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1. ZUSAMMENFASSUNG

In Deutschland werden zwei von 10.000 Neugeborgmelahr mit einem uneindeutigen
Genitale geboren (Thyen et al.,, 2006). Die Stérwwigd auch als ,disorder of sex
development* (DSD) bezeichnet. Kennzeichnend ist fdhlende Ubereinstimmung von
chromosomalem, gonadalem und phéanotypischem Gebthéon den vielen moglichen
Ursachen wie der kongenitalen Nebennierenrindenpigse, der Gonadendysgenesie,
Hormonsynthesestérungen, verschiedenen Syndromen Kiinefelter- oder Ullrich-
Turner-Syndrom soll in dieser Arbeit auf das Andmoigsensitivitatssyndrom (AIS) naher
eingegangen werden. Dieses ist definiert durch mterschiedlicher Auspragung
eingeschrankte Androgenansprechbarkeit bei normdtéeten und Androgenbiosynthese.
Die Androgene kénnen auf Grund eines funktioneligeschréankten Androgenrezeptors
(AR), mit dem sie an die DNA binden, nicht zu eimersreichenden Transkription der
nachfolgend auf der DNA kodierten Information fimrevas sich in einem reduzierten
biologischen Effekt zeigen kann. Ursachlich fur diageschrankte Funktionsttichtigkeit
sind oft Punktmutationen in der Aminosauresequeeg fiir die Hormon- oder DNA-
Bindungsstelle des AR codierenden Genabschnittetscfi¢, Hiort, 2000). Fiur diese
Arbeit wurden exemplarisch vier Punktmutationen dédks, die zu einem
Aminosaureaustausch in der Ligandenbindungsdomdr®D)( gefuhrt haben, im
Vergleich zum AR-Wildtyp bezuglich ihres Aktiviergspotentials untersucht. Es handelte
sich um L712F, M780I, R855H und V866M. Die mit ddasMutationen korrelierenden
Phanotypen sind bekannt: L712F, M780I1 und R855H¢diihn der tberwiegenden Zahl
der Falle zu einem partiellen AIS (PAIS), V866M dggn bewirkt meistens ein
komplettes AIS (CAIS). Der Frage, wie es zu denrersthiedlichen klinischen Bildern
kommen kann, sollte hier nachgegangen werden.

CHO-Zellen wurden transient mit einer Mutation dé€Rs sowie mit einem
Promotorplasmid, welches mit der Information flineeilLuciferase gekoppelt war,
transfiziert. Es schloss sich die Inkubation miteen von vier Hormonen (Testosteron,
Dihydrotestosteron. Androstendion und Stanozolol) Rie Luciferaseaktivitat galt als
indirektes Mal3 der Aktivitdt des AR-Konstruktes. Esigten sich fir jede Mutation
spezifische Aktivierungsprofile, die abhangig vomomotor und dem verwandten
Liganden waren. Eine Erklarung fur die mutationg#sehen Muster wurde mit der
kristallographisch ermittelten 3D-Struktur des AlSsck et al. 2001) diskutiert.



2. EINLEITUNG

2.1. Der humane Androgenrezeptor - Aufbau und Funktionsveise

Der Androgenrezeptor (AR) ist ein Angehériger damilie der Kernrezeptoren (nuclear
receptor superfamily) (Janne et al. 1993, Quigleyale 1995, Brinkmann AO 2001,
Gobinet J et al. 2002). Zu ihr gehéren der Glukbkordrezeptor (GR), der
Mineralokortikoidrezeptor (MR), der Progesterongpe (PR), die Ostrogenrezeptoren
(ERa, ERB mit mindestens acht Isoformen), die Thyroidhorneaeptoren (TR, TRp),
der Vitamin-D-Rezeptor (VDR), der Retinonsaureréaep(RAR, RXR) und ihnen
verwandte Rezeptoren, deren Liganden noch nicharbeksind. Alle Rezeptoren wirken
als Hormon-Rezeptor-Komplex und interagieren dineit der DNA im Zielgenbereich.
Bei einer Endorganresistenz gegeniber dem Horraon Ber Rezeptor in Gegenwart des
Hormons das Zielgen nicht aktivieren.

Mit dem Glukokortikoid-, Mineralokortikoid-, Ostrem- und Progesteronrezeptor bildet
der Androgenrezeptor die Untergruppe der Sterogfrezen. Sie wird auch als die dem
Glukokortikoidrezeptor &hnliche Gruppe (GR-like) sblerieben. Diese Rezeptoren
zeichnen sich untereinander durch die Homologidner Sequenz und, mit Ausnahme des
ER, durch die Regulation der Transkription desg&ak tber ahnliche hormonresponsible
Element (HRE) aus (Yen et al. 1997). Aus SichtEMolution wird der MR als der alteste
Rezeptor beschrieben, ihm folgen GR und PR, dem&RBt mit der Annahme von C-19-
Verbindungen als physiologische Liganden statt @iagn héheren Grad der Abweichung
auf (Hu et Funder, 2006).

Die genetische Information fur den humanen Androgmsptor (hAR) ist in der
perizentromeren Region auf dem langen Arm des Xo@bsoms bei Xqll-Xql2
lokalisiert. Sie umfasst Uber 90 Kilobasenpaatgp)kgenomischer DNA, wovon circa
2760 Basenpaare (bp) die kodierenden Regionenmildie acht kodierenden Exons, sie
werden A-H (nach Lubahn et al. 1988) oder 1-8 (riattay, Marcelli et al. 1989) genannt,
werden von Introns in der Grol3enordnung von 0,7 dbpiber 26 kbp unterbrochen. Exon
1 kodiert die aminoterminale Region (N-terminalenidme = NTD), Exon 2 und 3 die
DNA-bindende Doméne (DBD), das 5°-Ende des Exoksddert fir die hinge-Region mit
dem Kernlokalisationssignal (nuclear localizatidqgnal = NLS) und das 3"-Ende von

Exon 4 kodiert zusammen mit den Exons 5 bis 8 djandenbindungsdoméane (LBD).
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Abbildung 1. Der humane AR
Chromosomale Lokalisation, Struktur, funktioneller@inen; in Anlehnung an Gottlieb et al. 2004

Die Nummerierung der Aminosauren in dieser Arbelgtf mit der Bezeichnung Exon 1
bis 8 der in der Verdffentlichung von Lubahn etl#l88 verwendeten Nummerierung.

Mit 537 Aminosauren ist das Exon 1 (AS 1 bis 53&% AR am langsten. Es wird auch
als N-terminale Doméane (NTD) bezeichnet. Das Exaveist die geringste Homologie in
der Steroidrezeptorfamilie auf und ist sehr gro@eiabel. Dem aminoterminalen Ende am
nachsten liegt ein polymorphes Glutamin(CAG)wiedérhgssegment (AS 58 - 79)
gefolgt von einem Prolin(CCN)wiederholungssegmeAS (372 - 379) und einem
polymorphen Glycin(GGN)wiederholungssegment (AS 4492). Das Polyglutamin- und
das Polyglycinsegment enthalten eine wechselnde a®{inzvon Glutamin- bzw.
Glycinresten, die zur Langenvarianz des Androgeapexs von 910 (Trapman et al. 1988)
bis 919 (Lubahn et al. 1988) Aminosauren fiihren.e DNTD ist far
Transaktivierungsvorgange von Bedeutung. Jenst®81(1 1995) unterscheidet zwei
Transaktvierungseinheiten: AF1 (= TAU1=TAF1) und5SA@AUS=TAF5. AF1 erstreckt
sich von AS 1-485 mit einem Kern von AS 101-370lcler 50% der Aktivitat zeigt. AF1



wird von der freien LBD blockiert. Nur wenn ein lagd anwesend ist, kann die AF1 tber
die Bindung von Cofaktoren die Transkription bekissen (Brinkmann 1999, 2001). AF5
umschliel3t die AS 360-528 mit einem Kern von AS -886. Sie ist nur in einem
konstitutiven AR (ohne LBD) von Bedeutung, in einemllstandigen AR wird sie
unabhangig von der Ligandenanwesenheit von der inBibiert (Brinkmann 1999). Diese
Abschnitte des Exons 1 tragen Uber N-C-terminaleréktionen zu der dreidimensionalen
Struktur des Androgenrezeptors bei und sind UbeteRr-Protein-Wechselwirkungen mit
anderen  Transkriptionsfaktoren an der Regulationr d&ranskription des

Androgenrezeptors beteiligt.

Exon 2 (AS 539 bis 588) und 3 (AS 589 bis 627) alitéim die DNA-bindende Domane
(AS 556-623 n. Lee 2003) mit zwei zinkbindenden iMen, die den Zinkfingern &hneln.
Jeweils vier Cysteinreste binden ein Zinkion. Siedsmit naherungsweise 80%
Aminosaureidentitst die am  hdchsten  konserviertenegiéhen in  der
Steroidrezeptorfamilie. Am Ful3e des ersten Zinkn®dagen drei Aminosauren, die die
umgekehrten Wiederholungen (inverted repeats) denbnresponsiblen Elemente (HRE)
der Zielgene erkennen und mit ihnen interagieremkd (Schoenmakers E, 1999, 2000,
Bruggenwirth 1998). Das zweite Zinkmodul stabilisirusammen mit der C-terminalen
Verlangerung der DBD (Schoenmakers 2000) dieserdktien mit der DNA durch
Kontakt mit dem  Phosphat-Rickgrat der DNA. Es vashi die
Androgenrezeptordimerisation an der DNA (Truss atBel993) und, mit einem Teil der
hinge-Region, die Erkennung der androgenrezeptoifsghen direkten Wiederholungen
(direct repeats) an der DNA (Claessens et al. 20@012004; Lee 2003: Zitat Heinlein CA,
Chang C). Die DBD hat zudem eine wichtige Funktion der Interaktion mit

Transkriptionsfaktoren und Coaktivatoren.

