 24 |pH 9,0/ MgCl. 10 mM
L7 neu a pH 8,6/ MgCl, 15 mM
AR Prom S1|Np -153 - Np +123 276 bp ARProm 60°C 30 |pH 8,6/ MgCl. 20 mM
1a/s
AR Prom S2|Np +23 - Np +237 214 bp ARProm 60°C 30 |pH 8,4/ MgCl. 15 mM
2a/s

Tabelle 4: PCR-Bedingungen. Np: Nukleotidpaar, bp: Basenpaar, AR Prom S1/2:
AR Promotorregion Segment 1/2

Exon12345678

AR-Promotor Homopurin-  GC-

Stretch Box TIS:|I'|S_||
-) -) -
ARProm1s ARProm2s ARPromia
ARProm2a
5RII
- Exon 1 2 3 4 5
- =
5RIIE1SIIs 5RIIE4a

Abbildung 9: Anlagerungsstellen der PCR-Primer (s. Tabelle 4) der AR- und 5RII-
cDNA und der AR-Promotor-DNA

Die PCR-Routine lief flir die AR-, 5RII- und L7-PCRs unter folgenden Bedingungen:

5 min 94 °C
1,5 min Annealing-Tamperatur (s. Tabelle 4)
2 min 72 °C
dann die in Tabelle 4 angegebene Zyklenzahl mit jeweils
1,25 min 94 °C
1,5 min Annealing-Temperatur

5 min 72 °C
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Bei den PCRs Uber die Androgenrezeptor-Promotorregion waren die Bedingungen

folgende:
5 min
30 sec
2 min
dann 30 Zyklen mit jeweils
1 min
30 sec

1,5 min

98 °C
60 °C
72 °C

96 °C
60 °C
72 °C

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte bei 4 °C aufbewahrt.

Um die Effizienz und Einheitlichkeit der cDNA-Synthese zu Uberprifen, wurden von
der L7-cDNA die PCR-Produkte nach 24 Zyklen ausgewertet. Bis zu dieser

Zyklusanzahl steigen die Produktmengen exponentiell an, wohingegen sich die

Produktmenge im weiteren Verlauf asymptotisch einem Plateau nahert (Hellwinkel,

1999). Nach 24 Zyklen kann kontrolliert werden, ob die RNA-Konzentrationen im
RT-Ansatz vergleichbar sind (s. Beispiel in Abb. 10).

- ———
g12bp

Abbildung 10: Agarose-Gel einer L7-
PCR, vier PCR-Durchgdnge des gleichen
Patienten und Normalkontrolle, v. I. n.
r. Patient +T, Patient -T,
Normalkontrolle +T, Normalkontrolle —
T, NC: Negativkontrolle. Die L7-Banden
zeigen identische Starken und damit
identische Ausgangs-RNA-Mengen in
den Reaktionsansatzen.
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2.3.5 Gele

Agarose-Gele

Zur Auswertung der PCR wurden die Produkte auf 2-prozentigen Agarose-Gelen in
1x TBE bei 70-100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Je 5 ul Ladepuffer wurde mit
10 pl PCR-Produkt vermischt. Als Marker diente ¢ 174, als Laufpuffer 1x TBE. Die
Gele wurden nach der Elektrophorese 15 min in Ethidiumbromidlésung (2 pg/ml
Ethidiumbromid in H,O) gefarbt und unter UV-Licht bewertet und photographiert.

Polyacrylamid (PAA)-Gel

Die 5-prozentigen PAA-Gele wurden aus 30 ml Rotiphorese Gel 30, 7,5 ml
Glycerin, 15 ml 10x TBE-Puffer, 1 ml APS und 96,5 ml Aqua bidest kalt angertihrt.
70 pl TEMED dienten zum Starten der Polymerisation. Nach 1 h Ausharten und
30 min Vorlauf mit Ladepuffer wurden jeweils 10 pyl PCR-Produkt mit 2 pl
Ladepuffer versetzt auf das PAA-Gel aufgetragen. Als Marker diente pBR322, als
Laufpuffer 1x TBE. Die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte (ber
3-4 h bei 40 W.

Single strand conformation polymorphism (SSCP)-Gel

SSCP ist eine Methode zum Auffinden von Punktmutationen in der DNA. Das
Prinzip beruht darauf, daB DNA-Einzelstrange sich unterschiedlich schnell im
elektrischen Feld bewegen, da sie eine fur ihre Sequenz typische Konformation
einnehmen. Ein Basenaustausch flhrt zu einer veranderten Tertiarstruktur und
daher zu einer anderen Laufgeschwindigkeit.

Fir das SSCP-Gel wurden die PCR-Produkte der ARProm1/2-PCRs verwandt. Das
Gel besteht aus einem nicht-denaturierten PAA-Gel mit 10 % Glycerin. Vor dem
Beladen des Gels wurden 10 pl Probe mit 8 pl Blue Stop Puffer gemischt und die
DNA durch Denaturieren bei 96 °C fur 10 min in Einzelstrange aufgetrennt. Als
Marker diente hierbei ¢ 174, als Laufpuffer 1x TBE. Das Gel lief bei 8 W ca. 17 h
(Hiort et al., 1994).
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Farben der PAA-Gele

Die PAA-Gele (inkl. SSCP-Gel) wurden nach dem Lauf in einer Silberlésung gefarbt.
Hierzu wurden die Gele zunachst 5 min in 10 % Ethanol fixiert, danach 3 min in
1 % HNOs aquilibriert, und nach zweimaligem kurzen Waschen in Aqua bidest
30 min in Silbernitratlésung (2,02 g AgNOs/l H,0) gefarbt. Danach wurden die
Gele erneut 2x kurz mit Aqua bidest gewaschen und mit Entwickler
(29,6 g Na,COs; + 540 pl 37 % Formaldehyd/l H,O) versetzt. Waren die Banden
sichtbar, wurden die Gele zum Stoppen der Reaktion kurz in 10 % Essigsaure,
dann je 5min in 50 mM EDTA (pH 8,0) und Aqua bidest geschwenkt und

schlieBlich zur Aufbewahrung in Folie eingeschweift.

2.3.6 Densitometrische Analyse

Die PAA-Gele wurden eingescannt und die gefarbten Banden
computerdensitometrisch ausgewertet (ImageMaster 1d, Pharmacia Biotech). Das
Programm miBt die optische Dichte (OD) der einzelnen Banden. Die optische
Dichte der Banden von Ziel-RT-PCR-Produkt (Target T)- und Kompetitor-RT-PCR-
Produkt (Standard S) wurden im Verhdltnis zueinander gesetzt und in einer
dimensionslosen Zahl A(T/S) nach folgender Formel angegeben:
OD+/ ODs = A(T/S)

A(T/S) gibt die relative AR- bzw. 5RII-mRNA-Menge an. Somit lassen sich
unterschiedliche Proben durch den Kompetitor semiquantitativ untereinander

vergleichen (Hellwinkel, 1999).

2.3.7 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm Statistica (StatSoft, Tulsa,
Oklahoma, USA) vorgenommen. Fir die Analysen wurden der Wilcoxon-Test fir
zwei anhangige nichtparametrische Stichproben, der Mann-Whitney-U-Test filr

zwei unabhangige nichtparametrische Stichproben und der Kruskal-Wallis-Test fiir
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mehr als zwei unabhangige nichtparametrische Stichproben verwendet. Die

Irrtumswahrscheinlichkeit wurde auf = 0,05 festgesetzt.

2.3.8 Northern Blot

Blotten

Alle Schritte erfolgten unter RNAsearmen Bedingungen.

Wie unter 2.3.2 beschrieben, wurde zunachst ein Agarose-RNA-Gel hergestellt. Je
4 ug RNA wurden aufgetragen und aufgetrennt. Das Ergebnis wurde unter UV-
Licht photographisch dokumentiert. Danach wurde das Gel zunachst 5-10 min in
Denaturierldsung und dann 30 min in Neutralisierlédsung inkubiert. SchlieBlich
erfolgte die Aquilibrierung des Gels in 20x SSC fiir 10 min.

Im Vakuumblotter wurden die RNA-Fragmente in 20x SSC lber 2-3 h mit einem
Sog von ca. 10 mmHg aus dem Gel auf eine positiv geladene Nylon-Membran
"gezogen" (blotten). Um die RNA auf der Membran zu fixieren, wurde die
Membran nach dem Blotten zundchst im UV-Crosslinker bestrahlt und dann bei
50 °C fir 15-30 min getrocknet.

Hybridisierung

Der Blot wurde in einem Falconréhrchen mit 10 ml Dig-Easy-Hyb Hybridisierlésung
2 h bei 68 °C drehend prahybridisiert. AnschlieBend wurde der Blot in 5 ml neuer,
auf 68 °C vorgewarmter Hybridisierlosung mit 3 pl AR-RNA-Sonde in einer
Konzentration von 20 ng/pl 16 h hybridisiert.

Nach Ablauf der Hybridisierung wurde der Blot zweimal 5-10 min in
2x SSC/0,1 % SDS-Lésung bei Raumtemperatur gewaschen. Es folgte das
stringente  Waschen mit niedriger Salzkonzentration, bei dem unspezifisch
gebundene Sonden gelést wurden. Hierzu wurde der Blot zweimal 15 min mit
0,1x SSC/0,1 % SDS-Lésung bei 68 °C gewaschen.
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Detektion

Alle folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur vorgenommen. Vor der
Detektion wurde der Blot zur Aquilibrierung in Maleinsdurepuffer Boe I
geschwenkt, dann wurde er 30 min in 1x Blockingpuffer Boe II geschwenkt, um
unspezifische Bindestellen der nachfolgenden Antikdper-Inkubation abzublocken.
AnschlieBend wurde der Blot mit dem Detektionsreagenz Anti-Dig-AP (0,75 pl in
5 ml 1x Boe II) eine Stunde inkubiert. Danach wurde er zweimal mit Boe I 15 min
gewaschen und zweimal 3 min mit Detektionspuffer Boe III inkubiert, um auf die
gewlinschten Bedingungen zu aquilibrieren.

Nun wurde der Blot in einem Hybridisierungsbeutel mit 500 yl CDP-Star eine
Stunde inkubiert. Auf einem Rontgenfilm wurde danach das Chemilumineszenz-
Signal der Androgenrezeptor-RNA dargestellt. Der Blot wurde je nach Signalstarke

30 sec bis 10 min exponiert.

Rehybridisierung mit Aktin-Sonde

Um Konzentrationsunterschiede der geblotteten Gesamt-RNAs festzustellen, wurde
der Blot mit einer Aktin-DNA-Sonde hybridisiert. Aktin-RNA dient als Kontrolle, da
es in allen Zellen in derselben Konzentration vorhanden ist.

Hierflir wurde der Blot 10 min in 2x SSC gewaschen. Alle weitern Schritte ab der
Prahybridisierung erfolgten wie oben beschrieben, allerdings erfolgten

Hybridisierung und stringentes Waschen bei 42 °C statt bei 68 °C.
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3. ERGEBNISSE

3.1 AR- und 5RII-Transkription in GF von Patienten mit AIS

3.1.1 Transkription des Androgenrezeptors

Um die Transkription des Androgenrezeptors zu messen, wurden kompetitive RT-
PCRs durchgefuihrt. Nach jeweils drei PCR-Durchgangen ergaben sich bei der
densitometrischen Analyse die in Abb. 11 dargestellten Ergebnisse. Bei allen
Patienten zeigten die Target-Banden eine korrekte Lange. Die Rohdaten und zwei
PAA-Gele mit densitometrischer Analyse als Beispiel der Ergebnisse sind in
Tabelle 11 und Abb. 31 bis 34 im Anhang aufgefihrt. In den folgenden
Beschreibungen sind mit genitalen Fibroblasten sowohl Genitalhautfibroblasten als

auch gonadale Fibroblasten, in Tabellen zu unterst aufgelistet, bezeichnet.

AR-Transkription Uberblick
Median; Whisker: Min, Max
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Abbildung 11: graphische Darstellung der Transkription des Androgenrezeptor-
Gens nach 3 PCRs in A(T/S)-Werten. Durch die Symbole sind die Mediane
gekennzeichnet, die Spannweite umfat das Minimum und Maximum. +T: mit
Testosteroninkubation, -T: ohne Testosteroninkubation, NC: Normalkontrolle
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Vergleich der Transkription der ARD- mit hVHF-Zellen

Die Transkription des AR in den genitalen Fibroblasten der Patienten wurde mit

der gleichaltriger Normalkontrollen verglichen. Dabei wurde die Transkription in
Normalkontrollen als 100 % festgelegt.

Tendenziell war in Patienten-Zellen die Transkription des Androgenrezeptors
verringert, aber Wilcoxon-Tests zeigten, daB der Unterschied zwischen Patienten
und Normalkontrollen nicht signifikant war. Bei sieben Patienten war die
Transkription des AR-Gens geringer als bei Normalkontrollen, bei zwei Patienten
war sie hoher. Die Ergebnisse aller Patienten schwankten jedoch sehr breit
zwischen nicht mehr meBbaren Werten und 217 %, der Median betrug 91 % der
Normalkontrollen-Expression (mit Testosteroninkubation) bzw. 79 % (ohne

Testosteron). Einen Uberblick {iber alle Ergebnisse gibt die folgende Tabelle:

Vergleich mit hVHF
mit T ohne T
Median Ergebnisintervall [Median Ergebnisintervall
ARD 37-2 60,8% 48,2% - 80,9% 33,8% 28,8% - 37,8%
ARD 320-2 111,7% 33,7% - 141,5% 45,9% 26,9% - 134,0%
ARD 345-2 100,5% 61,4% - 120,6% 90,3% 82,4% - 94,7%
ARD 350-3 67,8% 62,3% - 102,7% 54,1% 29,3% - 67,4%
ARD 389-2 88,4% 79,1% - 114,9% 89,3% 89,3% - 112,2%
ARD 402-2 3,1% 3,0% - 3,1% 0,0%
ARD 444-2 94,1% 67,6% - 137,3% 79,1% 78,3% - 83,8%
ARD 529-2 217,1% 105,7% - 227,9% 185,9% 180,3% - 213,1%
ARD 674-5 28,0% 25,2% - 95,5% 63,3% 32,0% - 68,9%
ARD 714-4 114,4% 76,4% - 120,5% 78,2% 71,4% - 128,3%
ARD 832-2 133,6% 114,4% - 143,5% 149,0% 86,7% - 179,0%
ARD 150-2 40,2% 13,7% - 42,8% 85,4% 70,1% - 88,9%
Durchschnitt 88,3% 79,5%
SD 53,6% 47,3%
Median 91,3% 78,6%

Tabelle 5: Transkription des AR in ARD- und hVHF-Zellen. Der Wert gibt die
Transkriptionsrate von ARD-Zellen im Verhaltnis zu 100 % Transkription in hVHF-
Zellen an. Das Ergebnisintervall bezeichnet die Spannbreite der gemessenen
Einzelwerte. mit T bzw. ohne T: mit bzw. ohne Testosteroninkubation, SD:
Standardabweichung

Besonders auffallig waren die Ergebnisse bei ARD 402-2. Hier wurde eine stark
verringerte Transkription nachgewiesen, die nach Testosteroninkubation auf 3,1 %

im Vergleich zur Normalkontrolle verringert war. Die drei Banden waren optisch
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nur sehr schwach zu erkennen, nur zwei von drei Banden waren auswertbar. Bei
Proben ohne Testosteron-Inkubation war keine Transkription meBbar.