Die hinge-Region am 5°-Ende von Exon 4 (AS 628712i3) weist eine geringe Homologie
unter den Steroidrezeptoren auf. Sie enthélt zusammit dem zweiten Zinkmodul das
zweiteilige Kernlokalisationssignal (nuclear loealiion signal = NLS). Das NLS (AS 617-
633) besteht aus zwei basischen Motiven, die daetin Aminosauren getrennt werden,
RK-CYEAGMTLGA-RKLKK. Es wird durch die freie LBD mekiert (Zhou 1994).Es ist
fur den Transport des Androgenrezeptors vom Cysopéaan seinen Wirkungsort im
Zellkern notwendig, da der AR fur die Diffusion dbrdie Kernmembran zu grof3 ist
(Jenster 1993). Deeb et al. (2008) beschrieben nzudeduzierte N/C-terminale



Interaktionen bei Verdnderungen der hinge-Regiondass dieser Region eine wichtige

Rolle bei der Regulation zugesprochen werden kann.

Der C-terminale Anteil von Exon 4 und die folgendexons 5 (AS 724 bis 771), 6 (AS
772 bis 815), 7 (AS 816 bis 867) und 8 (AS 868 BI%9) beinhalten die
Ligandenbindungsdomane. Sie hat eine Homologie5@% unter den Steroidrezeptoren.
Die Ligandenbindungsdomane des Androgenrezeptorspiszifisch und hochaffin fur
Androgene. Die Aminosauren 892 bis 896 bilden dasvierungselement 2 (activation
function 2 = AF-2), das ligandenabhéangig direkt rodelirekt unter Mitwirkung von
Cofaktoren mit dem Aminoterminus interagiert (Bmm&nn 2001) und zur Aktivierung der
Transkription fuhrt (Berrevoets et al. 1998). Dieteraktion der AF-2 mit dem
Aminoterminus wird als N-C-terminale Interaktionzleé&hnet. Dafir ist daSFQNLF'-
Motiv des NH-Terminus des AR von Bedeutung, welches androgemajiyp an die AF-2
bindet. Das***WHTLF**"-Motiv des ARs kann eine androgenunabh&ngige Bigdu
aul3erhalb der AF-2 an der LBD eingehen. Beide Wellongen vermindern die
Dissoziation von androgenrezeptorgebundenem Andragel stabilisieren die von der
LBD gebildetea-Helix 12 (He 1999, He 2000). Die Dimerisierung dendrogenrezeptors
wird von der LBD mit beeinflusst (Wong 1993).

In Abbildung 2. wird dargestellt, wie Androgene f@ogebunden zum Zielgewebe
gelangen, dort von dem Carrier dissoziieren und ligsphile Hormone durch die

Plasmamembran in die Zelle diffundieren (Kemppaietal. 1992). Intrazellular liegt der
posttranslational phosphorylierte AR (112kDa) (Rnvann 1999) in einer Konformation
mit hoher Affinitat zur Androgenbindung vor. Dieseird durch rezeptorassoziierte
Proteine, wie die Hitzeschockproteine 90 (hsp90),(Wsp70), stabilisiert (Jenster 1993,
Fang 1996). Das Androgen verdrangt die Hitzeschotkme, bewirkt die zweite

Phosphorylierung des AR (114kDa) (Brinkmann 1999013 und stabilisiert ihn. Die

besetzte Ligandenbindungsdoméane (LBD) hebt die Maskg des NLS auf.

Transaktivierungsdoméanen, welche zur Konformatindséung des ARs fiihren, werden
demaskiert. Es folgt der Transport des ARs in Bem und seine Dimerisation. Als
Homodimer bildet er mit Coaktivatoren, der RNA-RuBrase Il und tber intermolekulare
Interaktionen mit Promotor und Enhancer an der DNken Komplex, der an

hormonresponsiblen Elementen der Zielgene die Krgt®n initiiert (Steketee et al.

2002, Shang et al. 2002).
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Abbildung 2. Funktion des AR

Testosteron wird in der Zelle lber die-Reduktase in DHT umgewandelt, welches die Hitzeskihmteine vom AR
verdrangt, an ihn bindet und die zweite Phosphemytig bewirkt. Der AR &ndert seine Konformationngtaziert in den
Zellkern, wo er dimerisiert. Als Homodimer bindetan die ARE der DNA, der Transkriptionskomplexnidert sich
und beeinflusst die Transkription und Translatien diel-DNA, deren Resultat sich in biologischendkten zeigt.

ARE = Androgen responsibles Element, CBE = CREB hindeRd&®in, HSP = Hitzeschockprotein, RNA pol | = RNA
Polymerase |, TAFs = TBP assoziierte Faktoren, TBRAFA bindendes Protein, TFIIH = TranskriptionsfakttH

in Anlehnung an Sultan et al. 2001 und Hiort undtétbus 2000.

2.2. Die Androgene und anabole Steroide

Androgen ist die Sammelbezeichnung fir die manahcBexualhormone. Sie sind C19-
Steroidhormone und unterliegen in ihrer Synthese Kentrolle des Hypothalamus-
Hypophysen-Systems. In diesem bewirkt das GonagiotiReleasing-Hormon (GnRH)
des Hypothalamus die Gonadotropin-Synthese und isdfrteng aus dem
Hypophysenvorderlappen. Die Gonadotropine LH (hugsgérendes Hormon) und FSH
(Follikel-stimulierendes Hormon) stimulieren in déeydig’schen Zwischenzellen die
Testosteronproduktion und regulieren die SpermiegenDie wichtigsten Androgene sind
Testosteron (T) und seine Metaboliten Dihydrotdstos (DHT), Androstendion (A) und
Androsteron (s.Abb.2).



Testosteron wird in den Leydig-Zwischenzellen desléhs, der Nebennierenrinde und in
geringen Mengen auch im Ovar synthetisiert. Es diert die Differenzierung des
Wolff’schen Ganges wahrend der Embryogenese, diem&togenese, das psychosexuelle

Verhalten, die Entwicklung der Muskulatur und denfar- und Sekundérbehaarung sowie
den Stimmbruch (Hsiao 2000). AufRerdem ist es in Réckkopplung auf die LH-

Produktion wirksam.

DHT wird im Gewebe der Erfolgsorgane Uber das EnAayReduktase Typ 2 aus
Testosteron gebildet. Seine Affinitdt zum AR istexwbis dreimal hoher als die des
Testosterons, es dissoziiert vier- bis finfmal &armger vom Rezeptor, stabilisiert diesen
und ist ungefahr zehnmal so potent wie TestostéDaslypere 1992, Zhou 1995, Hsiao
2000, Liu 2003). Daher besteht die Aufgabe des DH{Er anderem darin, sonst schwache
hormonelle Signale in einigen Geweben zu verstarksnist flr die Virilisierung des
Urogenitalsinus und des externen Genitale wahremdedhbryogenese notwendig sowie
fur die meisten Virilisierungen wahrend der Pubterién Gegensatz zu Testosteron,
welches vielfach in anabole Effekte involviert ist, DHT essentiell fir androgene Effekte
(Hsiao 2000).

Cholesterol
l StAR/P450scc

Pregnenolon » 17-OH Pregnenolor » Dehydroepiandraston
17a-Hydroxylase 17/20-Lyase
3g-HSD 3g-HSD
v v v
Progesteror » 17-OH Progesteron > Androstendion

170-Hydroxylase 17/20-Lyase

17B-HSD

\4 .
Desoxycorticosteron

v v
11-Desoxycortisol Testosteron

Corticosteron

l Cortisol 5¢-Reduktase-I|
18-OH Corticosteron

Aldosteron Dihydrotestosteron Estradiol

Abbildung 3. Steroidbiosynthese



Androstendion entsteht in der Nebennierenrinde, Owvar und auch im Hoden aus
Dehydroepiandrosteron, welches durch Wirkung dpH@droxysteroiddehydrogenase
(3B-HSD) reduziert wird (s. Abb. 3). Testosteron kamudererseits in seinem Zielgewebe

Uber die 1p-Hydroxysteroiddehydrogenase (tASD) in Androstendion umgewandelt

und dadurch inaktiviert werden. Die Blutkonzentrati das androgene Potential und die
Affinitdt des Androstendions zum AR sind deutliokrigger als die des Testosterons und
DHTs (Hong 2003). Die Androgene haben Uber den iARPapillenzellen der Haut
Einfluss auf die Haut und die Haarfollikel und sk®nnen im Knochenmark die

Hamatopoese stimulieren (Lee HJ 2003).

Stanozolol ist ein synthetisches anaboles StetmdStoffwechsel zeichnet es sich durch
eine positive Stickstoffbilanz und die Beschleumgwon Wachstumsprozessen aus.

2.3. Die Rolle des AR in der humanen Geschlechtsentwiakhg

Der 46, XX- und der 46, XY- Embryo enthalten bgmae Gonadenanlagen, den
Wolffschen Gang und den Millerschen Gang, und athifferenziertes auf3eres Genitale.
Das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein des Mi@bsoms ist entscheidend fur
Differenzierung von Testes oder Ovarien und dakntdie Festlegung des Geschlechts.
Die Differenzierung der Hoden beginnt vor der demafen, weshalb angenommen wird,
dass dies ein aktiver Prozess ist. Gonadale Zekgnimieren in der sechsten Woche den
Y-chromosomalen Transkriptionsfaktor SRY (sexdeteating region of Y), welcher mit
zahlreichen Cofaktoren die Differentiation der SkZellen im Hoden initiiert
(Abbildung 4). Die Sertoli-Zellen polarisieren, &g sich um die Keimzellen an und
strukturieren die Gonade in zwei Kompartimente:Haglenkanalchen mit Keimzellen und
Sertoli-Zellen und das Interstitium mit Leydig-Zasil (Brennan J et al. 2004).

Die Sertoli-Zellen produzieren zwischen der sechsted der achten Woche das Anti-
Muller-Hormon (AMH), ein Glykoproteinhormon aus dgfFamilie der umwandelnden
Wachstumsfaktoren (transforming growth fadBor TGF 3). Es fuhrt zur Regression der
Millerschen Derivate und verhindert so die Entwicl] des inneren weiblichen Genitales
mit Tuben, Uterus und oberer Vagina.

Ab der neunten Schwangerschaftswoche wird der ARmémnlichen und weiblichen

Embryonen exprimiert (Hiort et al., 1998).



Hodenkanalchen mit Sertoli-Zellen und
Keimzellen
Leydig-Zellen

Differenzierte Medulla

Differenzierter Cortex

Abbildung 4. Gonadendifferenzierung
Nach Brennan und Capel 2004.

Die Leydig-Zellen beginnen in der achten Woche ateit Testosteronproduktion, die ihren
Hohepunkt zwischen der elften und achtzehnten Warheicht. Wahrend der Fetalzeit
stehen die Leydig-Zellen unter der Kontrolle des tterlichen humanen
Choriongonadotropins (hCG), anschliel3end unter Ld#kolle (Hiort 1998, Hughes et al.
2001). Testosteron stabilisiert den Wolffschen-Gang induziert zwischen der neunten
und der dreizehnten Woche dessen DifferenzierungNetbenhoden (Epididymes),
Samenleiter (Vasa deferentia) und Samenblase (Maseminalis).

Die Virilisierung bedarf in wechselndem Ausmal dadrogene Testosteron und seines
Metaboliten Dihydrotestosteron (DHT). Die interneadkulinisierung erfordert nur die
Anwesenheit von Testosteron fur die Aktivierungsgporge. In den Geweben wird bis zur
dreizehnten Woche keinex&Reduktase Typ 2, welche die Umwandlung von Testost
zu DHT katalysiert, exprimiert (Wilson et al., 1998 0r die externe Virilisierung (Penis,
Skrotum, penile Urethra) und die Entwicklung vorofata und prostatischem Teil der
Urethra ist Dihydrotestosteron notwendig. Das Didd@uziert zwischen der neunten und
dreizehnten Woche die Ausbildung der Prostata, idamrohre, des Penis und des
Skrotums. Fur die Funktion von Testosteron und Dibtestosteron ist ein
funktionstichtiger Androgenrezeptor essentiell.tdmeStérungen in der Produktion oder
Wirkung der Androgene oder des Rezeptors in di&sstr auf, resultiert daraus eine

fehlerhafte Maskulinisierung bei 46,XY-Embryonen.



2.4. Pathologien des Androgenrezeptors

Durch die genetische Codierung auf dem X-ChromoBegt in XY-Individuen nur eine
einzige Kopie des ARs im gesamten Genom vor. Aigitrde AR-Mutationen fihren
direkt zu einer veranderten Struktur und Funkties ARs. Drei Krankheitsbilder werden
mit ihnen assoziiert: das Androgeninsensitivitatssgm (AIS), die spinale und bulbéare
Muskelatrophie (SBMA), auch Kennedys disease (Kdgnet al. 1968) genannt, und
Prostatakrebs (Brinkmann 1995, Marcelli 2000).

Ursache des AIS sind Androgenrezeptormutationerichgedie Funktionen des ARs
mindern, so dass die Entwicklung eines regelhad&iXY-Phanotypes nicht moglich ist.
Die Mutationen finden sich in allen Exon mit eingehauften Vorkommen in Exon 5 und
7 (McPhaul et al. 1993). SBMA tritt in Verbindungtrpathologischen Verlangerungen
der Polyglutaminstrecke auf Gber 40 Wiederholurigdaxon 1 auf (La Spada et al. 1991).
Mutationen, die im Zusammenhang mit Prostatakrebi$reden, sind selten und oft
somatischer Art (Marcelli 2000). Sie werden ireallExons beobachtet, jedoch eher als
ein Epiphanomen in neoplastischem Gewebe gew€itegley 1995).

Beim AIS werden das komplette (CAIS), das partigfRRAIS) und das minimale
Androgeninsensitivitdtssyndrom (MAIS) unterschiedbtenschen mit CAIS haben eine
schwere Virilisierungsstorung, die mit einer kontpleveiblichen Entwicklung des
externen Genitale, primarer Amenorrhoe, blind eddenVagina, fehlendem Uterus,
Hoden in den Leistenregionen, Brustentwicklung ier dPubertat und sparlicher bis
fehlender sekundéarer Kérperbehaarung einhergelelseDStorung tritt nur aufgrund von
Mutationen im Androgenrezeptorgen auf (Batch etl#192). Der Phénotyp bei partiellem
Androgeninsensitivitdtssyndrom reicht von mannlitis weiblich mit samtlichen
Zwischenstufen. Das weibliche Genitale kann leich¥grilisierungszeichen wie
Klitoromegalie und fusionierte Labien aufweisen. i Beinem phanotypisch eher
mannlichen Genital finden sich oft Kryptorchidismusin Micropenis und eine
Hypospadie. Es wird angenommen, dass ungeklargrtilitht und Gynakomastie bei
ansonsten normalem mannlichen Phanotyp minimaleifdtationen des AIS (=MAIS)
seien (Batch et al., 1992). Die Phanotyp-Variatiobei MAIS kdnnen so dezent seien,
dass sie das ganze Leben lang unentdeckt bleibali-{Ginopoulou et al. 2003). Zur
klinischen Charakterisierung der verschiedenen &igaen wird sich der Einteilung in
funf Grade nach Sinnecker et al. 1997 bedient . A).
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Abbildung 5. Einteilung des AIS in finf Grade nach $hnecker et al. (1997)

Grad 1: normale mannliche Anatomie, Spermatogenede oder Virilisation in der Pubertat beeintragtt

Grad 2: Giberwiegend mannlich, mit isolierter Hypadip (2a) oder mit Micropenis und zweigeteiltemdskm

Grad 3: Genitale nicht eindeutig, Microphallus bzditoromegalie, Urethral6ffnung perineal (3a) od®s Teil des
Urogenitalsinus mit kurzer, blind endender Vagina

Grad 4: Uberwiegend weiblich, Klitoromegalie, tedige fusionierte Labien, mit Sinus urogenitalis) (dder getrennten
Offnungen fiir Urethra und Vagina (4b)

Grad 5: keine Anzeichen fir Virilisierung, mit Schaind/oder Axillarbehaarung (5a); ohne Sekundareing (5b).

2.5. Spezifitat der Androgenrezeptor-DNA-Bindung

Die Mitglieder der Familie der Kernrezeptoren agrer als ligandenabhangige
Transkriptionsfaktoren. Sie sind durch die hochlkovierte DBD mit zwei Zinkfingern
charakterisiert. Die Regulation der Transkriptiorfolgt tUber die Bindung an DNA-
Response-Elemente. Diese enthalten eine Hexamerseqwvelche als umgekehrte
Wiederholung (inverted repeat), direkte Wiederhglu(direct repeat), umgestllpte
Wiederholung (everted repeat) oder als Monomer @migpet sein kann. Die
Kernrezeptoren werden nach ihrem Dimerisierungsenustd dem Response-Element, an
welches sie binden, in vier Gruppen aufgeteilt (§adorf 1995, Verrijdt 2003, Ham J et
al. 1988). Steroidrezeptoren bilden die Klassend ll. Der Androgenrezeptor gehért mit
dem Glukokortikoid-, Mineralokortikoid- und Progestnrezeptor in die Klasse I. Sie
erkennen an der DNA eine Sequenz in Form einer kelgten Wiederholung 5°-
AGAACA-3" (Nelson et al. 1999, Haelens et al. 2003)

Der Ostrogenrezeptor bildet mit der Sequenz 5 -AGGB’ eine Ausnahme (Nelson et
al. 1999) und gehort in die Klasse Il. Die Speitfites Ostrogenrezeptors wird durch die
sogenannte P-Box, funf Aminosduren im ersten Zigdr, von denen drei zwischen den
Elementen diskriminieren, bedingt.