Aus diesen Grinden wurden bei dieser Patientin zusatzlich RT-PCRs mit
niedrigeren  Kompetitorkonzentrationen von 0,01 bis 0,2 aMol/pg RNA
durchgefiihrt. Die Target-Banden, die bei Kompetitorkonzentrationen von 0,01 und
0,02 aMol/ug bei der Patientin noch sichtbar waren, waren bei hdheren
Konzentrationen ab 0,05 aM/ug nicht mehr zu erkennen. Die AR-Banden befanden
sich allerdings immer an der erwarteten Lokalisation bei 479 bp auf dem Gel, was
gegen eine strukturelle Veranderung der RNA zwischen Exon 1 und 4 spricht. In

Abb. 12 ist das PAA-Gel dieser zusatzlichen Untersuchungen aufgeflihrt.
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Um zu Uberpriifen, ob die gesamte Androgenrezeptor-RNA eine korrekte Lange
hatte und Fehler im SpleiBvorgang ausgeschlossen werden konnten, wurde
zusatzlich eine RT-PCR von Exon 1 bis Exon 8 durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich ein
Androgenrezeptor-Amplifikat normaler Lange, das bei 1268 bp auf dem Gel zu
sehen war, aber ein deutlich schwacheres Signal hervorrief als die Normalkontrolle
(s. Abb. 13). Dies weist auf korrektes Splicing des Transkripts hin (Hellwinkel et
al., 2001).
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Der EinfluB von Testosteron auf die Transkription

Des weiteren wurde der EinfluB von Testosteron auf die Transkription von AR-
mRNA in genitalen Fibroblasten untersucht. Es wurden keine einheitlichen
Ergebnisse gefunden, im Wilcoxon-Test zeigte sich flr Patienten und
Normalkontrollen kein testosteronabhangig signifikanter Unterschied des AR-
Transkriptionsverhaltens. Sowohl bei ARD-Zellen als auch bei hVHF-Zellen war die
Transkription mit Testosteron in einigen Fallen erhdht, in anderen Fallen
erniedrigt. Die Mediane betrugen 107 % bei Patientenzellen und 96 % bei
Normalkontrollen, wobei die Transkription ohne Testosteroninkubation als 100 %

festgelegt wurde. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengefalt.

EinfluB von Testosteron
ARD-Zellen hVHF-Zellen
Median Ergebnisintervall |Median Ergebnisintervall

ARD 37-2 144.7% 81,6% - 161,1% 67,3% 48,8% - 89,8%
ARD 320-2 195,2% 115,4% - 216,8% 138,5% 70,3% - 155,7%
ARD 345-2 96,4% 88,3% - 129,8% 88,8% 83,3% - 141,8%
ARD 350-3 158,1% 95,8% - 161,4% 76,5% 75,9% - 103,7%
ARD 389-2 106,8% 62,5% - 119,0% 93,1% 79,2% - 120,5%
ARD 402-2 138,5% 70,3% - 155,7%
ARD 444-2 121,2% 93,6% - 155,5% 88,8% 83,3% - 141,8%
ARD 529-2 83,7% 79,6% - 111,6% 91,0% 78,1% - 142,9%
ARD 674-5 88,3% 60,2% - 119,9% 112,3% 79,5% - 148,0%
ARD 714-4 98,4% 92,6% - 106,5% 98,6% 66,5% - 100,6%
ARD 832-2 121,6% 82,7% - 133,8% 110,8% 101,4% - 126,2%
ARD 150-2 48,7% 37,5% - 69,7% 121,6% 101,1% - 234,0%
Durchschnitt 114,8% 102,1%
SD 38,2% 21,7%
Median 106,8% 95,9%

Tabelle 6: EinfluB von Testosteron auf die Transkription des Androgenrezeptors.
Der Wert gibt die Verdnderung der Transkription, von 100 % Transkription ohne
Testosteroninkubation ausgehend, an. ARD 402-2 wurde in den Berechnungen
nicht berlicksichtigt, da hier ohne Testosteron keine Transkription gemessen
werden konnte. Das Ergebnisintervall bezeichnet die Spannbreite der gemessenen
Einzelwerte. SD: Standardabweichung
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3.1.2 Transkription der 50-Reduktase II

In den Untersuchungen zur Transkription der 5a-Reduktase II waren
unterschiedliche Kompetitorkonzentrationen in den drei verschiedenen RT-PCR-
Ansatzen gewahlt worden. Die Ergebnisse konnten dadurch nicht direkt gemittelt
werden. Daher wurden zuerst die einzelnen A(T/S)-Werte bei identischen
Kompetitorkonzentrationen miteinander verglichen. Fir den Vergleich mit
Normalkontrollen wurde also zunachst A(T/S)patient / A(T/S)nc flir drei verschiedene
Kompetitorkonzentrationen getrennt berechnet. Da das Verhdltnis der A(T/S)-
Werte zueinander bei unterschiedlichen Kompetitorkonzentrationen theoretisch
unverandert bleibt, erhdlt man drei miteinander vergleichbare Werte, deren
Mittelwert berechnet werden kann. Fir die Untersuchungen zum EinfluB von
Testosteron wurde entsprechend A(T/S)proband +T / A(T/S)proband -1 dreimal getrennt
berechnet und anschlieBend gemittelt.

Bei ARD 402-2 und bei ARD 714-4 waren Vergleiche teilweise nicht mdglich, da
einige Target-Banden unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Die gonadalen
Fibroblasten von Patient ARD 150-2 wurden nicht in der Auswertung
berlicksichtigt, da gonadale Fibroblasten keine 5a-Reduktase II exprimieren
(Russell et al., 1994; Levine et al., 1996), wie anhand der hier gewonnenen
Befunde bestatigt wurde. Bei allen anderen Patienten zeigten die Target-Banden

eine korrekte Lange.

Vergleich der Transkription der ARD- mit hVHF-Zellen

Beim Vergleich der Transkriptionsraten war die Transkription der 5a-Reduktase II

mit wenigen Ausnahmen in Patientenzellen geringer als in Normalkontrollen. Die
Transkription in Normalkontrollen wurde wieder als 100 % festgelegt. Es fanden
sich bis auf 4 % (nach Testosteroninkubation) bzw. 5,7 % (ohne Testosteron-
inkubation) herabgesetzte Werte in den Zellen von ARD 714-4 und nicht mehr
meBbare Werte bei ARD 402-2. Nur in den Fibroblasten von ARD 389-2 fand sich
eine deutliche Erhéhung auf 273 % bzw. 222 %. Im Durchschnitt betrug die
Transkription der 5RII der ARD-Zellen nur 59-65 % von der der hVHF-Zellen, der
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Median lag bei 43 % bzw. 36 %. Aufgrund hoher Standardabweichungen kann
jedoch nicht von einer signifikanten Erniedrigung ausgegangen werden.

Tabellarisch und graphisch sind die Ergebnisse in Tabelle 7 und Abbildung 14
dargestellt. Im Anhang sind in Tab. 13 die Rohdaten und in Abb. 35 bis 38

beispielhaft fiir die Ergebnisse zwei PAA-Gele mit densitometrischen Ergebnissen

aufgeflihrt.
Vergleich mit hVHF
mit T ohneT
Median Ergebnisintervall  |Median Ergebnisintervall

ARD 37-2 26,6% 24,0% - 30,6% 4,7%

ARD 320-2 43,2% 35,2% - 63,8% 44.1% 42,0% - 46,3%
ARD 345-2 26,3% 21,7% - 31,0% 35,3% 26,8% - 43,7%
ARD 350-3 63,4% 57,1% - 131,3% 35,9% 32,3% - 46,5%
ARD 389-2 273,3% 149,5% - 345,9% 222,3% 178,8% - 447,9%
ARD 402-2 0,0% 0,0%

ARD 444-2 51,9% 47,2% - 56,6% 67,8% 54,1% - 81,6%
ARD 529-2 27,7% 14,3% - 35,7% 21,2% 20,3% - 39,9%
ARD 674-5 82,5% 56,8% - 239,9% 103,7% 62,9% - 130,1%
ARD 714-4 4,1% 5,7%

ARD 832-2 119,3% 73,5% - 130,1% 113,2% 74,3% - 133,6%
ARD 150-2

Durchschnitt 65,3% 59,4%

SD 73,6% 63,0%

Median 43,2% 35,9%

Tabelle 7: Transkription der 5RII in ARD- und hVHF-Zellen. Der Wert gibt die
Transkriptionsrate von ARD-Zellen im Verhaltnis zu 100 % Transkription in hVHF-
Zellen an. Das Ergebnisintervall bezeichnet die Spannbreite der gemessenen
Einzelwerte. mit T bzw. ohne T: mit bzw. ohne Testosteroninkubation, SD:
Standardabweichung
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Abbildung 14: Ergebnisse der Transkriptionsuntersuchungen zur 5a-Reduktase
II, verglichen mit 100 % Transkription in Normalkontrollen. Durch die Symbole
sind die Mediane gekennzeichnet, die Spannweite umfaBt das Minimum und
Maximum.
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Bei ARD 402-2 wurden aufgrund der auffallig niedrigen Transkription zusatzlich
geringere Kompetitorkonzentrationen von 0,002 bis 0,06 aMol/ug RNA gewahlt.
Optisch waren bei allen Konzentrationen sehr schwache Target-Banden zu
erkennen, aber densitometrisch lagen die Banden unterhalb der Nachweisgrenze
(s. Abb. 15).
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Der EinfluB von Testosteron

Bei 6 von 9 auswertbaren PCRs war die Transkription der 5a-Reduktase II bei
Patientenzellen unter Testosteron-Inkubation leicht oder deutlich hoher als bei
Patientenzellen, die ohne Testosteron inkubiert wurden. Bei hVHF-Zellen, bei
denen alle 12 Proben auswertbar waren, war die Verteilung ausgewogen.
Aufgrund der hohen Standardabweichungen kann jedoch nicht von einem
signifikanten EinfluB von Testosteron auf die 5RII-Transkription in Patientenzellen
ausgegangen werden. Der Median lag nach Testosteroninkubation bei ARD-Zellen
bei 107 %, bei hVHF-Zellen bei 102 %, wobei die Transkription ohne
Testosteroninkubation als 100 % festgelegt wurde. Das deutet bei Patientenzellen
auf einen fehlenden EinfluB von Testosteron auf die Transkription, mit dem Befund

bei gesunden Individuen vergleichbar.
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EinfluB von Testosteron
ARD-Zellen hVHF-Zellen
Median Ergebnisintervall Median Ergebnisintervall

ARD 37-2 314,5% 62,4% 61,0% - 71,2%
ARD 320-2 155,7% 76,5% - 170,5% 93,6% 74,4% - 112,9%
ARD 345-2 94,0% 74,6% - 113,3% 146,4% 64,5% - 228,2%
ARD 350-3 127,3% 95,5% - 189,4% 72,1% 46,6% - 77,7%
ARD 389-2 187,5% 144,6% - 187,5% 173,0% 152,5% - 284,6%
ARD 402-2 93,6% 74,4% - 112,9%
ARD 444-2 107,3% 56,3% - 158,3% 146,4% 64,5% - 228,2%
ARD 529-2 81,9% 60,9% - 160,3% 95,1% 87,7% - 116,2%
ARD 674-5 56,3% 55,8% - 159,1% 86,2% 42,9% - 101,9%
ARD 714-4 109,4% 49,7% - 170,1%
ARD 832-2 106,5% 101,1% - 117,6% 109,4% 102,3% - 111,6%
ARD 150-2 109,5% 84,5% - 134,8%
Durchschnitt 136,8% 108,1%

SD 72,8% 31,1%

Median 107,3% 102,2%

Tabelle 8: Der EinfluB von Testosteron auf die Transkription der 5a-Reduktase II.
Der Wert gibt die die Veranderung der Transkription, von 100 % Transkription
ohne Testosteroninkubation ausgehend, an. ARD 402-2 und ARD 714-4 wurden in
den Berechnungen nicht berticksichtigt, da hier keine ausreichende Transkription
gemessen werden konnte. Das Ergebnisintervall bezeichnet die Spannbreite der
gemessenen Einzelwerte. SD: Standardabweichung

3.1.3 Weiterflihrende Untersuchungen an GHF des Patienten ARD 402-2

3.1.3.1 Northern Blot

Ein Northern Blot wurde durchgeflihrt, um die Lange der gesamten RNA zu
Uberpriifen. Im Northern Blot war bei der Normalkontrolle hVHF 2-3 eine deutliche
Bande bei 10,5 kb zu sehen, die der Androgenrezeptor-RNA entspricht. Bei der
RNA der Patientin ARD 402-2 fand sich hingegen auf dieser Hohe nur ein sehr
schwaches Signal. Dieses ist moglicherweise auf ein aus UnregelmaBigkeiten in
der Gelstruktur der Taschenstege resultierendes Artefakt zuriickzufiihren. Weitere
Signale, die auf eine veranderte RNA-Struktur hindeuten, fanden sich nicht auf
dieser Bahn. Die Kontrolle des Northern Blots mit B-Aktin-RNA ergab bei beiden
Proben deutlich sichtbare Banden bei 2,2 kb.
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ARD 402-2 hVHF 2-2

Abbildung 16 und 17: Northern Blot der Androgenrezeptor-RNA und der Aktin-
RNA zur Kontrolle des AR-Northern Blots von Patientin ARD 402-2

3.1.3.2 Promotorregion des AR-Gens

Die Promotorregion des AR-Gens wurde auf Mutationen untersucht, um
darzustellen, ob die verringerte Transkription mit Veranderungen in der
Basensequenz des Promotors einhergeht. Es wurde ein Mutationsscreening mittels
SSCP-Analyse Uiber zwei einzelne Abschnitte der Promotorregion durchgeflihrt, wie
von Ghadessy beschrieben (Ghadessy et al., 1999). Diese Abschnitte enthalten
mehrere flir die Regulation der Transkription wichtige Bereiche.