Die Klasse lll - Rezeptoren binden als Homodimederoals Heterodimere mit dem

promisken Partner Retinoid-X-Rezeptor in einer KepfSchwanz Konfiguration an die



DNA. Die meisten Response-Elemente enthalten dekii Wiederholung 5-AGGTCA-

3"-Kernregion mit ein bis finf Basenpaaren zwisctien beiden Halbseiten. Die

Variabilitdt der Spacerregion bewirkt die Bindunusafitat unter den Klasse llI-
Rezeptoren. Die Rezeptoren mit bisher unbekanniganden (orphan receptors) binden
entweder als Homodimere an direkte Wiederholungisr als Monomere an verlangerte
Kernsequenzen (extended core sites) 5'-AGGTCAd-jhre spezifische Wirkung durch
Interaktionen mit flankierenden Sequenzen am 5’ektat Sequenz erlangen.

Der Androgenrezeptor kann mit dem zweiten Zinkfinged der hinge-Region nicht nur
an indirekte sondern auch an direkte Wiederholurageder DNA binden (Claessens et al.
2001 und 2004). Méglich wird dies durch im Verglemum GR vier andere Aminosauren
der DBD, die mit einer zuséatzlichen Wasserstoffkeinbindung eine hohere Affinitat zu
ungleichen HRE bewirken (Shaffer et al. 2004). Adlgezifischen Androgenrezeptor-
Response-Elemente (ARE), wie PB-ARE-2, ein AREdarsPromotorregion des Probasin
(PB)-Gens der Ratte, SC-ARE, ein ARE des erstenn&xdes humanen Gens flr
sekretorische Komponenten (SCX-AREL.2, ein ARE in einer weiter C-terminal
gelegenen Region des SC-Gedp;HRE2, ein ARE des sex-limited Proteins (slp) der
Maus und PEM-ARE-1 und PEM-ARE-2, AREs im proxinmaleromotor des murinen
pem-Homoobox-Gens (siehe Tabelle 1), kdnnen (naceldds 2003) als direkte
Wiederholungen angesehen werden. PEM-ARE-1 hatds#aklassischen drei Nukleotide,
in welchen Guanin und Cytosin die dominierenden Isltide sind (Nelson et al. 1999),
zwischen den beiden Halbseiten funf. Daraus karstidessfolgert werden, dass der
Androgenrezeptor in seiner DNA-Bindung flexiblet &8s die anderen Rezeptoren seiner
Klasse. Geordnet nach Androgenspezifitat ergiltt die Reihenfolge: PEM-ARE-1 < PB-
ARE-2 < SC-ARE <sc-ARE1.2 =dp-HRE2. In den beiden Elementen mit héchster
Spezifitat werden von Haelens et al. (2003) zweklblotide beschrieben, die fur diese
Spezifitat verantwortlich sein sollen. Es handahsier um das Thymidin an Position —4
und das Adenin an Position +2 (5"- NWNNNnnnrANNNNN-3"). Auch das Guanin an der
—3-Position im SC-ARE (5"-AGCAGctgTGTCCC-3") soll ahnlich wirken. Elemente mit
Mutationen an diesen Positionen zeigen eine AbnatdereAndrogenspezifitat und des
direct-repeat-Charakters.

Fur den Aktivierungsprozess sind viele AR-reguéeBene auf zwei kooperierende ARE
angewiesen, die synergistisch  bezuglich der DNAdBngsaffinitat, der

Hormonsensitivitat und der Transkriptionsaktivitatksam werden (Reid et al. 2001).



Die ersten zwolf Aminosduren der hinge-Region werdauch als C-terminale
Verlangerung (C-terminal-extension = CTE) bezeithumel werden fir eine hohe Affinitat
des Androgenrezeptors zum spezifischen androgesnstyen Element bendtigt.

Tabelle 1. Androgensensible Response-Elemente.

Geordnet nach abnehmender Androgenspezifitét.

Oligonukleotide Sequenz

slp-HRE2 5°-tcgagtctg GGICA gcc AGTTCT cagag-3’
sc-ARE1.2 5°-tcgagcaaa GCICT ttc AGTTCT aggag-3’
SC-ARE 5’-cgcgtgcc  BSCAGG ctg TGTCCC tgaagg-3°
PB-ARE-2 5-agcttaata GTTCT tgg AGTACT ttacg-3°

PEM-ARE-1 5°-cgcgttcac ASATCT cattc TGTTCC cgggg-3°

fett: direct repeats,
schattiert: fur Androgenspezifitat wichtige Nuklielet

Die das androgenresponsible Element flankierendeguéhzen haben keinen direkten
Einfluss auf die DNA-Bindung, sie beeinflussen jeldalen Androgenrezeptor-Hormon-
DNA-Komplex in seiner Funktionalitat. Viele ARE sinkomplex und uberlappen mit
anderen Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktordlach Haelens et al. interagieren
Aminosauren aufRerhalb der DNA-Bindungsdoméne urgl Response-Elementes, was
eine Konformationsanderung mit Freilegung einesriispunktes fur Coaktivatoren zur
Folge hat.

2.6. Mutationen des Androgenrezeptors

2.6.1. Allgemeines

Mitte der siebziger Jahre des zwanzigsten Jahritsndab es die ersten Untersuchungen
an kultivierten Genitalhautfibroblasten von Pateninit AIS (Keenan BS 1974, Griffin JE
1976). Funktionelle Untersuchungen an diesen Zellsigten Defekte in der
Ligandenbindung. Es kam die Vermutung auf, dass idrdaMutationen des
Androgenrezeptors verantwortlich sein konnen. Mer dKlonierung der fir den
Androgenrezeptor kodierenden cDNA (Chang et al381%ubahn et al., 1988, Tilley et
al., 1989, Trapman et al., 1989, Brown et al., 3988 der Aufklarung der genetischen
Struktur des Rezeptors (Lubahn et al., 1989; Tiletyal., 1989)konnten die den

Veranderungen zugrunde liegenden Mutationen chenialdrt werden. Die Detektion der



Punktmutationen erfolgte oft Uber DNA-Einzelstrafgrformationspolymorphismus-
Analysen (Hiort et al.1994).

Mutationen treten in jeder Form und in allen Beneit des Androgenrezeptors auf. 1992
fanden McPhaul et al. 90% der untersuchten Mutahopei Ligandenbindungsdefekt in
zwei Bereichen, von Aminoséure 726 bis 774 (Exorud von 831 bis 866 (Exon 7)
(Weidemann W 1996), welche fur 35% der Ligandenbimggdomane kodieren. Auch
Quigley beschrieb 1995 fir 85% der Mutationen deR die Lokalisation in der
Ligandenbindungsdomane. Das Auftreten von Mutatiomeder DNA-Bindungsdomane

und im N-terminalen Ende mit den Transaktivierurmgsédnen ist seltener.

2003 waren uber 300 unterschiedliche Mutationen Aeslrogenrezeptors bekannt
(Gottlieb et al. 2004), aktuell sind in der Andragezeptordatenbank

(androgendb.mcgill.ca) ca. 870 Falle von insgesammgefahr 400 Mutationen

dokumentiert. Die  Mutation einer einzelnen Base  mitesultierender

Aminosaurensubstitution, welche die Funktion degirAgenrezeptors verandert, ist die
haufigste Erscheinungsform. Sie kann auf3erdem reerreivorzeitigen Stopp-Codon oder
einer Alteration des mRNA-splicings fuhren. Diesenktionsstorungen kénnen neben
einem Basenaustausch auch von Deletionen oder tibresr mit oder ohne

Leserasterverschiebung verursacht werden. Ein $xhas Mosaik infolge

postzygotischer Mutation zeichnet sich durch einteiiges Vorkommen eines

funktionstlichtigen Androgenrezeptorwildtyps und ad&r resultierender stérkerer
Virilisierung aus (Holterhus et al. 1997). GroReukturelle Defekte wie die partielle oder
komplette Deletionen des AR-Gens sind selten unathera weniger als 10% der
Mutationen aus.

Aminosauresubstitutionen in der Ligandenbindungsiloenkénnen dber eine veranderte

Androgen-Androgenrezeptor-Struktur zu

. einem vollstandigen Verlust der Androgenbindung,

. reduzierter Bindungsaffinitat,

. reduzierter Bindungskapazitat (8),

. vermehrter LigandendissoziationgK

. zunehmender Thermolabilitdt der Bindung,

. einem Verlust der Stabilisation und des Degradatiohutzes des Rezeptors

durch gebundenes Androgen (Marcelli 1994),
. einer Beeintrachtigung der N-/C-terminalen Intei@kiund/oder

. einer veranderten Steroidspezifitdt des Androgeptexs flhren.



Zwischen den Bindungsparametern des Androgenrezeptodd dem Grad der
Androgenresistenz und / oder der Mutation des Ageinoezeptorgens bestand keine
offensichtliche Beziehung (Weidemann W 1996). Aef 8uche nach Genotyp-Phanotyp-
Korrelationen wuchs die Zahl der Mutationen, welamg differierenden klinischen
Bildern und biochemischen Parametern einhergingenhnen gehdrten unter anderen die
Mutationen L712F (Holterhus, 2000), R840H und R858WcPhaul, 1992), M780I
(Rodien et al., 1996).

Eine grof3e Anzahl der Substitutionsmutationen liegiochkonservierten Region, also in
Bereichen, deren Aminosauresequenz unter den &tereptoren eine grolie Homologie
aufweisen. Die Aminoséaureidentitat der verschieddRezeptoren korreliert direkt mit der
Bedeutung der Region fir die Rezeptorfunktion. Diederung einer solchen
Aminosauresequenz hat haufig ein CAIS aufgrund efblalfter Rezeptorfunktion zur
Folge.

Nach der Substitution enthdlt das neue Basentriglet Information fur die neue
Aminosaure. Da jede der drei Basen verdndert sennk ergeben sich mehrere
Maoglichkeiten fir neue Aminosauren. Fir Valin arsfon 866 existieren beispielsweise
Umwandlungen zu Methionin, Leucin oder GlutamatdeJ&minosaure besitzt eigene
Charakteristika wie Hydrophilie oder enthaltene \8etelatome. Ahneln sich die ersetzte
und die ersetzende Aminosaure in ihren Eigensamafteird die Substitution als
konservativ bezeichnet, dhneln sie sich nicht, eerdie nicht-konservativ genannt. Je
weniger konservativ die Substitution ist, umso setew wird die wahrscheinlich
resultierende Stoérung der Androgenrezeptorfunkti@ihaji et al. (2004) nahmen
vergleichende Untersuchungen an den Mutationen K€B5= Arginin, C = Cystein) und
R855H (H = Histidin) vor, die mit komplettem bzwaniellem AIS assoziiert sind.
Arginin bildete an dieser Position vier, Histidinain eine Wasserstoffbriicke aus. Cystein
war zur Bildung einer Wasserstoffbricke nicht im Hage. Diese Ergebnisse korrelierten
mit den klinischen Bildern der Mutationen.

An den Lokalisationen 774, 831 (Jakubiczka 1994), 855 und 866 ist die Mutationsrate
auffallend hoch. Diese Orte werden als mutatiorakpots bezeichnet. Nach Quigley
wurde 1995 ein Viertel aller Aminosauresubstituéonan diesen Stellen gefunden. Sie
fuhren, in Abhangigkeit der Veranderung der Aminos#&igenschaften durch die
Substitution, Uberdurchschnittlich haufig zu eikénik des CAIS.

In vivo sind nicht zuletzt die individuellen Umgetmsbedingungen im Sinne von
Hormonkonzentrationen und Transaktivierungsfaktoremtverantwortlich fir die

Auspragung des AIS (siehe auch Tabelle der Andnegeptormutationen im Anhang).



2.6.2. Die AR-Mutation L712F

L712F ist eine Punktmutation im Exon vier an derd@uoPosition 712 mit Austausch
einer Cytosin-Base gegen eine Thymidin-Base undusaresultierender Substitution der
Aminosaure Leucin (CTT) durch Phenylalanin (TTT)e Wmgebung von Codon 712 ist
wichtig fur die Ligandenbindung und die Aktivierumpr Transkription. Bis heute sind
vier Individuen mit dieser Mutation bekannt und vidiort/Holterhus et al. (1996/2000)
beschrieben worden. Betroffen sind drei Brider detn Onkel, die Mutter der Bruder ist
heterozygot fur die Mutation. Klinisch prasentieresich alle mit einem PAIS

unterschiedlicher Auspragung. Im Androgenbindunggasvar bei normaler maximaler
Bindungskapazitat (B die Dissoziationskonstante §K leicht erhoht. Das entspricht
einer malRigen Beeintrdchtigung der Ligandenbinddoggine des AR. In den
Transaktivierungsstudien konnte das partielle Honktefizit der Mutation unter hohen

bis supraphysiologischen Hormonkonzentrationen lersgrt werden.

2.6.3. Die AR-Mutation M780I

Die Punktmutation der Guanin-Base im Exon 6 antRos2702 gegen Adenin hat die
Substitution der Aminosdure Methionin durch Isolauzur Folge. Alle bis jetzt
publizierten Falle mit dieser Mutation sind der &Bd 2 zu enthehmen. Die Phénotypen
weisen eine groBere Varianz als bei der vorbedmdmen Mutation L712F auf. Die
klinischen Bilder reichen von partiellem bis zu kdettem AIS. Rodien et al. (1996)
berichteten von drei betroffenen Geschwistern, genen zwei mit CAIS als Madchen
aufwuchsen, der dritte mit PAIS als Junge. Die Bimgkkapazitat von Androgenen war
bei Untersuchung der Genitalhautfibroblasten bei W&dchen erniedrigt, beim Jungen
normal, die Dissoziationskonstanten lagen im obeNormbereich bis erhoht, die
Messungen der Hormonkonzentrationen (T, E2, LH, F®kjaben auller fir DHT
supranormale Werte. In Ermangelung weiterer défemder Resultate werden hormonelle
Einflusse wéahrend der Fetalzeit sowie die Rolle foanskriptionsfaktoren als Ursache
der groRen phanotypischen Varianz diskutiert. Das Bevan et al. (1996) untersuchte
M780I-Konstrukt zeigte auch bei hohen Miboleronkemzationen (Miboleron =
synthetisches anaboles Steroid) nur einen minimafastieg der Transkriptions-
aktivierung, die nicht an die Wildtypaktivitdt heraicht, wie es mitunter bei anderen
Mutationen zu beobachten war. Hier besteht einetlidee Abh&ngigkeit von den
Umgebungsfaktoren, wie der Glutamin(CAG)-Wiederhglsrate im Exon 1 des AR. Eine

M780I-Mutante mit wenigen Glutamin-Wiederholungest ibei supraphysiologischen



Hormonkonzentrationen signifikant aktiver als deildtyp (Jakubiczka, 1999). Das klart
jedoch noch nicht den von Rodien beschriebenen, Ball die Geschwister alle ein

identisches AR-Gen aufweisen.

2.6.4. Die AR-Mutation R855H

Erstbeschreiber der Mutation R855H im Exon 7 watdang et al. (1991, 73rd Endo Soc
Meeting Abstr. 28). Batch et al.(Hum Mol Genetit892) beschreiben die gleiche R855H
Mutation mit mannlichem Phanotyp mit perineosceataHypospadie, Micropenis und
Kryptorchidismus mit einer verminderten Bindungskaipat fir Androgene und Uber der
Norm liegenden Werten fir die Dissoziationskonsgamtd die Thermolabilitat. Bevan et
al. (1996) konnten diese Klinik und die verandertBigenschaften bis auf die
Bindungskapazitat, die sich bei ihnen normal zeijtedie von ihnen untersuchte R885H-
Mutation bestatigen. In den TransaktivierungsassaySOS-Zellen fanden sie ab einer
Konzentration von 1 nM Miboleron einen Aktivitatstieg bis auf Wildtypniveau. Ahmed
et al. (2000) berichten von einer Mutation mit érted Bindungskapazitat. Auch Elhaji et
al. (Mol Endo 2004) unterzogen eine R855H Mutatimer kinetischen Analyse. Dabei
ergaben sich bezuglich der Bindungskapazitdt Nomerdé, die Dissoziationskonstante
war leicht erhéht. Die Mutation zeigte, verglichemt dem Wildtyp, eine verringerte
Transaktivierungsaktivitat, als deren Ursache edlnermolabilitdt und verminderte N-
C-terminalen Interaktionen angenommen wurden. Eir@atgenkristallographische
Darstellung der Mutation als vierdimensionales Mbdab weiteren Aufschluss lber die
gegenuber dem Wildtyp veranderte Konstellation zuboganden. Statt vier
Wasserstoffbriickenbindungen zu L797 und E803 bilde855H nur eine
Wasserstoffbricke zu S851. Das fuhrt zu einer \iédan Konformation der von der
LBD gebildeten Helix 12 bei Ligandenbindung.

2.6.5. Die AR-Mutation V866M

Erstbeschreiber dieser Mutation mit einem Aminosdustausch von Valin (GTG) zu
Methionin (ATG) an der Position 2958 im Exon 7 slndbahn et. al. (1989) und Brown et
al. (1990), welche eine verminderte Androgenbindafignitdt und eine erst bei
supraphysiologischen Androgenkonzentrationen naspase Reportergenaktivierung
beschreiben. Diese Erkenntnisse werden im Wesketlizon Kazemi-Esfarjani (1993)
und McPhaul (1991) bestétigt und um die These dBerhalb des AR-Gens gelegenen
Faktoren bereichert. Weidemann (1996) findet bei66/M normale Werte fir



Bindungskapazitat  und Thermolabilitat,  jedoch einedeutlich erhohte

Dissoziationskonstante. Der Phanotyp ist normaliseweiblich.



2.7. Ziel dieser Arbeit

Die einer Mutationen zugeschriebenen Charakteastik-vitro und in-vivo kdnnen
divergieren. Viele Mutationen rufen nicht nur einsstimmten Phanotyp hervor, sondern
sind interindividuell mit unterschiedlichen Auspuiigen des AIS Korreliert. Es gibt
Punktmutationen wie R615H, S703G, M780I1, R855H, &86u.a., die sowohl PAIS als
auch CAIS verursachen konnen (mcgill.ca/androggndits ist wahrscheinlich, dass die
unterschiedlichen  Umgebungsbedingungen, Zielgenaganden und Liganden-
konzentrationen ursachlich sind. Sie gaben Anlass der Hypothese, dass die
funktionellen Auswirkungen von Androgenrezeptorntiotzen nicht ausschlief3lich mit
einer gegenuber dem Wildtyp quantitativ erniedngt&ktivitat gleichgesetzt werden
kénnen. Vielmehr sollte in dieser Arbeit experinghuntersucht werden, ob die vier
aufgefihrten Androgenrezeptormutationen an untediibhen androgenregulierten
Zielgenen unter dem Einfluss unterschiedlicher Hoven ein mutationsspezifisches
Aktivierunggrofil zeigen. Dieses, und nicht das rein quantitativesmald der
Rezeptorinaktivierung an zumeist einzelnen undt@biausgewahlten Reportergenen,
konnte eine funktionell relevante Erweiterung im @darakterisierung von AR-Mutanten

bei AIS in vitro sein.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1) Fuhren Mutationen in der LBD des Androgenreaepbei Aktivierung strukturell
unterschiedlicher Reportergene in Gegenwart urhiedlicher Liganden zu einer

charakteristischen Veranderung der Aktivieryprgéile androgenregulierter Reportergene?