Im Versuch wurden finf verschiedene Normalkontrollen mit der Patienten-DNA
verglichen. Wie auf den SSCP-Gelen zu sehen ist, fanden sich bei allen Proben,

inklusive der des Patienten, identische Einzelstrang-Banden (s. Abb. 18 und 19).
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Abbildung 18 und 19: PAA-Gele zur SSCP-Analyse des ersten und zweiten
Abschnitts der Promotorregion. NC: Normalkontrolle, ss: single strand
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3.1.3.3 Western Blot

Weiterhin wurde ein Western Blot durchgefiihrt, um einen Eindruck vom
Androgenrezeptor-Protein zu erhalten. Hierbei fand sich bei der Patientin keine
Translation des Rezeptors. Die Aktin-Translation als Kontrolle war in Patient und

Normalkontrolle unauffallig.
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3.1.4 Korrelationen zwischen klinischen und experimentellen Funden

Die Ergebnisse aus den Transkriptionsuntersuchungen wurden mit dem
Schweregrad der Erkrankung und dem Alter der Patienten in Relation gesetzt.
Schliisselte man die Ergebnisse nach dem Schweregrad des AIS auf, so fand sich
mit steigender Virilisierungsstorung eine abfallende AR-Transkription. Bei
Patienten mit AIS Grad II waren die Werte am hochsten, streuten allerdings auch
bis in niedrigere Werte hinein. Die Maximalwerte fielen kontinuierlich mit
steigendem AIS-Grad ab (s. Abb. 21 und 22). Die Unterschiede zwischen den
Patientengruppen unterschiedlicher Virilisierungsgrade waren signifikant (p = 0,02
im Kruskal-Wallis-Test). Durch die geringe Anzahl der Proben in Grad IV und V ist
die Aussagekraft in diesem Bereich beeintrachtigt, doch auch zwischen den
Ergebnissen der Grade II und III bestand ein signifikanter Unterschied (p = 0,037
im Mann-Whitney-U-Test).

Die Ergebnisse der 5RII-Transkription in Bezug zum Erkrankungsgrad waren
ebenfalls signifikant unterschiedlich, allerdings konnte keine Tendenz in eine
Richtung ermittelt werden (s. Abb. 23 und 24, Kruskal-Wallis-Test zwischen allen
Erkrankungsgraden: p = 0,008, Mann-Whitney-U-Test zwischen Grad II und III:
p = 0,02).
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Abbildung 21 wund 22: Korrelation zwischen Transkriptionsrate des
Androgenrezeptor-Gens und phanotypischem Grad des AIS.

Abb. 21: alle Mediane der Ergebnisse der einzelnen Patienten (s. Kap. 3.1.1, Tab.
5) als Funktion des AIS-Grades

Abb. 22: Darstellung der Werte aus Abb. 21 mit Median als Linie, Minimum und
Maximum
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Abbildung 23 und 24: Korrelation zwischen Transkriptionsrate des 5a-
Reduktase II-Gens und phanotypischem Grad des AIS. Da vom einzigen Patienten
mit AIS Grad IV gonadale Fibroblasten untersucht worden waren, sind dort fir die
5RII-Transkription keine Werte darstellbar.

Abb. 23: alle Mediane der Ergebnisse der einzelnen Patienten (s. Kap. 3.1.2, Tab.
7) als Funktion des AIS-Grades

Abb. 24: Darstellung der Werte aus Abb. 23 mit Median als Linie, Minimum und
Maximum

Die Auftrennung nach Alter der Patienten zeigte keine Korrelation. Die Werte
waren unabhangig vom Alter bei den AR- und bei den 5RII-Untersuchungen sehr

variabel.
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Ergebnisse im Verhaltnis zum Alter der Patienten Ergebnisse im Verhaltnis zum Alter der Patienten
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Abbildung 25 und 26: AR- (Abb. 25) und 5RII- (Abb. 26) Transkription als
Funktion des Patientenalters

3.2 AR- und 5RII-Transkription in GF von Patienten mit 178-HSD III-

Mutation

3.2.1 Transkription des Androgenrezeptors

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte wie in Kap. 3.1.1 an AIS-Patienten
dargestellt. Die Transkription in Normalkontrollen bzw. die Transkription ohne
TestosteroneinfluB wurde wieder als 100 % festgelegt. Bei den Patienten mit
Mutation im 17B8-HSD III-Gen war die Transkription des AR nach kompetitiver RT-
PCR Uberwiegend geringer als in Zellen von Normalkontrollen. In allen Fallen mit
Ausnahme von ARD 111-2 +T war der Median der drei RT-PCR-Durchgange
herabgesetzt. Die Patientenzahl war jedoch zu gering und die Streuung zu groB,
um Aussagen hinsichtlich einer Tendenz zu machen.

Nach Inkubation mit Testosteron war die Transkription bei drei der Patienten
geringfigig erhoht, allerdings konnten ebenfalls keine aussagekraftigen
Unterschiede beobachtet werden. Tabellarisch und graphisch sind die Ergebnisse
in Tabelle 9 und Abbildung 27 und 28 dargestellt.
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Vergleich mit hVHF
mit Testosteron ohne Testosteron

Median Ergebnisintervall [Median Ergebnisintervall
ARD 111-2 108,1%|  90,8% - 335,7% 84,3% 70,9% - 101,7%
ARD 623-2 93,1% 62,1% - 121,0% 68,5% 62,8% - 139,4%
ARD 57-4 59,6% 29,6% - 91,0% 35,0% 34,5% - 68,7%
ARD 876-2 64,4% 54,9% - 136,4% 47,6% 40,4% - 77,5%

EinfluB von Testosteron
ARD-Zellen hVHF-Zellen

Median Ergebnisintervall [Median Ergebnisintervall
ARD 111-2 88,9%| 59,2% - 305,8% 64,6% 55,7% - 82,5%
ARD 623-2 116,2%| 109,9% - 217,3% 121,2%| 112,8% - 173,9%
ARD 57-4 107,2%|  84,9% - 192,0% 98,9% 73,9% - 123,6%
ARD 876-2 113,0% 63,9% - 175,5% 70,8% 61,3% - 90,3%

Tabelle 9: Transkription des AR in ARD- und hVHF-Zellen und der EinfluB von
Testosteron auf die Transkription des Androgenrezeptors. Der Wert gibt in der
oberen Tabelle die Transkriptionsrate von ARD-Zellen im Verhaltnis zu 100 %
Transkription in hVHF-Zellen an, in der unteren Tabelle die Veranderung der
Transkription, von 100 % Transkription ohne Testosteroninkubation ausgehend.
Das Ergebnisintervall bezeichnet die Spannbreite der gemessenen Einzelwerte.
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Abbildung 27 und 28: Ergebnisse der einzelnen Patienten mit 17B-HSD III-
Mutation bei der Untersuchung des Androgenrezeptors. Gezeigt ist die
Veranderung der Transkription in Prozent. Die Mediane sind als Linien, die
Ergebnisintervalle als Balken dargestellt.

Abb. 27: Vergleich mit der Transkription in Normalkontrollen

Abb. 28: EinfluB der Inkubation mit T auf die Transkription des AR-Gens

3.2.2 Transkription der 5o-Reduktase II

Die Auswertung der 5RII-RT-PCR-Produkte der Patienten und Normalkontrollen
erfolgte, da auch hier unterschiedliche Kompetitorkonzentrationen gewahlt worden

waren, wie bei den 5RII-Untersuchungen der Zellen von AIS-Patienten (s. 3.1.2).
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Dabei wurde die Transkription in Normalkontrollen bzw. die Transkription ohne
TestosteroneinfluB wieder als 100 % festgelegt. In den gonadalen Fibroblasten
der Patienten ARD 57-4 und ARD 876-2 konnte keine Transkription nachgewiesen
werden.

Die Transkription der 5a-Reduktase II war bei Patienten mit 17B8-HSD III-Mutation
in drei von vier auswertbaren Untersuchungen (ARD 111-2 und ARD 623-2 je
einmal mit und ohne Testosteroninkubation) erniedrigt. Sie betrug nur 21 % bis
50 % im Vergleich zur Normalkontrolle. Einzig bei testosteroninkubierten Zellen
von ARD 623-2 war die Transkriptmenge hoéher als die der zugehdrigen
Normalkontrolle.

Verglichen mit testosteronfreien Wachstumsbedingungen, die 100 % Transkription
entsprachen, war die 5RII-Expression nach Testosteron-Inkubation bei beiden
Patienten deutlich auf 300 % bzw. 460 % im Median erhoht. Bei den
Normalkontrollen fand sich kein Unterschied zwischen Inkubation mit und ohne
Testosteron. Tabellarisch und graphisch sind die Ergebnisse in Tabelle 10 und
Abbildung 29 und 30 dargestellt.

Vergleich mit hVHF
mit Testosteron ohne Testosteron

Median Ergebnisintervall Median Ergebnisintervall
ARD 111-2 50,4% 46,1% - 68,0% 21,7% 6,8% - 36,7%
ARD 623-2 163,8% 55,3% - 279,9% 46,8%| 20,0% - 120,2%
ARD 57-4
ARD 876-2

EinfluB von Testosteron
ARD-Zellen hVHF-Zellen

Median Ergebnisintervall Median Ergebnisintervall
ARD 111-2 460,6% 182,3% - 738,8% 98,2%| 86,5% - 118,1%
ARD 623-2 301,1% 260,6% - 303,5% 108,9%| 74,4% - 130,3%
ARD 57-4 75,2%| 74,6% - 113,9%
ARD 876-2 119,1%| 78,3% - 129,6%

Tabelle 10: Transkription des AR in ARD- und hVHF-Zellen und der EinfluB von
Testosteron auf die Transkription der 5o-Reduktase II. Der Wert gibt in der
oberen Tabelle die Transkriptionsrate von ARD-Zellen im Verhaltnis zu 100 %
Transkription in hVHF-Zellen an, in der unteren Tabelle die Veranderung der
Transkription, von 100 % Transkription ohne Testosteroninkubation ausgehend.
Das Ergebnisintervall bezeichnet die Spannbreite der gemessenen Einzelwerte.
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Abbildung 29 und 30: Ergebnisse der einzelnen Patienten mit 17B-HSD III-
Mutation bei der Untersuchung der 5a-Reduktase II. Gezeigt ist die Verdnderung
der Transkription in Prozent. Die Mediane sind als Linien, die Ergebnisintervalle als
Balken dargestellt.

Abb. 29: Vergleich mit der Transkription in Normalkontrollen

Abb. 30: EinfluB der Inkubation mit T auf die Transkription des 5RII-Gens
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4. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde die Transkription des Androgenrezeptor-Gens
und des 5a-Reduktase II-Gens bei Patienten untersucht, die unter dem
Androgenresistenzsyndrom (AIS) leiden, ohne daB eine Mutation im AR- oder
5RII-Gen zugrunde liegt. Zwei unterschiedliche Fragestellungen wurden
bearbeitet. Zum einen wurde nach Ursachen gesucht, die das
Androgenresistenzsyndrom bei solchen Patienten erklaren kdnnen. Hierzu wurde
die Expression der genannten Gene mit der von gesunden Individuen verglichen.
Zum anderen wurde versucht, Erklarungen fiir die phanotypische Variabilitadt des
Androgenresistenzsyndroms zu finden. Dazu wurde der EinfluB von Testosteron
auf die Transkriptionsrate des AR und der 5RII bei AIS-Patientenzellen und bei
Zellen von Patienten mit Mutation im 17B8-HSD III-Gen untersucht.

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der kompetitiven RT-PCR gewonnen. Bei dieser
Methode werden die Mengen der mRNA-Transkripte semiquantitativ mit einem
exogenen RNA-Kompetitor verglichen. Die Methode wurde flir das AR- und 5RII-
Gen in unserem Labor etabliert (Hellwinkel et al., 2000b). Sie ist eine sensitive
Technik zur Darstellung und Semiquantifizierung von Transkripten (Price et al.,
1992; Siebert, 1993a, b). Im Vergleich zum Northern Blot hat die kompetitive RT-
PCR den Vorteil, daB sie eine geringere Menge RNA als Ausgangsmaterial benétigt
und weniger zeit- und arbeitsaufwendig ist. Sie enthalt weniger Schritte und ist
dadurch in geringerem MaBe fehleranfdllig. Der Kompetitor wird nicht durch
individuelle, z. B. hormonelle, Einflisse verandert, wie es bei internen
Kontrollgenen wie B-Aktin oder GAPDH der Fall sein kann. Ein weiterer Vorteil der
Methode ist, daB der Kompetitor vor dem fehleranfalligsten Schritt, der cDNA-
Synthese, hinzugegeben wird und so eine weitgehende Normalisierung ermoglicht
(Henvel et al., 1993). Zusatzlich wurde zur Verifizierung gleichmaBiger Patienten-
RNA-Mengen im cDNA-Synthese-Ansatz die L7 als interner Standard im selben
Ansatz revers transkribiert und amplifiziert.

Von Hellwinkel wurden ausgedehnte Untersuchungen zur Aussagekraft der
Versuche durchgefiihrt. Die methodisch bedingten Standardabweichungen

betrugen in seinen Versuchen fiir das AR-Transkript fir die RNA-Isolation +/-



Diskussion 56

9,5 %, fiir die cDNA-Synthese +/- 10,2 % und fiir die PCR +/- 5 %. Beim 5RII-
Transkript betrug die Standardabweichung +/- 14,8 % fir die RNA-Isolation, +/-
14 % fir die cDNA-Synthese und +/- 11 % fiir die PCR. Die Ergebnisse
bestatigten die Verwendbarkeit der Methode (Hellwinkel, 1999).

ErfahrungsgemaB ist die Effektivitdt von RT-PCRs an 5RII-Transkripten variabel.
Dies wird u. a. an einer gréBeren Standardabweichung deutlich. Die Fehlerquoten
zur 5o-Reduktase II der in dieser Arbeit untersuchten Patientenproben dhneln
denen, die Hellwinkel erreichte (Hellwinkel et al., 2000a). Diese Variabilitat der
Methode bedingt somit eine eingeschrankte Aussagemdglichkeit. Sie kann
einerseits durch die Labilitdt der 5RII-PCR bedingt sein, aber auch auf den
interindividuellen und altersabhangigen Mengenunterschieden der 5RII-mRNA, die
auch bei gesunden Individuen sehr groB sind, beruhen. Durch ein moglichst
ahnliches Alter der Patienten- und zugeordneten Normalkontrollen-Proben wurde
versucht, diesen Fehler zu minimieren.

Die verwendeten GoF zeigten keine Unterschiede zu den GHF im AR-
Transkriptionsverhalten. Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchungen
wurde in gonadalen Fibroblasten grundsatzlich keine 5RII-Transkription
nachgewiesen. Diese Beobachtung stimmt mit bisherigen Kenntnissen (iberein
(Russell et al., 1994; Levine et al., 1996; Hellwinkel et al., 2000a). Von gesunden
Individuen liegen keine Erkenntnisse Uber die Transkription in GoF vor, da deren

Gewinnung aus Gonaden ethisch problematisch ist.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Transkription des Androgenrezeptor-Gens und
des 5o-Reduktase II-Gens in Genitalhautfibroblasten von Patienten mit
Androgenresistenzsyndrom untersucht. Die hier untersuchten Patienten weisen die
klinischen Merkmale des AIS auf, ohne daB eine Mutation in einem der Gene
nachzuweisen war. Die Ursache flir ihre Stérung ist somit ungeklart. Es sollte
untersucht werden, ob eine verringerte Transkription des AR oder der 5RII der
Erkrankung zugrunde liegen konnte.

Studien Uber Patienten mit AIS, bei denen die Transkription des AR-Gens
verringert ist, ohne daB eine Mutation die Ursache darstellt, existieren bisher nur
in Einzelfallen (Lee et al., 1996; Choong et al., 1997). Umgekehrt wurde bei
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Patienten mit nachgewiesenen Mutationen in einigen Fallen Uber verringerte AR-
Expression berichtet (Marcelli et al., 1991). Bei Untersuchungen an Hypospadie-
Patienten berichtet Edelstein Uber eine reduzierte AR-mRNA-Konzentration
(Edelstein et al.,, 1994). Allera beobachtete eine erniedrigte Androgen-
bindungskapazitat oder 5RII-Aktivitat bei jeweils zwei Patienten mit normaler AR-
Sequenz (Allera et al., 1995). Batch fand nur bei der Halfte ihrer AIS-Patienten
Mutationen und teilweise eine verringerte Androgenbindung (Batch et al., 1992).
Die 5RII-Expression wurde in diesem Zusammenhang haufig nicht untersucht. Nur
in Einzelfallen wird lber eine verringerte 5RII-Aktivitat berichtet, unter anderem
bei einigen Patienten mit AIS oder 5RII-Defekt. Hier lag, moglicherweise aufgrund
des Alters der Studie, keine Mutationsanalyse vor (Pinsky et al., 1978).

Die Transkription des Androgenrezeptors und der 5o-Reduktase II bei Patienten,
bei denen bekannte Mutationen im AR- oder 5RII-Gen Ursache des AIS waren,
wurde von Hellwinkel im Hinblick auf eine Klarung der schwachen Genotyp-
Phanotyp-Korrelation genauer untersucht. Es fand sich kein einheitlicher EinfluB
von Mutationssitus oder Art des Phanotyps auf die Transkription. Die Expression
des AR und der 5RII bei PAIS-Patienten war teils normal, teils zweifach (AR) bis
sechsfach (5RII) erhéht. In einem Fall war die 5RII-Expression moderat erniedrigt.
Bei CAIS-Patienten hingegen war die Transkription beider Gene starker erniedrigt,
zum Teil vermutlich durch frihzeitige Degradation und verringerte Proteinstabilitat
der Transkripte. Bei Mutationen im 5RII-Gen ist die Transkription des AR nicht
beeinfluBt, die der 5RII stark erniedrigt bzw. nicht nachweisbar (Hellwinkel et al.,
2000a). Ein EinfluB der Transkriptionsrate von AR und 5RII auf den Phanotyp der
AlIS-Patienten mit nachgewiesener Mutation konnte jedoch nicht sicher belegt
werden.

Die in der vorliegenden Studie untersuchten Patienten waren Kinder im Alter von 5
Monaten bis 8,5 Jahren zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme. Die Auspragung des
Androgenresistenzsyndroms reichte von einfacher Hypospadie (AIS Grad II nach
Sinnecker et al., 1996) bis zum vollstandig weiblichen Phanotyp ohne
Virilisierungszeichen (AIS Grad V). Dementsprechend wurde einigen von ihnen ein
mannliches, einigen ein weibliches Geschlecht zugeordnet. In der

vorangegangenen Diagnostik waren auBer sonographischen Ausschlusses
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Millerscher Strukturen und Mutationsscreenings an AR und 5RII hCG-
Stimulationstests und in einigen Fallen SHBG-Tests durchgeflhrt worden. Zur
Auswertung der Ergebnisse wurde die relative Transkriptmenge von AR und 5RII
in GF mit der in gesunden Normalkontrollen verglichen. Einen Gesamtliberblick mit
Ergebnissen und Resultaten der Voruntersuchungen gibt Tabelle 14 im Anhang.
Die vorliegenden Untersuchungen (s. Tab. 5, S. 41) zeigen eine durchschnittlich
leicht verringerte Transkription des Androgenrezeptors um 10-20 %, die jedoch
nicht signifikant ist. Obwohl bei der Mehrheit der Patienten die Transkription
erniedrigt ist, sieht man bei einem Drittel der Patienten nur eine leichte Reduktion,
bei einem weiteren Drittel allerdings eine starke Erniedrigung auf Werte bis 0 %.
Da die Einzelfalle stark variieren, missen sie getrennt beurteilt werden.

Die Transkription der 5o-Reduktase II von Patienten mit AIS ist nach den
vorliegenden Ergebnissen herabgesetzt (s. Tab. 7, S. 45). Aufgrund der hohen
Standardabweichung ist das Ergebnis allerdings nicht signifikant. Da auch hier die
Ergebnisse bei den verschiedenen Patienten variabel sind, es wurden u. a. auch
erhOhte Transkriptionsraten gemessen, missen die Falle ebenfalls einzeln
betrachtet werden.

Eine altersabhangige oder testosteronabhangige Verteilung der AR-Transkription
und der 5RII-Transkription war bei den in der vorliegenden Studie untersuchten
Patienten nicht zu erkennen. Das deckt sich mit den Befunden an gesunden
Individuen und AIS-Patienten mit Mutation (Hellwinkel et al., 2000a; Hellwinkel et
al., 2000b; Holterhus et al., 2002).

Eine mdgliche Verfalschung der Ergebnisse durch die vier Patienten, die die
Eingangskriterien nicht vollstandig erflllten (ARD 345-2, ARD 444-2, ARD 674-5
und ARD 714-4), zeigte sich nicht. Wurden sie aus der Auswertung
ausgeschlossen, und nur die Patienten betrachtet, bei denen auch
Hormonstimulationstests  vorlagen, zeigten sich keine Unterschiede im
Durchschnitt der Transkriptionsraten zu den Ergebnissen mit allen Patienten
(Diagramme nicht dargestellt). Lediglich der EinfluB von Testosteron auf die

Expression der 5a-Reduktase II scheint deutlicher zu sein.
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Alle Transkripte der Patienten wiesen korrekte Langen auf, sodaB versteckte
Mutationen in den Introns, die den SpleiBvorgang beeintrachtigen, im Bereich der

untersuchten Exons nicht angenommen werden kdénnen.

In Abhangigkeit des Schweregrades des AIS findet sich ein deutlicher Bezug zur
Transkriptionsrate des AR (s. Abb. 21 und 22). Mit zunehmender
Virilisierungsstérung und steigendem AIS-Grad fallt die Expression des AR-Gens
ab. Die Mediane der einzelnen Patientengruppen verlaufen fallend mit steigender
Schwere der Erkrankung. Es existieren zwar nur leicht erniedrigte
Expressionsraten bei Patienten mit AIS-Grad II, aber es finden sich keine
Patienten mit hohergradiger Virilisierungsstdérung, die annahernd normale
Expressionsraten vorweisen. Die Unterschiede zwischen den Patientengruppen
unterschiedlicher Virilisierungsgrade sind signifikant. Bei Patienten mit starkerer
Virilisierung (AIS Grad II/III) besteht zwar eine gréBere Variationsbreite der AR-
und 5RII-Expression, aber bei starker ausgepragtem Syndrom, bei dem die
Patienten (ARD 402-2 und ARD 350-3, s. auch Abb. 31, 32, 35 und 36 im Anhang)
als weiblich eingestuft wurden (Grad IV/V), wurden beide Gene ausschlieBlich
deutlich verringert exprimiert. Ahnliche Ergebnisse wurden jedoch auch bei stirker
virilisierten Patienten gemessen, die als Jungen heranwuchsen. Und auch mit
normalen oder erhdhten AR-Transkriptionsraten kann die Virilisierung geringer
ausfallen als bei erniedrigten 5RII-Transkriptionsraten. Dies ist zum Beispiel bei
ARD 832-2 der Fall, der unter PAIS Grad III leidet, im Gegensatz zu den Patienten
ARD 714-4 (s. auch Abb. 37 und 38 im Anhang), ARD 529-2 und ARD 444-2, die
bei teilweise stark verringerter 5RII-Transkriptionsrate lediglich an PAIS Grad II

leiden.

Aufgrund der vielféltigen Ergebnisse lassen sich keine allgemeingiltigen
Rilickschliisse auf die Ausbildung des Phanotyps der Patienten durch die AR- und
S5RII-Transkriptionsaktivitat ziehen. Wegen geringer Fallzahlen ist es zudem
schwer zu beurteilen, ob es sich um eine homogene oder heterogene Gruppe
Patienten handelt. Dennoch 1aBt sich in einem gewissen Grad eine Aussage Uber

das Transkriptionsverhalten des Androgenrezeptors und der 5ca-Reduktase II



Diskussion 60

machen. Da die Ergebnisse nicht einheitlich ausgefallen sind, kann zunachst ein
einfacher Zusammenhang zwischen AR- bzw. 5RII-Transkription und AIS
ausgeschlossen werden. Da bei allen Patienten die Genese ihrer Erkrankung unklar
ist, kénnten somit unterschiedliche Ursachen vorliegen. Die Sensitivitat des
Mutationsscreenings mittels SSCP-Analyse betragt 95%. Damit ist es mdglich, daB
unter diesen Patienten Einzelne unerkannte Mutationen besitzen. Eine weitere
Fehlermdglichkeit liegt darin, daB unterschiedliche Arzte die Voruntersuchungen
durchflihrten, was zu uneinheitlicher Bewertung in der Einteilung in AIS-Grade
fuhren kann.

Die Beobachtung, daB die AR-Transkriptmenge mit steigender Virilisierungsstérung
abfallt, erganzt die bisherigen Befunde von Hellwinkel (Hellwinkel et al., 2000a).
Hellwinkel fand eine herabgesetzte Expressionsrate bei Patienten mit bekannter
AR-Mutation und CAIS. Bei Patienten mit AR-Mutation und PAIS war die
Herabsetzung der AR-Transkription nicht eindeutig genug, um einen EinfluB auf
den Phanotyp anzunehmen. Daraus wurde geschlossen, daB die bestehenden
Unterschiede der Transkriptmengen keine bedeutende Rolle bei der Auspragung
des Phanotyps spielen diirften. Da in der vorliegenden Untersuchung trotz groBer
Variationsbreite der Ergebnisse der Patienten mit AIS Grad II und III der Abfall der
Transkription signifikant ist, ist es wahrscheinlich, daB die Transkription des AR
eine Rolle bei der Auspragung des Phanotyps spielt, auch wenn dies nicht der
einzige EinfluBfaktor ist.

Eine andere Erklarung fir dieses Phanomen wadre eine durch den Phanotyp
nachfolgend veranderte Transkription, also eine aberrante Transkriptionsrate als
Folge, nicht als Ursache des Phanotyps. Durch die Verweiblichung der Patienten
kdnnten Regelmechanismen in Gang gesetzt werden, die sonst nur bei genetisch
weiblichen Individuen ablaufen. So konnte dann unter anderem die AR-
Transkriptmenge in AIS-Individuen der in GHF normaler weiblicher Individuen
entsprechen. Im Genitaltrakt der weiblichen fetalen Maus ist die Verteilung der
Androgenrezeptoren beispielsweise anders als in der mannlichen Maus. Die AR-
Expression beginnt bei beiden zur selben Zeit, weist jedoch unterschiedliche
Verteilungsmuster im Gewebe auf (Crocoll et al., 1998). Je nach tatsachlicher

Ursache der Virilisierungsstorung konnte solch ein Effekt der Rezeptor-
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Umverteilung zusatzlich zum Phanotyp beitragen und somit auch die individuelle
Variabilitat des Phanotyps teilweise erklaren. Dem widersprechen jedoch die
Funde von Holterhus, der in labialen Fibroblasten von 46,XY-Frauen mit AR-
Mosaiken Expressionsmuster maB, die denen normaler Manner entsprach
(Holterhus et al., 2003a).

Um eine Abschatzung des Einflusses der Transkription des Androgenrezeptors auf
den Phanotyp vornehmen zu kdnnen, 1aBt sich eventuell ein Vergleich mit anderen
Genen heranziehen. Die Hamophilie A ist wie der Androgenrezeptor-Defekt eine
Erkrankung, die X-chromosomal rezessiv vererbt wird. Bei der Hadmophilie pragt
sich die HOhe des Faktor VIII-Proteinmangels auf das phanotypische
Krankheitsbild aus. Man spricht von einer Subhdamophilie, wenn die Proteinaktivitat
im Serum 16-50 % des Normalwertes betragt. Die Subhdamophilie bleibt klinisch
unauffallig. Bei 5-15 % liegt eine leichte Hamophilie vor, und unter 5 % spricht
man von einer mittelschweren bis schweren Hamophilie (Herold, 2000). Diese
Werte sind nicht direkt Ubertragbar, da die vorliegende Studie sich nicht mit
Protein- sondern mit RNA-Mengen beschéftigt. RNA-Mengen lassen sich haufig
nicht einfach in Proteinmengen umrechnen, da posttranskriptionale Mechanismen
die mRNA-Konzentration verandern kénnen. In humanen Prostatazellen jedoch
laBt sich von der S5RII-mRNA-Transkription gut auf die 5RII-Enzymaktivitat
schlieBen (Soderstrom et al.,, 2001). Demnach kann die hier gemessene
Transkriptionsrate zumindest als Anhaltspunkt dienen. Da keine Mutationen
nachgewiesen werden konnten, ist davon auszugehen, daB die Transkripte selbst
intakt sind und so in einem gewissen Grad auf Proteinaktivitdten tbertragbar sind.
Geht man davon aus, daB eine mRNA-Konzentration von 5 % oder weniger zu
deutlichen klinischen Auswirkungen fiihrt, 188t sich das Krankheitsbild der Patientin
ARD 402-2, die komplett weiblich erscheint, hierdurch erklaren.
Transkriptionsraten unter 50 % kdnnten analog zu einer "Sub-Androgenresistenz"
oder einem PAIS bei den Patienten ARD 37-2, ARD 674-5 und eventuell ARD 150-
2 beitragen. Geht man bei der 5a-Reduktase II von einer ahnlichen Wirkweise
aus, werden zusatzlich die klinischen Auspragungen von ARD 350-3, ARD 320-2,
ARD 345-2, ARD 714-4 und ARD 529-2 erklarbar. Interessanterweise finden sich
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hierbei auch Erklarungen fiir die Patienten ARD 714-4, ARD 345-2 und ARD 674-5,
die nicht die Eingangskriterien erfiillten, da keine Stimulationstests vorlagen. Eine
erniedrigte  5RII-Transkription kann sekundar durch einen AR-Defekt
hervorgerufen werden. Wenn durch die Schadigung des Androgenrezeptors die
Differenzierung 5RII-exprimierender Gewebe nicht ausreichend erfolgt, kann es so

zu einem 5RII-Mangel kommen (Wilson et al., 1993).