2.) Lasst sich dieses Prinzip fur ein qualitativsderes Verstandnis der Genotyp-
Phanotyp-Korrelation bei Androgenresistenz verweflde



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

3.1.1. PBS-Puffer

Der PBS-Puffer enthielt 1,6% Natriumchlorid (NaCD,04% Kaliumchlorid (KCI),
0,048% Kaliumdihydrogencarbonat (KIPO,) und 0,58% Dinatriumhydrogenphosphat
(N&HPQy) und hatte einen pH-Wert von 7,4. Er fand bei tammaliazellkultur,
wéahrend der Messung der TransfektionseffizienzdieeiHerstellung der Proteinlysate und
beim Elektroblot in Form von PBS-Tween VerwenduR&S-Tween enthielt zuséatzlich
0,1% Tween-20 (Polyoxyethensorbitanmonolaurat vao-RBad) und wurde flir die

Entfernung unspezifischer Bindungen eingesetzt.

3.1.2. Hormonelle Stimulation

Alle Hormone stammten von Sigma-Aldrich, lagen nstalliner Form vor und lagerten
bei Raumtemperatur. Fur die Verwendung in den \&mso wurde mit 96%-igem Ethanol
eine einmolare Stammlésung hergestellt, deren Audbeung bei —20°C erfolgte. Mit
DMEM#PCCFCS\wyrde daraus eine Verdiinnungsreihe von 1 mM bisiNiObereitet,
welche nach Zugabe zu den Zellen (1:100) die fie diersuche bendtigten
Hormonkonzentrationen (100 nM, 10 nM, 1 nM, 0,1 rt\Md1 nM, 001 nM) ergab.

Tabelle 2.Hormone (in Klammern die Abkirzung) und ihre Eiggimaften.

Hormon (IJUPAC-Name) Molekulargewicht (u) |Eigenschaften

Testosteron (T) 288,47 virilisierend

(17B-hydroxy-4-androsten-3-one) androgen
anabol

OH
CH,
N
CH,
T
A




Dihydrotestosteron (DHT = D) 290,4 virilisierend
(17B-hydroxy-5u-androsten-3-one) stark androgen
schwach anabol

o] =
H

Androstendion (A) 286,4 schwach androgen

(androstene-4-one-3,17-dione)

Stanozolol (S) 328,5 starkes Anabolikum
(17B-hydroxy-1&-methylandrostar@®,2-

c] pyrazole)

0]
CHa-l\-\iCH3

AT

\"\
HN\Nﬁi\m/é§\/2
H

3.1.3. Plasmide
Das Expressionsplasmid fur den Wildtyp-Androgenpéae pSVARO wurde von A. O.

Brinkmann, Erasmus University, Rotterdam, zur Vguiig gestellt.

Im Vergleich zum Androgenrezeptorwildtyp wurdenrfidutanten des Androgenrezeptors
untersucht. Es waren naturlich vorkommende Mutatiomlie bei Patienten mit AIS durch
Androgenbindungsuntersuchungen, Analyse der Eimaalgkonformations-
polymorphismen und DNA-Sequenzierung entdeckt wurddle vier Konstrukte hatten
eine Punktmutation mit Basenaustausch in der Ligabthdungsdoméane (LBD), die sich
als ein einzelner Aminosaureaustausch darstellte.

Die Plasmide der Mutationen wurden, basierend aarh dARO-Plasmid von A. O.

Brinkmann, Erasmus University, Rotterdam, genefidditerhus 2000, Wieacker 1998).



In den Versuchen kamen pSVAR 712F, pSVAR 780Il, pBV@55H und pSVAR 866M

zum Einsatz.

Es wurde ein fur die Firefly-Luciferase kodierend&sportergen eingesetzt, welches mit
drei fir Androgene empfanglichen Promotoren kondsinvurde.

(ARE),-TATA-Luc bestand aus zwei androgenresponsiblenmEigen, die von der
TATA-Box und dem Luciferasegen gefolgt wurden. Egrde von G. Jenster, Erasmus

University, Rotterdam, zur Verfigung gestellt.

T 0— A

ARE/PRE ARE/PRE TATA Luc

Sequenz: AAG CTTIGTAIGAG GATIETTCTG CAT GCT CTRATIGTACAG GAT

GTTETG GTA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGGTA TAT AAT

Abbildung 6. Das (ARE)LTATA-Luc-Reportergen
Aufbau und Sequenz d€ARE),TATA-Luc -Reportergens, die hormonresponsiblen Elemente (Hirtg) dunkelgrau,

andere funktionelle Sequenzen sind hellgrau urgerle

Das GRE-Oct-Luc Reportergen setzte sich aus zwebgbrticoidresponsiblen Elementen
(GRE), Oct 6, der TATA-Box, einer SP1-site und dénciferasegen zusammen. Es
stammte von A. O. Brinkmann, Erasmus Universitytt&dam.

oL o0H——A—

GRE GRE Oct 6 TATA SP1 Luc

Sequenz(GRE): AAGOTTGTTACAACTEGTTC TATCCCGGGCTAGACCTEGTAGG-

GGATCAGAACAG T TRGTAACCA

Abbildung 7. Das GRE-Oct-Luc-Reportergen
Aufbau desGRE-Oct-Luc-Reportergens, Sequenz des hormonresponsiblen #\kesi GRE-Oct-Reportergens, HREs

sind dunkelgrau unterlegt.

Das von Organon (Organon, West Orange, NJ) bezdg8fiEV-Luc Reportergen enthielt

vier hormonresponsible Elemente (ein unvollstargligalindrom, ein anomales Palindrom



mit nur zwei separaten Basenpaaren zwischen ddrséftdn und zwei Halbpalindrome),
die von einer NF1 Bindungsstelle, zwei Oktamermetivder TATA-Box und dem
Luciferasegen gefolgt wurden (Truss und Beato 1993)

HEEH—{HE—{TH—O—H— A

GRE GRE GRE GRE NF1 Oct 6 TATA Luc

Sequenz der hormonresponsiblen Elemente (HRE) desMT\MLuc:
ATCETTACAAACTETTCT TAAAACAAGGATGTGAGACAAGTGG-TTTCCTGAG-

TTGGTTTGETATCAAATETTICT GATCTGAGCTCTTAGTEGTTCTATTTTCCATET

TCTTTTGGAATCTATCCAAGTCTTATGTAAATGCTTATGTAAAC

Abbildung 8. Das MMTV-Luc-Reportergen
Aufbau und Sequenz d&8MTV-Luc -Reportergens, dunkelgrau unterlegt: HRES, hellgrdarlegt: andere funktionelle

Doménen des MMTV-Reportergens.

Zur Messung der Transfektionseffizienz wurde dasR@TK-Plasmid (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin), ein konstitutkpamiertes, fir die Renilla-Luziferase
kodierendes Gen, kotransfiziert. Es ist ein fur Maatha-Zell-Systeme optimiertes
Plasmid, welches sich durch seine geringe Realdahzinspezifische Stimuli, fehlende
Bindungsstellen fur bekannte Transkriptionsfaktorend eine moderate Expression

auszeichnete.

Der pSV$-Galactosidase Control Vector stammte von Promegd wurde zur
Uberpriifung der Transfektionseffizienz genutzt.

Das Plasmid pTZ19 wurde bei den NegativkontrollesnGarrier-Plasmid eingesetzt, da es
nicht fur den AR kodiert.

3.2. Methoden

3.2.1. Glycerinstockkultur

Die Plasmid-DNA wurde irEschericha coli DH5a vermehrt. Fur die Aufbewahrung als
Glycerinstockkultur wurden 90QI E.coli in 900 ul 60%-igem Glycerol (60 ml Glycerol,
40 ml Agqua bidest.) in Flussigstickstoff schockgedin und bei —80°C gelagert.



3.2.2. Maxipraparation von Plasmid-DNA

Plasmide wurden nach dem Protokoll des EndoFresnftlaMaxi Kits von Qiagen,
welches auf einer modifizierten alkalischen Lyseube(Birnboim 1979), aufgereinigt.
Einer Glycerinstockkultur wurden mit einer Impfosellen zum Beimpfen einer
Agarplatte entnommen. Zur Herstellung einer Stluiéur wurde von der Agarplatte 24h
spater eine einzelne Kolonie gepickt und in 20 Bhhp-Medium (LB (Luria Bertani) —
Medium aus 25 Gelatinekapselns@Ogene) aufgeldst in 1 | Aqua dest. pH-Wert=85 (
g Hefeextrakt, 10 g Natriumchlorid, 10 g Tryptofi€&s BIOgene)); flr LBmp 100 pug/ml
Ampicillin (Sigma-Aldrich)) eingeimpft. Die Startewltur stand fur sechs Stunden bei
37°C mit ~225 rpm auf dem Rittler. 0,5 ml der ®tikultur wurden fir die Maxikultur in
250 ml LBymp-Medium dberfuhrt und bei 37°C und ~225 rpm UbectNankubiert. Um
die Zellen ernten zu kénnen, wurde die Maxikult@ inuten bei 4°C mit 6000 x g
zentrifugiert. Die enthaltenen Plasmide wurden Hilfe des Qiagen EndoFree Plasmid
Maxi Kits nach Anweisung des Herstellers aufgemtinDie Maxi-Praparationen der

Plasmide lagerten bei —18°C und wurden fiir die Mghe auf Eis aufgetaut.