Bevor allgemeingtiltige Hypothesen zur Entstehung des AIS diskutiert werden,
sollten einige Patienten einzeln betrachtet werden. Aufgrund der Heterogenitat der
Gruppe finden sich bei Einigen weitere Ansatzpunkte, ihre Virilisierungsstérung zu
erklaren.

Ein Defekt des LH-Rezeptors (LHR) kdnnte eine mdgliche Ursache bei einem Teil
der Patienten darstellen. Bei einem LH-Rezeptor-Defekt finden sich normale oder
erhohte Werte flr LH (wie bei ARD 37-2: nach Stimulation von <0,5 auf 8,6 U/I
erhoht), das Hormon kann jedoch seine Wirkung nicht entfalten, ahnlich der
Pathogenese des AIS. Dies flihrt zu einer Leydigzellhypoplasie mit verminderter
Testosteronproduktion. Phanotypisch finden sich bei einer Mutation im LH-
Rezeptor Sexualdifferenzierungsstérungen wie beim AIS mit einer Variation von
fast vollstandiger Virilisierung bis zum weiblichen Phanotyp. Je nach
Inaktivitatsgrad des Rezeptors fallen das Krankheitsbild und der EinfluB auf den
Testosteronspiegel durch hCG bzw. LH aus. Mit zunehmender Inaktivitat des LH-
Rezeptors steigt das Virilisierungsdefizit und ein Testosteronanstieg erfolgt nur
nach  ACTH-Stimulation, aber nicht nach hCG-Stimulation. Fehlende
Brustentwicklung in der Pubertdt ist der deutlichste Unterschied zwischen AIS und
einem LH-Rezeptordefekt (Themmen et al.,, 2000). Bisher wurden mehrere
Mutationen im LH-Rezeptor gefunden. Auch bei den hier untersuchten Patienten
ist es mdglich, daB der Defekt nicht im AR, sondern im LHR liegt, insbesondere bei
Patienten, deren hCG-Stimulationstest oder Basalwerte fiir Testosteron gering
ausfallen. Das betrdfe ARD 37-2, ARD 345-2, ARD 714-4, ARD 529-2 und ARD
150-2. Bei ARD 37-2 und ARD 150-2 sind die Stimulationswerte je nach Quelle als
normal (Anstieg auf mehr als das doppelte des Ausgangswertes (Ahmed et al.,

1999)) bzw. subnormal (Testosteron <2,9 ng/ml (Feyaerts et al., 2002)) zu
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bewerten. Hier kann die Ursache der Differenzierungsstérung auch in einer
Testosteronbildungsstorung liegen. Bei beiden Patienten wurden jedoch deutlich
verringerte AR-mRNA-Mengen gemessen (s. S. 40), was unter Umstanden fir

einen Defekt im AR spricht.

Bei ARD 832-2 wurde die AR-Protein-Menge in einem auswartigen Labor als
erniedrigt gemessen, die 5RII-Aktivitat war dort normal. Bei den im Rahmen
dieser Arbeit durchgeflihnrten Untersuchungen stellte sich heraus, daB die
Transkription des AR und der 5RII normal waren (s. S. 41 und 45). Das deutet
darauf hin, daB bei diesem Patienten der Defekt im Androgenrezeptor-Protein

selbst zu finden ist und sich auf einer posttranskriptionalen Ebene befindet (s. u.).

Da bei den vier Patienten ARD 345-2, ARD 444-2, ARD 674-2 und ARD 714-4
durch fehlende hCG-Stimulationstests Testosteronsynthesestérungen nicht
ausgeschlossen werden konnten, wurde ein Screening nach Mutationen im 178-
HSD III-Gen durchgefiihrt. Klinisch stellte sich bei Mutationen im 17B-HSD III-Gen
ein dem AIS &hnliches Krankheitsbild dar, das sich von der Androgenresistenz
durch erhdhte Androstendion- und erniedrigte Testosteronspiegel und vermehrt
weibliche Auspragungen unter den Patienten unterscheidet (Twesten et al., 2000).
Patient ARD 674-5 wies trotz hoher unstimulierter Testosteronspiegel eine
Auffalligkeit im Exon 11 des 178-HSD III-Gens auf, die sich als heterozygote
Mutation Gly289Ser herausstellte. Bisher wurde diese Mutation als silenter
Polymorphismus ohne klinische oder enzymkinetische Auswirkungen beschrieben
(Moghrabi et al., 1998; Boehmer et al., 1999). In diesem Fall kénnte dieser
Polymorphismus mdglicherweise zur Virilisierungsstdérung beitragen. Bei den
anderen drei Patienten fanden sich keine Auffélligkeiten, sodaB eine

Testosteronsynthesestérung unwahrscheinlich ist.

Hypospadien koénnen vielfaltige Grinde haben (Albers et al., 1997).
Frihgeburtlichkeit und Syndrome mit multiplen Fehlbildungen sind mdgliche
Ursachen fir Fehlbildungen wie Hypospadien (Angerpointner, 1984). Sie kdnnen

durch exogene Einflisse wie Medikamente in der Schwangerschaft oder
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Sexualhormone hervorgerufen werden. Es wird vermutet, daB Hormonbelastungen
in der Umwelt Sexualfehlbildungen bewirken kdnnen. Sogenannte hormonelle
Storfaktoren, wie Antiandrogene oder Xenodstrogene konnen die Virilisierung in
utero beeintrachtigen (Toppari et al., 1998; Sultan et al., 2001a; Sultan et al,,
2001b).

Die Patienten ARD 832-2 und ARD 389-2 sind Frithgeborene, die zusatzlich
Fehlbildungen aufweisen. Flir eine Assoziation des Turricephalus von ARD 832-2
oder des offenen Foramen ovale von ARD 389-2 mit einem
Pseudohermaphrodismus findet sich in der Literatur bisher kein Anhaltspunkt.
Trotzdem kann die Frihgeburtlichkeit eine mdgliche Ursache darstellen. Auch die
Hydronephrose bei Patientin ARD 402-2 und der proportionierte Kleinwuchs von
ARD 714-4 sind bisher nicht in Kombination mit Intersexualitédt aufgetreten.
Patient ARD 529-2 leidet zusatzlich an einer Gaumenspalte. Diese Fehlbildung tritt
Ofter bei Patienten mit Hypospadie auf, sodaB3 hier ein Zusammenhang gesehen
werden kann (Wu et al., 2002).

Bei Patient ARD 345-2 liegt ein VACTERL-Syndrom (Vertebrale Anomalien,
Analatresie, Kardiale Malformationen, TracheoGsophageale Fisteln, Renale
Anomalien, Rumpfanomalien) vor. Es gibt Fallstudien, in denen das VACTERL-
Syndrom mit Hypospadie und Kryptorchismus assoziiert ist (Iafolla et al., 1991).
Gleichzeitig existieren Studien, in denen eine Sexualhormon-Exposition der Mutter
mit dem VACTERL-Syndrom assoziiert ist (Lammer et al., 1986). Das ist nattirlich

auch in diesem Fall mdglich.

GHF von Patientin ARD 402-2 wurde weiteren Untersuchungen unterzogen (s.
Kap. 3.1.3), da die durchgehend auf fast nicht mehr meBbare Werte
herabgesetzten Transkriptionen des AR und der 5RII auffallig waren. Erst bei bis
zu 20-fach niedrigeren Kompetitormengen als bei den Normalkontrollen beim AR
und 15-fach niedrigeren bei der 5RII waren Transkriptionsprodukte zu erkennen.
Die Patientin war zur Zeit der Probeentnahme 1 Jahr alt. Sie ist ein phanotypisch
vollig weibliches Individuum mit Karyotyp 46,XY, was AIS-Grad V entspricht.
Stimulationstests mit hCG hatten eine adaquate Steigerung der T- und DHT-
Spiegel gezeigt.
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Im Rahmen der weiterflihrenden Untersuchungen zeigte die RT-PCR des AR (iber
Exon 1 bis 8 eine in ihrer Lange intakte cDNA in verringerter Konzentration. Das
entspricht den Ergebnissen, die fiir den AR von Exon 1 bis 4 gewonnen wurden.
Im Northern Blot fanden sich keine zusatzlichen Banden, die auf eine veranderte
mRNA-Lange des AR hinwiesen. Die im Vergleich zur Normalkontrolle stark
abgeschwachte Bande bei 10,5 kb kann eine geringe Menge strukturell intakter
RNA darstellen, ein Artefakt kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Im
Western Blot fanden sich weder regelhafte noch  pathologische
Translationsprodukte. Der Androgenbindungsassay zeigte keine nachweisbare
Androgenbindung. Die T/DHT-Ratio nach hCG-Stimulation betragt 10. Dies spricht
gegen eine Stérung der 5RII, da erst Werte liber 16 als auffallig zu beurteilen sind
(Hiort, 1999b). Das Enzym selbst ist somit aller Wahrscheinlichkeit nach in seiner
Funktion nicht beeintrachtigt.

Die Analyse der Promotorregion des AR-Gens zeigte mit den Normalkontrollen
identische single-strand-Banden. Im untersuchten Bereich sind bei der Patientin
daher offensichtlich keine Mutationen vorhanden, die eine verringerte
Transkription zur Folge haben kénnen und die Ursache flir das Syndrom darstellen
kdnnten.

Die Kombination der beiden Expressionsdefekte, wahrscheinlich auch nur der AR-
Mangel allein, kann eine hinreichende Erklarung der vollstdandigen Feminisierung
dieses genetisch mannlichen Individuums sein. Allerdings konnte der Grund der
erniedrigten AR- und 5RII-Transkriptionsraten im Rahmen dieser Arbeit nicht
gefunden werden. Es ist wahrscheinlich, daB eine erniedrigte Transkription des
AR- und 5RII-Gens eine Rolle bei der Ausbildung des Phanotyps auch anderer

Patienten spielt, insbesondere der weiblich imponierenden Patientin ARD 350-3.

Es gibt mehrere Mdéglichkeiten, bei den hier untersuchten Patienten sowohl eine
verringerte als auch eine unauffallige AR-Transkription zu erklaren. Bisher wurden
bei AIS-Patienten ohne Mutationsnachweis im AR- und 5RII-Gen Ursachen auf der
Ebene der Translation, der Cofaktoren, der Zielgene oder der zeitlichen Abfolge
der Expression wahrend der Entwicklung vermutet (Batch et al., 1992; Allera et
al., 1995; Lee et al., 1996; Choong et al., 1997). Ist die Transkription des AR
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ungestort, kann die Ursache einen Schritt weiter in der Translation liegen. Durch
Western Blots lieBe sich dies untersuchen. Ist hingegen die Transkription
verringert, kann eine Stérung innerhalb der Promotorregion vorliegen, sodaB eine
Analyse dieses Abschnittes des AR-Gens weiterfiihrt. Finden sich nun
Anhaltspunkte flir Stérungen auf diesen Ebenen, ist wiederum die Frage, wodurch

diese entstehen. Auf diese Punkte soll im Folgenden naher eingegangen werden.

Eine Verdnderung im Bereich der Promotorregion konnte eine verringerte
Transkription des Gens zur Folge haben. Fir diverse Erkrankungen, wie z. B. die
B-Thalassamie, das Retinoblastom oder die Hamophilie B, wurden bereits
Mutationen in der Promotorregion der beteiligten Gene als Ursache nachgewiesen
(Cooper, 1992). Die Promotorregion des Androgenrezeptors (s. Abb. 4) besitzt
keine typischen TATA- oder CAAT-Boxen. 1,1 kb vor dem Translations-Initiations-
Codon ATG, direkt am Beginn des 5'UTRs, befinden sich zwei Transkriptions-
Initiations-Bereiche (TIS). Diese werden als TIS-I und TIS-II bezeichnet und sind
zusammen 13 bp groB (Tilley et al., 1989; Faber et al., 1991). TIS-II scheint
zusammen mit einer Spl-Bindungssequenz in einer GC-Box bei -59 bis -32
aufwarts des AR-Transkriptionsinitationsbereichs zu arbeiten. Von TIS-I, die als
Haupt-Transkriptionsstartsequenz postuliert wird, wird vermutet, daB sie mit
einem Bereich im 5'UTR von -5 bis +57 und mit der homopurinreichen Sequenz
bei -117 bis -60 interagiert (Faber et al., 1993; Mizokami et al., 1994b). Diese
zusatzlichen Bereiche kdnnten genauso wie die zweite TIS der Regulation dienen.
Wir untersuchten die Promotorregion des AR-Gens der Patientin ARD 402-2 im
Bereich von -153 bis +237 auf Mutationen. Dieser Abschnitt umfaBte somit die
Transkriptions-Initations-Bereiche TIS I und TIS II des AR-Gens und reichte bis zu
einer Stem-Loop-Struktur im 5'UTR. Im untersuchten Bereich wurden bei der
Patientin ARD 402-2 keine Veranderungen gefunden.

Weiter 5'-aufwarts der TIS wurden mehrere Cis-agierende Elemente beschrieben,
bei denen ein sowohl steigernder als auch hemmender EinfluB auf die
Promotoraktivitdt vermutet wird. Unter anderem wurden mehrere cAMP-
responsive Elemente entdeckt (Mizokami et al., 1994b). Von cAMP ist bekannt,

daB es die Transkription induzieren kann. Bei Ratten wurde eine Steigerung der
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AR-Expression in Sertolizellen durch cAMP festgestellt (Sanborn et al., 1991).
Weiterhin wurden im 5'UTR ein kleiner Open Reading Frame unklarer Bedeutung
gefunden (Tilley et al., 1990), sowie eine Stem-Loop-Struktur bei +21 bis +202
bp, bei der ein Zusammenhang zur Translationsinduktion vermutet wird (Mizokami
et al., 1994a).

Diese Bereiche sind hier nicht untersucht worden, daher kann nicht
ausgeschlossen werden, daB eine Promotor-Veranderung an dieser Stelle vorliegt.
Ein Transfektionsassay der Promotorregion, in welchem der Promotor vor ein
Reporter-Gen transfiziert und die Aktivierung des Reporters gemessen wird,
kdnnte hier Klarung bringen. Natirlich sind auch Veranderungen im Promotor der
5a-Reduktase II mdglich, die in einer herabgesetzten Transkription resultieren.
Bisher wurde dariiber in der Literatur noch nicht berichtet. Auch in dieser Richtung

sind in Zukunft weitere Untersuchungen denkbar.

Bei einer Reihe Patienten wurden in der vorliegenden Untersuchung keine oder
nur geringe Veranderungen der Transkription des AR festgestellt. Bisher ist bei
ihnen die Translation nicht untersucht worden, in der durch Western Blots
Stérungen nachweisbar wirden. Die Ursachen hierfir kdnnten mit Hilfe eines
Northern Blots oder einer XL-RT-PCR Uiber die gesamte cDNA-Region aufgedeckt
werden, denn im 3'UTR befinden sich einige Bereiche, von denen ein regulierender
EinfluB auf die Translation vermutet wird. Méglicherweise liegen in diesem Bereich
Stérungen vor. Im 3'UTR und im Poly(A)-Schwanz wurden Bereiche vermutet,
welche die Translation kontrollieren kdnnten. Auch im 5'UTR wurden zwei Helix-
Loop-Bindungsstellen entdeckt, die vermutlich die Translation beeinflussen (Faber
et al., 1991; Jackson, 1993; Mizokami et al., 1994a; Takane et al., 1996).
Weiterhin  wurde von Takane vermutet, daB posttranskriptionale und
posttranslationale Mechanismen die mRNA-Menge und Stabilitdt beeinflussen
kénnen, die dann wiederum eine Ursache fiir verringerte mRNA-Mengen bei
Transkriptionsmessungen sein kénnen.

In Exon 1 des AR-Gens befinden sich zwei Polymorphismen, ein Glutamin- und ein
Glycin-Repeat variabler Lange. Es gibt Hinweise darauf, daB ein verlangerter

Glutamin-Repeat (Lim et al., 2000; Hughes et al., 2004) und ein verkirzter Glycin-
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Repeat (Werner et al., 2004) auch ohne zusatzliche Mutation im AR-Gen mit
untervirilisierten Genitalien bzw. einer verringerten Transaktivierungskapazitat
assoziiert sind. Eine Analyse dieser Abschnitte ware bei den hier untersuchten

Patienten sinnvoll.

Cofaktoren  stellen eine weitere Grundlage flir Hypothesen  zur
molekularbiologischen Basis der Androgenresistenz dar. Es gibt eine Reihe von
Cofaktoren, die die unterschiedlichsten molekulargenetischen Schritte unterstitzen
bzw. ermdglichen. Fir den Androgenrezeptor sind mehrere Cofaktoren bekannt,
die auf die Transkription des AR und die Aktivierung seiner Zielgene wirken, und
es ist nicht unwahrscheinlich, daB weitere bisher unentdeckte Faktoren ebenfalls
eine Rolle spielen (Gottlieb, 2003).

Cofaktoren des AR regulieren oder veranlassen die Transaktivierung der
androgenrezeptorabhangigen Zielgene durch Veranderungen in
Transaktivierungsdomanen, sodaB der AR seine Konformation verdandert und
Genaktivierung maoglich wird (Yeh et al., 1999). Der AR hat zwei Hauptdomanen
zur Transaktivierung, AF-1 in der transaktivierenden Rezeptordomane und AF-2 in
der ligandenbindenden Domane. Diese Bereiche interagieren mit den Zielgenen
direkt oder Uber Coaktivatoren (Horwitz et al., 1996). Die Uber AF-2 aktivierten
Faktoren konnen wiederum andere Rezeptoren aktivieren und an die DNA-
bindende oder transaktivierende Domdne des AR konnen sich weitere Faktoren
anlagern (Yeh et al., 1999; Adachi et al., 2000). In den verschiedenen Gruppen
der Coaktivatoren von Steroidrezeptoren wurden sowohl rezeptorspezifische, z.B.
selektiv auf den AR wirkende, als auch allgemeine Coaktivatoren entdeckt. In
jedem Gewebe herrscht zudem ein spezifisches Cofaktormilieu. Zusatzlich spielen
das Zellmilieu, der Zelltyp und die Hormonkonzentration eine Rolle (Robins et al.,
1994; Bebermeier et al., 2004). Durch die Rezeptor- und Zellselektivitat einiger
Cofaktoren, die zudem ein spezielles Zellmilieu benétigen kénnten, ist es moglich,
daB kleine Milieu-Unterschiede zwischen verschiedenen Patienten bereits
unterschiedliche AR-Aktivierungsmuster hervorrufen kénnen. Solange es sich um
unspezifische Cofaktoren handelt, wird sich der Fehler klinisch auch auf anderen

Ebenen auspragen. Aber spezifische Cofaktoren, die nur in wenigen Zellarten ihre
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Wirkung entfalten, koénnen durch Defekte mdoglicherweise fokussiert AIS
hervorrufen. Adachi fand Nachweise fur einen Cofaktor, dessen Fehlen AIS
hervorruft. Er berichtet von einer Patientin mit CAIS, bei der keine Mutation des
AR-Gens als Ursache gefunden wurde. Die AR-mRNA-Konzentration und die AR-
Bindungseigenschaften waren ebenfalls normal. Die Ubertragung des
Transaktivierungssignals Uber AF-1 war allerdings stark herabgesetzt. Es wurde
ein Protein identifiziert, welches als Cofaktor wirkt, aber keinem der bekannten
Cofaktoren entspricht (Adachi et al., 2000). Mutationen von Cofaktoren kdnnen
auch die Transkription verhindern. Rahman identifizierte in vitro eine dominant-
negative Variante des Cofaktors ARASS. Diese verhinderte die Dimerisation zweier
ARA55-Molekiile, die normalerweise die Transkriptionsaktivitat des AR steigern.
Durch diese Mutation wurde die Transkription supprimiert (Rahman et al., 2003).
Mutationen in Bindungsstellen fiir Coregulatoren kdnnen bei Drosophila aus einem
Corepressor eine Coaktivator machen. Auch fiir Regulatorsequenzen im AR von
Ratten wurde solch ein Mechanismus vermutet (Song et al., 1995). Ein wie von
Adachi beschriebener Mechanismus konnte das AIS in Patienten mit normaler AR-
Transkriptmenge (hier z. B. ARD 345-3, ARD 714-4 und ARD 832-3) erklaren, der
von Rahman beschriebene Mechanismus stellt mdglicherweise eine Erklarung flr

Patienten wie ARD 402-2 mit nahezu nicht vorhandener AR-Transkriptmenge dar.

AuBer der bekannten androgenabhangigen Aktivierung des Androgenrezeptors
existieren Hinweise auf weitere ligandenunabhingige Aktivierungswege. Uber den
Adenylatcyclase-Signaltransduktionsweg und durch Proteinkinase-Aktivierung kann
der AR unabhangig von einem Liganden phosphoryliert und so aktiviert werden
(Nazareth et al., 1996; Cato, 2004). Auch Wachstumsfaktoren wie KGF, IGF-1 und
EGF flihren zu einer androgenunabhangigen Aktivierung des AR in der Prostata
(Culig et al., 1994). Weiterhin kénnen auch Androgene allein im Zusammenspiel
mit Proteinen wie Ras, Raf und ERK ohne Umweg liber Rezeptor und Zellkern in
einem beschleunigten Aktivierungsweg wirken (Cato, 2004). In welchem MaBe
diese alternativen Aktivierungsmodelle eine Rolle in der Androgenwirkung spielen

und ob auf diesem Weg dieselben Zielgene aktiviert werden, ist allerdings noch



Diskussion 70

unklar. Defekte in diesen Wegen der Androgenrezeptoraktivierung kénnen jedoch

im Prinzip auch zu Formen der Androgenresistenz fiihren (Jenster, 2004).

Nicht nur intrazelluldr in Genitalhautfibroblasten, auch in anderen Zelltypen
kdnnen Ursachen fir eine defekte Androgenwirkung liegen. Gewebeinteraktionen
Uber verschiedene Zelltypen hinweg und parakrine Mechanismen spielen in vielen
Organen eine Rolle. Androgenvermittelte Effekte treten in Zellen auf, die den AR
nicht exprimieren, wie friihembryonale Epithelzellen im Urogenitaltrakt. Das
Mesenchym ist hingegen zu der Zeit Androgenrezeptor-positiv. Die
androgenvermittelte Bildung der Samenblase aus dem Epithel des Urogenitalsinus
oder die Differenzierung der Driisengange in der Prostata entstehen durch
parakrine Mechanismen (Cunha, 1994; Cunha, 1996). Diese parakrin induzierten
Wirkungen sind reziprok, da sowohl das Epithel wie auch das Mesenchym sich
allein nicht differenzieren. Levine vermutete, daB auch DHT bei der Entwicklung
der fetalen mannlichen Genitalien in Form eines autokrinen und parakrinen
Mechanismus funktioniert, da zwar im Stroma, aber nicht im Epithel des Skrotum
AR und 5RII exprimiert wird (Levine et al., 1996). Der Wachstumsfaktor
Keratinocyte Growth Factor (KGF) spielt als moglicher Mediator bei der
Entwicklung des Drisenepithels der Prostata eine bedeutende Rolle als Induktor
(Cunha, 1996). KGF ist ein im mannlichen Genitaltrakt androgenabhangiger
Wachstumsfaktor, der in den Mesenchymzellen der Prostata, die den AR
exprimieren, gebildet wird. Uber FGF-R2, den Fibroblast Growth Factor-Rezeptor
2, der in den Epithelzellen exprimiert wird, fordert er dort das Epithelwachstum.

Auch im IGF-System (Insulin-like Growth Factor) wurden mehrere
Wechselwirkungen mit Androgenen beschrieben. In Osteoblasten steigern
Testosteron und DHT die Expression von IGF-I und IGF-Bindungsprotein 2 und 3
(Gori et al., 1999). IGF-I steigert in Genitalhautfibroblasten die Aktivitat der 5a-
Reduktase II. Vermutlich wirkt der Androgenrezeptor parakrin Uber IGF-I, das
lokal gebildet wird, als Modulator (Horton et al., 1993). Da der Androgenrezeptor
das IGF-System aktiviert und dartiber Teile seiner Wirkung entfaltet, kann hier
eine Ursache ungeklarter Virilisierungsstorungen liegen. Elmlinger entdeckte eine

verringerte Expression von IGF-II und eine gesteigerte Expression seines
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Bindungsproteins IGF-BP 2 in Genitalhautfibroblasten von Patienten mit CAIS
(Elmlinger et al., 2001; Diesing et al., 2003). Eine IGF-I-Produktion konnte,
genauso wie eine Bindungsaktivitdt des Androgenrezeptors, in den Zellen nicht
nachgewiesen werden. IGF-II und IGF-I werden beide Uber den IGF-I-Rezeptor
moduliert. In dieser Studie wurde auch vermutet, da die Reduktion von IGF-II
und die Steigerung von IGF-BP 2 im Genitalgewebe ein Faktor der fehlerhaften
Virilisierung sein koénnte. Bei den in der vorliegenden Studie untersuchten
Patienten ware es ebenso mdoglich, daB eine verringerte Transkription Uber das
IGF-System die Virilisierung aufhalt oder daB bei normaler AR-Transkription ein

Defekt im IGF-System als Ursache vorliegt.

Untersuchungen zu Zielgenen des AR wiesen auf eine Anzahl Gene hin, die flr
Proliferation, Morphogenese und Zelltod verantwortlich sind, wie zum Beispiel
Testican und L-Plastin (Nitsche et al., 1996). Eine Reihe weiterer Schllisselgene
der Morphogenese werden in ihrem Expressionsmuster durch den AR gepragt
(Holterhus et al., 2003a). Ein Defekt in den Genen, die hiervon speziell fir die
Ausbildung des Urogenitaltraktes von Bedeutung sind, kénnte ein der

Androgenresistenz ahnliches Bild hervorrufen.

Es bestehen also diverse Mdglichkeiten, wie ein AIS verursacht werden kann, ohne
daB eine Mutation im AR- oder 5RII-Gen vorliegt. Weitergehende Untersuchungen
des AR-Proteins, des Promotors und der Cofaktoren miissen durchgefiihrt werden,
um bei jedem einzelnen Patienten einen Hinweis auf die Ursache seines Syndroms
zu bekommen und in der Summe ein Bild von der Haufigkeit der einzelnen

Ursachen zu erhalten.

Die phanotypische Variabilitat des AIS, bei der bei nachgewiesenen Mutationen
keine durchgehende Korrelation zum Phanotyp gezogen werden kann, stellt einen
weiteren ungeklarten Aspekt des Androgenresistenzsyndroms dar. Die Klarung der
Ursachen ist besonders flir die Geschlechtszuweisung und zur Abschatzung der
Entwicklung wahrend der Pubertdt von Bedeutung, um die Therapie entsprechend

ausrichten zu konnen.
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Phanotypische Unterschiede bei identischen Mutationen verwandter Patienten
wurden bereits in mehreren Fallen beschrieben (Rodien et al., 1996; Evans et al.,
1997; Boehmer et al., 2001). Als Ursachen wurden unzureichende
Testosteronkonzentrationen in einer kritischen Phase der fetalen Entwicklung
aufgrund mdglicher antiandrogener oder 6strogener Effekte durch Umwelttoxine
bzw. selbst Variationen der Androgenspiegel im physiologischen Rahmen zur Zeit
der fetalen Genitalentwicklung vermutet. In einem Fall beruhte der Unterschied
auf einer zusatzlich erniedrigten 5RII-Expression bei einem der Geschwister. Hier
wurden als Ursache Unterschiede in der DHT-Verfligbarkeit wahrend der
embryonalen Geschlechtsdifferenzierung vorgeschlagen. Weiterhin  wurden
Auffalligkeiten in der Stimulierbarkeit eines defekten AR durch T in vivo
beobachtet. Ein unter normalen Bedingungen inaktiver Rezeptor eines PAIS-
Patienten lieB sich durch unphysiologisch hohe Testosteron-Konzentrationen
aktivieren und nahm seine Funktion auf (Holterhus et al., 1999; Holterhus et al.,
2000). Mitverursachend fiir die AIS-Auspragung wurden auch hier unterschiedliche
fetale Testosteronkonzentrationen in verschiedenen Patienten bei identischer AR-
Mutation vermutet.

Auch die Beobachtung eines Zusammenhangs zwischen Grad der Erkrankung und
Transkriptionsrate des AR (s. 0.) legt die Vermutung nahe, daB durchaus ein
einzelner Faktor bei genotypisch unauffalligen Patienten ein AIS hervorrufen kann.
Bereits mehrfach ist die Hypothese diskutiert worden, daB ein frilhembryonaler
EinfluB von Hormonen, eventuell Testosteron, die Zellen auf Expressionsmuster
pragt und u. a. die AR-Expressionsrate festlegt (Hellwinkel, 1999; Hiort, 1999a;
Holterhus et al., 2003a). Der Bezug zwischen Phanotyp und Transkriptionsrate
lieBe sich damit erkléaren, daB die Zellen auf AR-Expressionen unterschiedlicher
Niveaus festgelegt werden und so in der folgenden Genitalentwicklung
unterschiedlich starke Virilisierung bewirken. Auch bei anderen Erkrankungen des
Urogenitaltrakts wurden ahnliche Mechanismen ursachlich vermutet. Relativ
erhdohte DHT-Konzentrationen konnten wahrend der fetalen Entwicklung der
Prostata einen Imprinting-Effekt in den Stromazellen verursachen, der zur
Entwicklung einer Benignen Prostatahyperplasie im Alter pradisponiert (Levine et

al., 1996). Bereits 1981 formulierten Kaufman et al. die Hypothese, daB
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physiologische Fluktuationen der DHT-Menge einen adaptierten Vorteil in Zielzellen
verleihen kdnnen, wodurch die Ansprechbarkeit der Rezeptoren auf DHT erhdht
werden konnte. Eine eventuell defekte Regulation des AR als Ursache fiir PAIS
wurde in einem Patienten spekuliert (Kaufman et al., 1981).