3.2.3. Photometrische Konzentrationsbestimmung geloster DN

Die Konzentration der Plasmide wurde mit dem EppeinBioPhotometer 6131 bei der
OD2g01280 bestimmt. Die Messung basiert auf der BradforddtmeMethode (Bradford
MM, 1976), einer quantitativen Proteinmessmetha@e welcher eine farbstoffgebundene
Proteinprobe mit einer Standardkurve bekanntereifvkbnzentration verglichen wird. Die
Plasmide wurden im Verhaltnis 2:98 mit TE-Pufferi¢iEthylendiamintetraessigsaure-
Puffer Losung, BioChemika Ultra Gber Sigma-Aldrisieydinnt.

3.2.4. Enzymatischer Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Um die Identitat der Maxi-Praparationen zu Uberpniifwurden die Plasmide durch
Restriktionsendonukleasen (s. Tab. 3) gespaltdngiaul%-iges Agarosegel aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert. Diér fein Plasmid mdglichen

Restriktionsendonukleasen waren den BeschreibudgerPlasmide zu entnehmen. Fur
den Plasmid-Verdau wurdepy DNA (= Plasmid) mit 10 U der Restriktionsendoradde

und 2pl eines zur Restriktionsendonuklease passendenuff@x® versetzt, mit Aqua dest.
auf 20 ul aufgefillt und eine Stunde bei der fur die jevgel Restriktionsendonuklease

optimalen Temperatur inkubiert.



Tabelle 3.Liste der fiir die Plasmide verwendeten Restrilgammonukleasen

Plasmid Restriktionsendonuklease Bezugsquelle
pSV-ARO und Mutationen Bam H I, Hind 11l

MMTV-Luc Pst |

P(ARE)-TATA-Luc Sac |, Hind IlI

GRE-Oct-Luc Sma |, EcoR | Gibco/BRL
pPhRG-TK Bam H I, Hind IlI

pTZ19 Bam H |, Bgl |

3.2.5. Agarosegelelektrophorese

Die verwendeten Plasmide wurden uber Restriktiothsenkleasen linearisiert und auf
einem 1%-igen Agarose-TBE-Gel gegen derHind-llI-Molekulargewichtsmarker
(Gibco/BRL) mit bekannten Fragmentlangen aufgemagéur Herstellung des Gels
wurden 2 g Agarose in 200 ml Tris-Borat-EDTA(=TBE)fer (Stammlésung (10x) aus
54 g Tris, 27,5 g Borsaure und 20 ml 0,5 molarenT EDpH-Wert von 8,0) gel6st. Der
Loadingbuffer setzte sich aus 30% Gycerol in Wassanrd 0,25% einer
Bromphenolblaulésung zusammen. Die Elektrophoresedev mit 10 V je Zentimeter
Gellange durchgefiihrt. Die Gele wurden anschlieRdfd Minuten in 2 pg/ml
Ethidiumbromidlésung gefarbt, Uberschissiges Hiiniliromid wurde durch ein 10-
minitiges Bad in Aqua bi-dest. entfernt. Das Gelrdeuauf einem UV-Tisch (UV
Transilluminator Hoefer Macro Vue UV 25, AmershaiaRnacia Biotech) unter einer
Ultraviolettlampe mit einer Polaroid-DS34-Kamerat n@elbfilter auf einem Polaroid
Polapan-Film (T 667, ISO 3000) abgelichtet.

3.2.6. Mammaliazellkultur

Die Transfektionsversuche wurden an Ovarzellenesigther Hamster (chinese hamster
ovary cells = CHO) der Linie K1 durchgefuhrt. Diesaren Subklone einer parentalen
CHO-Zelllinie, die ihren Ursprung in einer Ovarbsi® eines adulten chinesischen
Hamsters aus dem Jahr 1957 hat. Die verwendetdenZgiammten aus der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ

Die CHO-Zellen waren adharent wachsende fibrobidst@ellen, die eine zusatzliche
Differenzierung durchmachen konnten. Charaktetisirrden sie weiterhin durch eine
Verdopplungszeit von ca. 24h sowie einfache Kukdibgungen. Sie exprimierten keinen
endogenen Androgenrezeptor und waren nicht in dagel Testosteron in DHT



umzuwandeln (Thigpen et al. 1993), eine Umwandhmg Androstendion in Testosteron
wurde beschrieben (Deslypere 1992), war jedoch @ufind der enzymatischen
Ausstattung der Zellen nicht nachvollziehbar. FlUerstche wurden sie in DMEM
LO%DCCIFCShej 37°C und 5%CPinkubiert. Die Aufbewahrung erfolgte in 70% DMEM,
20% FCS und 10% DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma-Atdrj bei —196°C in flissigem
Stickstoff.

Das Kultur- und Versuchsmedium der CHO-Zellen walL BECCO’s modified Eagle’s
medium nutrient mixture F-12 Ham (modifiziertes @athedium von DULBECCO =
DMEM) der Firma Sigma/Aldrich mit 10% fetalem Kafserum (FCS) der Firma PAA
Laboratories. Fir einen Liter DME¥®™©® wurde die entsprechende Trockenmenge
DMEM nutrient mixture F-12 Ham in 1 | Aqua dest. I@gg und mit 1,2 g
Natriumhydrogenkarbonat (NaHG) 10%FCS, sowie 5 ml einer Lésung mit 100 U/ml
Penicillin und 10Qug/ml Streptomycin (beide Sigma/Aldrich) versetzt.

Fur die Arbeiten mit dem steroidfreien Medium DMERIP“F“Swurde fir das FCS die
Kohle-Adsorptionsmethode (DCC = dextran coated ayarmethod) angewendet. Fir die
DCC-L6sung wurden 5 g Aktivkohle Norit/AServa), 0,5 g Dextran (Sigma-Aldrich) und
200 ml eines 10-millimolarem Tris-HCI-Puffer (Sigmddrich) mit einem pH-Wert von
7,4 Uber Nacht bei 4°C geruhrt, anschlieRend aligtiaund bei 4°C und 3000 rpm zehn
Minuten lang abzentrifugiert. Jeweils die Halfter #@®hlepellets wurde nacheinander in
500 ml FCS resuspendiert und zwei Stunden im Eigigadhrt. Das entstandene DCC-
FCS wurde Uber eine Nutsche von der Kohle getrdramt),2um Porengrol3e sterilfiltriert,
aliquotiert und bei —20°C gelagert. Zur weiteremmMendung erfolgte die Erwérmung auf
37°C im Wasserbad.

Zur Vorbereitung der Transfektion wurden die CHQl&te im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und die 2 ml Zellsuspension in 8 ml DMERRCS aufgenommen. Nach
Zentrifugation kamen die Zellen in 25 ml DMERfP“CT“Swieder in Lésung und wurden
in T 175 cni Kulturflaschen (Sarstedt) gegeben. Die Anziichterfglgte bei 37°C und
5%CQ bis zu konfluentem Wachstum, 3-4 Tage, im Zellkwdchrank (Heraeus).

Das verbrauchte Medium wurde von den Zellen abggsand sie anschliel3end zweimal
mit 10 ml PBS gespult. 2 ml Trypsin/EDTA (0,5% Tsyp, 0,2%
Ethylendiamintetraessigsaure, Gibco/BRL) pro Zdtlkdlasche |6sten innerhalb von zwei
Minuten die adharenten Zellen vom FlaschenbodenrctibuZugabe von 8 ml
DMEM*PCCFCS\yyrde die Trypsinwirkung beendet. Die Zellldsungrde bei 900 rpm



(micro rapid, Hettich) zentrifugiert, der Uberstamdrworfen und die Zellen in 10 ml
DMEM#PCCFCS rasyspendiert. 2Qul der Suspension dienten, im Verhaltnis 1:5 mit
Trypanolblau versetzt, zur Ermittlung der Zellzahl einer Neubauer-Zahlkammer. Es
wurde mit einer definierten Zellzahl von 160.0001&e pro Milliliter DMEM 10%PCC-FCS
gearbeitet.

Je 500ul der Zellsuspension, entsprechend 80.000 Zellamden in ein Loch einer 24-
Loch-Platte (Greiner) gegeben. Die so ausplattieriellen kamen fir 24 h bei 37°C und
5%CQ in den Zellkulturschrank.