In dieser Hinsicht ist die Frage nach altersabhangigen Autoregulations-
mechanismen des AR interessant. Die Regulation des AR durch Androgene ist in
unterschiedlichen Geweben und in den gleichen Geweben unterschiedlicher
Spezies uneinheitlich. Teilweise finden sich in der Literatur sowohl bei Studien an
tierischen als auch an humanen Geweben widerspriichliche Angaben. Positive
Wirkungen von Androgenen auf die AR-mRNA- und Proteinmenge wurden bei
Ratten, humanen hepatozelluldren Karzinomen und im Knochen gefunden (Takeda
et al., 1991; Kerr et al., 1995; Yu et al., 1995; Wiren et al., 1997). Eine negative
Autoregulation fand sich hingegen in LNCap-Zellen und ebenfalls bei Ratten
(Quarmby et al., 1990; Tilley et al., 1990; Trapman et al., 1990; Blok et al., 1992;
Wolf et al., 1993). Uber die Autoregulation des Androgenrezeptors speziell in
humanen Genitalhautfibroblasten gibt es ebenfalls widerspriichliche Darstellungen.
In friiheren Studien wird von einer Heraufregulation des AR durch DHT in GHF
berichtet (Kaufman et al.,, 1981; Gad et al., 1988). Nirdé sprach von einem
biphasischen Autoregulationsmechanismus (Nirde et al., 1998), aber Hellwinkel
wie auch Wolf zeigten, daB kein EinfluB durch Androgene besteht (Wolf et al.,
1993; Hellwinkel et al., 2000b). Bei AIS-Patienten mit Mutation wird kein EinfluB
auf die Transkription durch Testosteron beobachtet (Hellwinkel et al., 2000b). Fir
5RII existiert ein positiver Feedback-Mechanismus im embryonalen Urogenitaltrakt
der Ratte (George et al., 1991). In humanem Genitalgewebe ist die 5RII-
Expression in weiblichen Feten geringer als in mannlichen, die hdhere
Androgenspiegel haben (Wilson et al., 1993). Gegen eine positive Autoregulation
in humanem Gewebe spricht allerdings, daB bei CAIS-Patienten die S5RII-Aktivitat
haufig normal ist und daB in vitro in Genitalhautfibroblasten keine Steigerung
durch Inkubation mit Androgenen erreicht wird (Pinsky et al., 1978; Hellwinkel et
al., 2000b).

In vielen tierischen Geweben sind die Regulation des Androgenrezeptors und die

Androgenrezeptormenge altersabhdngig. Bei der Ratte wurde in unterschiedlichen
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Geweben eine Abhangigkeit der Androgenrezeptor-Menge von  der
Entwicklungsstufe beobachtet (Cunha et al., 1983; Takane et al., 1990). Der Penis
der Ratte verliert mit der Adoleszenz seine Androgenresponsivitat. Es wurde
gezeigt, daB sinkende AR-Protein-Mengen im Penis nur in einigen Penisbereichen
mit einer sinkenden AR-mRNA-Menge einhergehen und daher wohl
unterschiedliche Faktoren die Promotoraktivitdt beeinflussen (Takane et al., 1991).
In der Harderschen Drlise des Hamsters wurde eine positive Autoregulation des
AR nachgewiesen, deren Bedeutung auf die Embryo- und Neugeborenenphase
beschrankt ist (Varriale, 1996). Im menschlichen Fetus variiert die
Testosteronkonzentration mit dem Alter des Fetus (Diez D'aux et al., 1974; Reyes
et al., 1974; Takagi et al., 1977). Die maximale Testosteronsekretion besteht in
der 17. bis 20. Woche. Der Androgenrezeptor wird sowohl im Genitalgewebe
mannlicher als auch weiblicher Feten exprimiert (Kalloo et al., 1993). Kim et al.
wiesen bereits bei Feten von 12 bis 20 Wochen Alter Androgenrezeptoren und 5a-
Reduktase II-Aktivitat in Genitalhaut und anderen penilen Strukturen nach. Die
Expression des AR veranderte sich im Epithel der Urethra mit dem Alter des Feten
(Kim et al.,, 2002). Eine altersabhangige Expression des AR wurde auch in
menschlicher Vorhaut beobachtet. Dort sinkt die AR-mRNA-Menge nach der
Geburt, beginnt bei einem Alter von 10 Jahren wieder zu steigen und fallt im
spateren Leben ab. Dabei scheint die AR-mRNA-Menge nicht (ausschlieBlich) von
Androgenen kontrolliert zu sein, denn sie steigt, bevor der Penis durch Androgene
zu wachsen beginnt, und das Peniswachstum endet mit einem Absinken der AR-
mRNA-Menge trotz bleibend hoher Testosteronspiegel (Roehrborn et al., 1987).
Hellwinkel konnte dies fir GHF allerdings nicht bestdtigen, die von ihm
untersuchten GHF im Alter von finf Monaten bis 51 Jahren zeigten kein

altersabhangige Transkriptionsverhalten (Hellwinkel et al., 2000b).

Anhand dieser Beispiele wird die Vermutung ersichtlich, daB Variationen in der
Androgenkonzentration ein entscheidender Faktor fir die Unterschiede im
Phanotyp sein kénnen, indem sie in der kritischen Phase der embryonalen
Genitalentwicklung die Androgenrezeptorfunktion beeinflussen. Der zweite Aspekt

der Arbeit umfaBt daher den EinfluB von Testosteron auf die Transkription des
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Androgenrezeptors und der 5a-Reduktase II in Fibroblasten der AIS-Patienten und
von Patienten mit Mutation im 17B8-HSD III-Gen. Sollte eine Art Autoregulation in
Genitalhautfibroblasten wahrend der Embryonalzeit existieren, miiBte sie bei
Patienten mit 178-HSD III-Mutation gestért sein, da eine normale
Testosteronproduktion nicht mdglich ist, und die Expression miiBte folglich
auffallig sein.

Betrachtet man in den hier durchgefihrten Untersuchungen den EinfluB von
Testosteron, so findet sich sowohl bei ARD-Zellen als auch bei hVHF-Zellen keine
signifikante Verdnderung in der AR- und 5RII-Expression. Diese Ergebnisse decken
sich mit den jlngsten Untersuchungen von GHF mit und ohne Mutation von
Hellwinkel (Hellwinkel et al., 2000a; Hellwinkel et al., 2000b). Man kann nun auch
bei Genitalhautfibroblasten von AIS-Patienten ohne nachgewiesene Mutation nicht
von einem persistierenden EinfluB von Testosteron auf die Transkription sprechen.
In den Untersuchungen dieser Arbeit fand sich ebenfalls kein EinfluB von
Testosteron auf die Transkription des AR in 17B-HSD III-Patientenzellen.
Allerdings war die 5RII-Expression bei den zwei Patienten mit 17B-HSD III-
Mutation, deren GHF untersucht wurden, nach Testosteroninkubation verglichen
mit testosteronfreien Wachstumsbedingungen deutlich auf 300 % bzw. 460 % im
Median erhdht. Diese Ergebnisse kdnnen zunachst als Phanomene betrachtet
werden, statistisch valide Erkenntnisse lassen sich aufgrund der geringen
Probenanzahl nicht machen. Sie kdnnen jedoch auch als ein weiterer Hinweis auf
eine mdgliche die Transkription pragende embryonale Phase betrachtet werden.
Geht man von der Annahme aus, daB eine embryonale androgengesteuerte
Autoregulation der AR- und 5RII-Transkription existiert, die dazu flihrt, daB nach
Ende dieser pragenden Phase durch Androgene nicht mehr beeinfluBbare
Transkriptionslevel festgeschrieben sind, fligt sich die erhéhte 5RII-Transkription
dieser Patienten gut in diese Hypothese hinein. Da bei diesen Patienten durch
mangelnde Testosteronsynthese wahrend der Embryonalentwicklung keine
Fixierung der Transkriptionslevel hervorgerufen wird, bleiben diese, allerdings
interessanterweise hier nur bei der 5RII, sensibel fiir eine spatere Stimulation

durch Androgene.
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Hinweise auf solch einen Mechanismus der zeitlich limitierten androgensensiblen
Phase der Genexpression, die spater irreversibel deaktiviert wird, fand kirzlich
Holterhus. In einer neuen Studie zeigte er Hinweise auf eine pranatale
genomische Programmierung der Genitalhautfibroblasten auf (Holterhus et al.,
2003a). Wie mit Hilfe von Microarrays erkannt wurde, werden Expressionsmuster
von Uber 30.000 Genen in GHF von gesunden Mannern anders festgelegt als in
denen von Patienten mit Androgenresistenz. Bei den Genen, bei denen
Unterschiede in der Transkription gefunden wurden, handelt es sich vor allem um
Gene, die die Entwicklung beeinflussen, wie Differenzierungsfaktoren (HOX),
Proteine der Signaltransduktion, der extrazelluldaren Matrix und fur die Zell-Zell-
Kontakte (Integrine, Cadherine). DHT-Inkubation konnte keine Veranderung der
Transkriptionsmuster hervorrufen. Holterhus vermutete, daB der AR und
moglicherweise praandrogene Prozesse die Expressionsmuster verursachen und so
eine Ursache fir Differenzierungen und Fehlentwicklungen bei der
Genitalentwicklung bilden kdnnten. Diese Expressionsmuster kdnnen durch
unterschiedliche Testosteronspiegel in der postulierten sensitiven Phase wahrend
der Embryonalentwicklung beeinfluBt werden und daher zu verschiedenen
Phanotypen flihren, auch bei identischen Genotypen bzw. identischen Mutationen.
Je nach der zugrundeliegenden Ursache der Virilisierungsstérung kénnte dieser
Effekt den Phanotyp mit beeinflussen und somit auch die individuelle Variabilitat
des Phanotyps mit erklaren.

Obwohl gezeigt wurde, daBB bei AIS-Patienten normalerweise keine Abhangigkeit
der Transkription von der Testosteronkonzentration besteht, kdnnte weiterhin in
wenigen Fallen eine Persistenz der Sensitivitat der AR-Expression flir Testosteron
erhalten bleiben, dhnlich dem von Holterhus beschriebenen Patienten (Holterhus
et al.,, 2000). Die zuvor genannten Hypothesen, die das AIS bei Patienten ohne
Mutation erklaren kdnnten, kdnnen ebenfalls zur Variabilitdt der Phanotypen bei
identischer Mutation beitragen, wie zum Beispiel Defekte in Cofaktoren oder

andere Modulatoren (Holterhus et al., 2000).

17B-HSD III-Patienten leiden wie AIS-Patienten an unzureichender Virilisierung,

allerdings virilisieren sie in der Pubertat deutlich. Die Ursache der Virilisierung ist
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bisher ungeklart. In der vorliegenden Studie zeigte sich, daB die Expression der
5RII durch Testosteron auf ein Vielfaches erhéht wurde. Im Gegensatz zu
normalen mannlichen und AIS-Genitalhautfibroblasten scheinen 17BHSD III-
defiziente GHF in vitro eine androgenregulierte Transkriptionsregulation der 5RII
aufzuweisen. Diese Daten konnten bedeuten, daB 17B8HSD III-defiziente GHF
teilweise der postnatalen programmierten Unempfindlichkeit gegenliber
Androgenen entkommen sind. Da den Patienten in der Embryonalentwicklung
Testosteron fehlt, blieben die Zellen sensibel flir eine Stimulation durch
Testosteron. In vivo kénnte die Heraufregulation der 5RII-Expression in genitalen
Bindegewebszellen durch Androgene zur Virilisierung der 17B-HSD III-defizienten
Patienten in der Pubertat beitragen. Die niedrigen, aber durchaus vorhandenen
Testosteronspiegel wirden verstarkt in DHT, das potentere Androgen,
umgewandelt. DHT stiinde dann in den genitalen Geweben vermehrt zur

Verfligung, um eine gréBtmadgliche Virilisierung in der Pubertat zu erreichen.

Weitergehende Untersuchungen, insbesondere Screenings mittels Microarrays, an
Zellen unterschiedlichen Alters und mit verschiedenen Stérungen innerhalb der
Wirkungskette der Androgene miiBten durchgefiihrt werden, um die embryonale

Pragung durch Androgene und ihre Folgen besser zu verstehen.

Zusammenfassend ergeben sich aus dieser Arbeit folgende Erkenntnisse:

1) Bei AIS-Patienten ohne nachweisbare Mutation ist die Transkription des
Androgenrezeptor-Gens mit steigender Virilisierungsstérung zunehmend
verringert. Ob die Transkriptionsverringerung eine der Ursachen oder eine
Wirkung der Virilisierungsstdérung darstellt, bleibt unklar. Die Transkription
des 5o-Reduktase II-Gens ist bei diesen Patienten eher herabgesetzt.
Herabgesetzte Transkriptmengen beider Gene sind vermutlich ein Faktor, der
zur Virilisierungsstérung beitragt. Bei einer Patientin stellt die nahezu
vollstéandig fehlende AR- und 5RII-Transkription vermutlich die Hauptursache
des Krankheitsbildes dar. Eine einheitliche Ursache in der heterogenen

Patientengruppe wurde nicht gefunden. Mdgliche weitere Ursachen eines AIS
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ohne Mutationsnachweis liegen in der Promotorregion, der Translations-
regulation, Polymorphismen in Exon 1 des AR-Gens, in Cofaktoren der
Expression, alternativen Aktivierungswegen des AR, anderen Mediatoren wie

IFG-2 und in Defekten der Zielgene.

2) Die Transkription des AR- und 5RII-Gens wird bei den hier untersuchten
Patienten nicht durch Testosteroninkubation beeinfluBt. Wie bei gesunden
und AIS-Individuen mit Mutation liegt dies mdglicherweise an einer
pranatalen Programmierung, bei der Androgene selbst die spatere
BeeinfluBbarkeit der AR- und 5RII-Transkription durch Androgene
abschalten. Defekte in dieser Programmierung kénnen eine Ursache sein, die

zur phanotypischen Variabilitat beitragt.

3) Bei Patienten mit Mutation im 17B8-HSD III-Gen wird die Transkription der
5RII, nicht aber die des AR durch Testosteron gesteigert. Dies ist ein
weiteres Indiz flr die Existenz einer zeitlich limitierten sensiblen Phase der
Expressionsregulation durch Androgene in der Geschlechtsentwicklung, in der
Transkriptraten festgelegt werden. Eine pranatale Programmierung durch
Androgene scheint bei diesen Patienten nicht stattgefunden zu haben. Die
Induzierbarkeit der 5RII-Expression durch T ist somit eine mdgliche Ursache

fur die Virilisierung wahrend der Pubertat.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ermdglichen einen erweiterten Einblick in
die komplexen Vorgange, die der pathologischen mannlichen
Geschlechtsentwicklung zugrunde liegen und bieten Ansatzpunkte flr
weitergehende Untersuchungen zum tieferen Verstandnis der Genese der
Androgenresistenz. In der Folge kdnnen sie moglicherweise zur Weiterentwicklung

therapeutischer Konzepte bei Virilisierungsstérungen beitragen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Androgenresistenzsyndrom (AIS) ist eine Virilisierungsstérung variabler
Auspragung, der meist eine Mutation im Androgenrezeptor (AR)-Gen oder im Gen
der 5a-Reduktase II (5RII) der 46,XY-Patienten zugrunde liegt. 5RII wandelt
Testosteron in das potentere Dihydrotestosteron (DHT) um. In dieser Studie
wurden Patienten mit klinischen Kriterien des AIS, bei denen keine Mutation
nachweisbar war, mittels kompetitiver RT-PCR dahingehend untersucht, ob eine
Stérung der Transkription des AR- und 5RII-Gens die Ursache des AIS darstellen
kann. Die Bandbreite der erhobenen Befunde reichte von kaum nachweisbarer
Transkription beider Gene Uber eine isolierte Verringerung der AR- oder 5RII-
Transkription bis hin zu unauffalligen oder erhéhten mRNA-Konzentrationen.
Allerdings fand sich eine auffallige Korrelation zwischen der Erniedrigung der
Transkriptionsrate des AR und zunehmendem Schweregrad des AIS. Es ist somit
denkbar, daB eine erniedrigte Transkription des AR eine Rolle bei der Ausbildung
des Phanotyps einzelner Patienten spielt. Dies ist zumindest bei einer Patientin
(ARD 402) sehr wahrscheinlich. Weitere mogliche Ursachen flir die Auspragung
des AIS wadren Defekte der AR-Promotorregion oder der Cofaktoren der AR-
Transkription sowie Stérungen in der Translation oder in den Zielgenen des AR.

Weiterhin wurden Hinweise auf Autoregulationsmechanismen gesucht, welche die
schwache Genotyp-Phanotyp-Korrelation des AIS erklaren kénnen. Hierzu wurde
der EinfluB von Testosteron auf die AR- und 5RII-Transkription in AIS-Patienten-
Zellen und 178-HSD III-Patientenzellen untersucht. Patienten mit einer Mutation
im Gen der 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase III (178-HSD 1III) kdnnen
Androstendion nicht in Testosteron umwandeln. Testosteron steigerte die
Transkription der 5RII bei diesen Patienten, auf die Transkription des AR und AIS-
Patienten-Zellen hatte es keinen EinfluB. Dies liefert einen weiteren Hinweis auf
eine pranatale sensible Phase, in der Androgene einen pragenden EinfluB auf die
spatere Expression haben und dann durch Androgene unbeeinfluBbare
Transkriptionsraten festlegen. So kdnnte sich die schwache Genotyp-Phanotyp-
Korrelation des AIS teilweise erkldren lassen und bei 17B-HSDIII-Patienten durch

Ausfall der pranatalen Programmierung die Virilisierung in der Pubertat entstehen.
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6. ANHANG

6.1 Transkription des AR: Rohdaten

Median A(T/S) hVHF Median A(T/S)
mit T ohne T mit T ohne T
ARD 37-2 2,316 2,604 4,806 7,703
ARD 320-2 0,880 0,435 2,520 1,619
ARD 345-2 0,780 0,717 0,851 0,794
ARD 350-3 0,343 0,217 0,510 0,667
ARD 389-2 0,765 1,186 0,865 1,092
ARD 402-2 0,089 0,000 2,520 1,619
ARD 444-2 0,801 0,628 0,851 0,794
ARD 529-2 1,550 1,468 0,680 0,747
ARD 674-5 0,431 0,716 1,528 1,361
ARD 714-4 1,457 1,368 1,388 1,426
ARD 832-2 0,788 0,732 0,549 0,435
ARD 150-2 0,303 0,622 0,732 0,700

Tabelle 11: Rohdaten der Untersuchungen der AR-mRNA an AIS-Patienten:
Ergebnisse aus jeweils 3 RT-PCR-Untersuchungen nach densitometrischer Analyse.

Median A(T/S)

hVHF Median A(T/S)

mit T ohne T mit T ohne T
ARD 111-2 1,987 1,594 1,452 2,247
ARD 623-2 1,168 1,005 1,254 0,721
ARD 57-4 0,462 0,365 0,775 0,782
ARD 876-2 0,879 0,501 0,645 1,053

Tabelle 12: Rohdaten der Untersuchungen der AR-mRNA an 17B-HSDIII-

Patienten:

Ergebnisse

densitometrischer Analyse

aus

jeweils

3

RT-PCR-Untersuchungen

nach
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6.2 Transkription des AR: Beispiel-Gele mit Auswertung

- -

A(TIS)

ARD 320-2 und ARD 402-2 AR-Gen

-0

| ]

0,0
ARD 320-2 +T

RD 320-2-T

ARD 402-2 +T hVHF 2-3 +T

ARD 402-2 -T

&
hVHF 2-3-T

T Max
Min
O Median

Abbildung 31 und 32: Ergebnisse der Patienten ARD 320-2 und ARD 402-2. Die
Transkription des AR ist bei ARD 320-2 leicht, bei ARD 402-2 im Vergleich zur
Normalkontrolle hVHF 2-3 sehr stark erniedrigt.

Abb. 31: das PAA-Gel mit drei PCR-Durchgangen

Abb. 32: die A(T/S)-Ergebnisse als Diagramm
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1

T
T

il

ARD 674-5 +T

ARD 674-5 -T hVHF 1-5 +T

hVHF 1-5-T

T Max
Min

O Median

Abbildung 33 und 34: Ergebnisse des Patienten ARD 674-5. Die Transkription
des AR ist niedriger als bei der Normalkontrolle hVHF 1-5.

Abb. 33: PAA-Gel mit drei PCR-Durchgangen
Abb. 34: A(T/S)-Ergebnisse als Diagramm
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6.3 Transkription der 5RII: Rohdaten

Patient (Kompetitor in aMol/pg) Normalkontrolle (Komp. in aMol/pg)
1.PCR A(T/S) 2.PCR A(T/S) 3.PCR A(T/S)| 1.PCR A(T/S) 2.PCR A(T/S) 3.PCR A(T/S)

ARD 37-2 0,06 0,12 0,2 0,06 0,12 0,2

+T 0,217 0,117 0,091 0,904 0,440 0,297

-T 0,069 1,482 0,705 0,417
ARD 320-2 0,06 0,06 0,1 0,06 0,06 0,1

+T 0,442 0,425 0,225 1,024 0,666 0,639

-T 0,578 0,273 0,132 1,377 0,590
ARD 345-2 0,06 0,12 0,2 0,06 0,12 0,2

+T 0,044 0,051 0,142 0,235

-T 0,059 0,045 0,22 0,103
ARD 350-3 0,03 0,06 0,1 0,03 0,06 0,1

+T 1,230 1,074 0,488 1,939 0,818 0,854

-T 0,966 0,567 0,511 2,691 1,755 1,099
ARD 389-2 0,02 0,02 0,06 0,02 0,02 0,06

+T 1,782 3,781 3,135 1,192 1,093 1,147

-T 1,232 1,720 1,672 0,689 0,384 0,752
ARD 402-2 0,06 0,06 0,1 0,06 0,06 0,1

+T 1,024 0,666 0,639

-T 1,377 0,590
ARD 444-2 0,06 0,12 0,2 0,06 0,12 0,2

+T 4,900 0,067 0,133 0,142 0,235

-T 0,119 0,084 0,220 0,103
ARD 529-2 0,03 0,06 0,1 0,03 0,06 0,1

+T 1,202 1,045 0,541 3,368 7,316 1,953

-T 0,750 1,276 0,889 3,541 6,296 2,226
ARD 674-5 0,03 0,06 0,1 0,03 0,06 0,1

+T 0,698 0,184 0,571 1,228 0,223 0,238

-T 1,250 0,327 0,359 1,205 0,520 0,276
ARD 714-4 0,03 0,06 0,1 0,03 0,06 0,1

+T 0,027 1,779 0,377 0,653

-T 0,043 1,582 0,759 0,384
ARD 832-2 0,03 0,06 0,06 0,03 0,06 0,06

+T 1,930 0,334 0,363 1,484 0,280 0,494

-T 1,813 0,284 0,359 1,357 0,251 0,483
ARD 150-2 0,03 0,03 0,06 0,03 0,03 0,06

+T 1,058 0,408 0,903

-T 0,138 0,785 0,483 0,825
ARD 111-2 0,02 0,03 0,06 0,02 0,03 0,06

+T 2,911 2,49 1,3 5,778 3,66 2,821

-T 0,394 1,366 4,891 3,726 3,26
ARD 623-2 0,02 0,03 0,06 0,02 0,03 0,06

+T 2,407 0,575 1,024 0,860 1,039 0,625

-T 0,793 0,191 0,393 0,660 0,954 0,840
ARD 57-4 0,02 0,03 0,06 0,02 0,03 0,06

+T 2,246 1,095 0,675

-T 1,972 1,467 0,898
ARD 876-2 0,03 0,06 0,1 0,03 0,06 0,1

+T 4,824 1,661 2,219

-T 4,050 2,122 1,712

Tabelle 13: Rohdaten der Untersuchungen der 5RII-mRNA: Ergebnisse aus
jeweils 3 RT-PCR-Untersuchungen nach densitometrischer Analyse
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6.4 Transkription der 5RII: Beispiel-Gele mit Auswertung

komp. RT-PCR 5RIl-Gen ARD 350
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Abbildung 35 und 36: Ergebnisse des Patienten ARD 350-3. Die Transkription
der 5RII ist etwas niedriger als bei der Normalkontrolle hVHF 44-3. Der lineare
Abfall der A(T/S)-Werte bei steigender Kompetitorkonzentration ist gut zu
erkennen.

Abb. 35: das PAA-Gel mit drei PCR-Durchgangen

Abb. 36: die A(T/S)-Ergebnisse im Vergleich zur Kompetitorkonzentration als
Diagramm

komp. RT-PCR 5RIl-Gen ARD 714

S 05 —4— ARD 7144 4T

— Target z —s— ARD 7144 T
i hYHF 35247

Toa hYHF 35-2.T

0,03 0,06 01 Kompetitor amol/ug RHA)

Abbildung 37 und 38: Ergebnisse des Patienten ARD 714-4. Die Transkription
der 5RII ist deutlich niedriger als bei der Normalkontrolle hVHF 35-2, bzw. gar
nicht meBbar.

Abb. 37: das PAA-Gel mit drei PCR-Durchgangen

Abb. 38: die A(T/S)-Ergebnisse im Vergleich zur Kompetitorkonzentration als
Diagramm
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AR Vgl. m. hVHF | 5RII Vgl. m. hVHF | Testosteron (ng/ml) DHT (ng/ml) SHBG-
AIS-Pat. Alter: | Geschlecht Grad| Typ | mitT |ohneT | mitT | ohneT [vor Stim.|nach Stim.| vor Stim. |nach Stim.| Test

ARD 345-2 |4 J. 7 Mo. m Il |PAIS| 100,5%| 90,3%| 26,3%| 35,3%| <0,05 <0,01
ARD 444-2 |4 J. 8 Mo. m Il [PAIS| 94,1%| 79,1%| 51,9%| 67,8%
ARD 529-2 10 Mo. m Il |PAIS| 217,1%| 185,9%| 27,7%| 212%| 0,29 2,262| 0,0725( 0,7337
ARD 714-4 |2J. 10 Mo. m Il [PAIS| 114,4%| 782%| 4,1%| 5,7%| 0,053
ARD 37-2 4. m I |PAIS| 60,8%| 33,8%| 26,6%| 4,7%| 0,08 0,97 0,13 0,45|50,90%
ARD 320-2 11Mo. m N [PAIS| 111,7%| 45,9%| 43,2%| 44,1% 6,6 0,73
ARD 389-2 [2J.5 Mo. m I |PAIS| 88,4%| 89,3%| 273,3%|222,3%| <0,1 4,4 61,90%
ARD 674-5 5 Mo. m I |PAIS| 28,0%| 63,3%| 82,5%| 103,7%| 2,78
ARD 832-2 [8J. 7 Mo. m I |PAIS| 133,6%| 149,0%| 119,3%| 113,2%| 0,14 3,11 60,90%
ARD 350-3 |3 J. 9 Mo. w I |PAIS| 67,8%| 54,1%| 63,4%| 35,9%| 0,087 4,06 0,0667| 0,4002|42,60%
ARD 150-2 |6 J. 5 Mo. w IV [CAIS| 40,2%| 85,4%| 0,0%| 0,0%| 0,04 1,4 <0,01 0,15|55,60%
ARD 402-2 |1J. w V |CAIS[ 3,1%| 0,0%| 0,0%| 0,0%| 0,398 2,97 0,09 0,3
17BHSD-Pat. Androstendion(ng/ml)
ARD 623-2 |12 J. 3 Mo. w v 93,1%| 68,5%| 163,8%| 46,8%| 1,84 1,77 2,49 5,23
ARD 111-2 [9J. 10 Mo. w vV 108,1%| 84,3%| 50,4%| 21,7%|<0,0232|  0,0609 62,10%
ARD 57-4 |10 J. 5 Mo. w v 59,6%| 35,0%| 0,0%| 0,0% 0,1 0,4 0,8 1,9(54,20%
ARD 876-2 1,5 Mo. w vV 64,4%| 47,6%| 0,0%| 0,0%| 0,19 0,75
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6.6 Abkiirzungen

AIS .. Androgen Insensitivity Syndrome (Androgenresistenzsyndrom)
LY Androgenrezeptor

ARE......ccvvvnnirennn Androgenresposives Element

(o] 0 I Basenpaare

CAIS.....cciveeeen. complete Androgen Insensitivity Syndrome
CDNA....cccevieis komplementdare DNA von RNA revers transkribiert
(D] | IR Dihydrotestosteron

DNA ..o, Desoxyribonucleinsaure

€] Genitale Fibroblasten (GHF oder GoF)

(€] | SN Genitalhautfibroblasten

(€] . Gonadale Fibroblasten

hCG...ovvrvereieenan, humanes Choriongonadotropin

hVHF ... humane Vorhautfibroblasten

(o R Kilobasen

[ o Luteinisierendes Hormon

MRNA......ceive, messenger-RNA

PAA ... Poly-Acrylamid

PAIS.....cciiieee partial Androgen Insensitivity Syndrome

O Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
RNA....ccoeen, Ribonucleinsdure

RT e, Reverse Transkriptase

SHBG......ccovvvnen. Sex Hormone Binding Globulin

SSCP ..ovvveieiienes Single Strand Conformation Polymorphism

L Testosteron

UTR e, untranslated region

SRIL....ccvviiiiiiinnn, 5a-Reduktase II

17BHSD............... 178-Hydroxysteroiddehydrogenase

FT oo, mit Testosteroninkubation (s. Kapitel 2)

T, ohne Testosteroninkubation (s. Kapitel 2)
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