3.2.7. Transfektion der CHO-Zellen

Die CHO-Zellen wurden nach dem FuGENE-Protokoll difiniert nach C. Berrevoets)
mit den Plasmiden transfiziert. Der DNA-Mix enthidiir ein Well 30 ng eines
Androgenrezeptorplasmides (entweder den Wildtypr calee der Mutationen), 200 ng
eines Reportergenplasmides (MMTV-Luc, (AREATA-Luc oder GRE-Oct-Luc) und 5
ng des phRG-TK-Plasmides. Pro Loch der 24-Lochtélatirden 0,51 FUGENE in 100

pl serum- und antibiotikafreiem Medium inkubiert uadf den DNA-Mix gegeben. Nach
20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurdeth(é pl dieses Ansatzes in ein Well
getropft. Die Platten wurden geschwenkt und kamen 3%CQ und 37°C in den

ZellkulturschrankNach den funf Stunden wurden die Zellen hormaostethuliert.

3.2.8. Hormonelle Stimulation transfizierter Zellen

Die verwendeten Hormone Testosteron, Dihydrotestost Stanozolol und
Androstendion waren alle in 96% Ethanol gelést undgen in den
Ausgangskonzentrationen 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 @PO uM und 1 mM vor. Sie
wurden 1:100 mit DMENP*PCCFCSyerdiinnt, die Zugabe zu den Wells ging mit einer
nochmaligen Verdinnung von 1:100 einher, so das$€ddkonzentrationen in den Wells
0,001 nM. 0,01 nM, 0,1 nM, 1,0 nM, 10 nM und 100 Etrugen. Zusatzlich wurde fur
jede Plasmidkombination der Basalwert mit dem &aeiven Volumen an Ethanol
bestimmt. Die Inkubation der Hormone dauerte 18h ®&C und 5% C@ im
Zellkulturschrank. Die Aktivitat des Androgenrezeptildtyps bei Zugabe von 10 nM
DHT wurde als Standardwert ermittelt und als ,,18gt. Die einem Versuch zugehdrigen
Werte wurden Uber den Standardwert normalisiert. s Da&rmdglichte die

versuchsubergeifende Auswertung der Ergebnisse.



3.2.9. Transfektionskontrolle Uber Negativkontrollen und Darstellung der
Transfektionseffizienz mit Hilfe des pSVB-Galactosidase Control Vectors von

Promega

Um eine androgenrezeptorunabhangige Aktivierung Heportergene auszuschliel3en,
wurden Negativkontrollen ohne das Androgenrezepderpid durchgefuhrt. Im
Versuchsaufbau ersetzte das Plasmid pTZ19 das Aedrezeptorplasmid. Fir die
Positivkontrolle wurden 30 ng pSVARO, 170 ng pTZlnhd 50 ng eines
Reportergenplasmides (MMTV-Luc, (ARHATA-Luc oder GRE-Oct-Luc) transfiziert,
fur die Negativkontrolle wurden neben 50 ng Repgeaplasmid 200 ng pTZ19
transfiziert. Die Negativkontrollen wurden fir jed®eportergen mit jedem Hormon in

einer Konzentration von 100 nM durchgefihrt.

Der pSV$-Galactosidase Control Vector ist ein positiver Koltvektor fir das
Monitoring der Transfektionseffizienz in Saugetsdlen. In dem hier beschriebenen
Versuch wurde er mit dem Substrat X-Gal (5-BromGHlero-3-Indolyl$-Galactosid) fur
die histochemischén-situ Analyse genutzt. Zellen, die mit dem pB\Msalactosidase
Control Vector transfiziert wurden, bildeten daszin (-Galactosidase, welches einen
Galactoserest vom Subtrat X-Gal spaltete, wodumlbkluer Indigofarbstoff freigesetzt
wurde. Transfizierte Zellen erschienen blau.

Die Transfektion wurde entsprechend des FUGENEeRaiis mit 100 ng, 200 ng und
500 ng des pS\B-Galactosidase Control Vectors durchgefiihrt. Alg&terkontrolle, um
eine endogen@-Galaktosidaseproduktion oder die Produktion varetzymen durch die
Zellen ausschlieBen zu konnen, blieben einige Walis Zellen untransfiziert. Das
Anfarben der Zellen mit X-Gal begann 24h nach dean$fektion mit zweimaligem
Waschen der Zellen mit PBS. AnschlieBend wurden gZilen durch 15-minltige
Inkubation mit Glutaraldehyd (0,25%-ig in PBS; 3@Qe well) fixiert. Das Glutaraldehyd
wurde entfernt und die Wells mit PBS gespult (5@0wvell, 3x). Die anschlie3end
aufgetragene X-Gal-Loésung war eine sterilfiltriereBS-Losung aus 0,2% X-Gal
(Promega), 2 mM MgCI, 5 mM je(CN) x 3 H,O und 5 mM KFe(CN} Nach 30
Minuten Inkubation bei 37°C wurde die X-Gal-Losuegtfernt und die Zellen mit PBS
Uberschichtet. Lichtmikroskopisch konnten die btadellen betrachtet und photographiert
werden. Um die Transfektionseffizienz zu berechnearden die blaugefarbten Zellen
ausgezahlt (in % an Gesamtmenge der Zellen).



3.2.10. Zelllyse und Luciferaseassay

Der Messung der Luciferaseaktivitat diente das Rumiferas€ Reporter Assay System
von Promega.

Das Medium wurde von den Zellen entfernt und dikeiedurch 10Qul des Passive Lysis
5x Buffers (PLB, Promega) je Well lysiert. Die Réat standen fur 15 Minuten auf dem
Ruttler, um optimale Verteilung und Einwirkung dd3uffers zu gewahrleisten.
AnschlieRend wurden 28 des Zelllysates eines jeden Loches zur Messugém Loch
einer 96-Loch-Platte (costar 3921, Corning Incoaped, Corning, NY, U.S.A.) gegeben.
Die Messung der Firefly- und Renilla-Luciferaseuwitiit erfolgte am Luminometer lucy 3
von anthos. Uber dieses Gerat wurden dem Lysaten@atder zwei Luciferasesubstrate
zugefuhrt. Das Substrat der Firefly-Luciferase waciferase Assay Reagent I, Analoges
fur die Renilla-Luciferase war das Stop & &IReagent. Das Stop & GldReagent wurde
als zweites Substrat zugegeben, da ein darin eatieal Puffer die Aktivitat der Firefly-
Luciferase stoppt und die Messung der Renilla-lareige-Aktivitat ermdglicht. Die durch
die Zellen synthetisierten Enzyme Firefly- und Rariuciferase setzten die Substrate
unter Entstehung von Lichtblitzen um, welche gueméirt werden konnten. So konnte
jedem Lysat ein Wert fur die androgenabhangige, \ari den Promotor gekoppelte,
Firefly-Luciferaseaktivitdt zugewiesen werden, @l€h ein Wert, der androgenunabhangig

fur die Transfektionseffizienz (Renilla-Luciferasgand.

3.2.11. Proteinlysate

Die Proteinlysate waren Ausgangspunkt des Nachwelse Androgenrezeptorexpression
in den CHO-Zellen. Es gab Lysate unterschiedli@ngfizierter sowie untransfizierter
Zellen.

Zur Gewinnung der Zellproteinlysate wurden 300.@llen in 2,5 ml DMEM?#PCC-FCs
pro Well einer 6-Well-Platte ausgesat. Uber Nachthgen sie bei 37°C und 5%¢g(n
Zellkulturschrank an. Die Zellen wurden mit 1000des (ARE)TATA-Luc-Reportergen-
plasmides, 150 ng eines Androgenrezeptorplasmididstyp oder Mutation) und 150 ng
phRG-TK zur Transfektionskontrolle nach dem FuGHRN&tokoll transfiziert. Fur jedes
der funf verwendeten AndrogenrezeptorkonstrukteVAfS 0, pSVAR L712F, pSVAR
M780I, pPSVAR R855H und pSVAR V866M wurde die Traglgion durchgefiihrt. Als
Negativkontrolle diente ein Versuch ohne Zugabe Aedrogenrezeptorplasmids unter
gleichen Bedingungen. 24 Stunden nach der Transfekivurden die Proteinlysate

hergestellt. Das Medium wurde von den Zellen abggisand diese zweimal mit PBS



gespult. Fur den weiteren Versuchsablauf lagerienPthtten auf Eis. Auf jedes Loch
kamen 500 pl Lysispuffer A, hergestellt aus 1 ml Triton X-100(t-
Octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma-Aldrich), O¢p DEO (Desoxycholat, Sigma-
Aldrich) und 0,08 g SDS (Natriumdodecylsulfat, Fdyikn 100 ml Puffer C (40 mM Tris, 1
mM EDTA, 10% Glycerol (87%-ig), 10 nM DTT), versetmit 10 ul 60 mM PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid) 10ul 50 mM Bacitracin (beide Sigma-Aldrich). Die
Zellsuspension wurde mit einem Zellschaber geldsd auf eine Qia-Shradder-Séaule
gegeben. Durch die Saule wurde das Lysat durchekdentrifugation in ein Eppendorf-
Rohrchen Uberfihrt, welches bei —80°C eingefrorende. 10ul des Lysates wurden vor
dem Einfrieren fiir eine photometrische Bestimmueg Eroteinkonzentration nach der
Bradford (Bradford 1976) abgenommen.

3.2.12. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese diente der &sjmm der Proteinlysate transfizierter

und untransfizierter Zellen.

Die Proteinproben wurden auf einem diskontinuiegic 12%-igen SDS-PA-Gel (Laemmli
UK 1970) elektrophoretisch aufgetrennt (Mini-PROT¥A 3 Cell, Mini Trans-Blo?
Electrophoretic Transfer Cell, beide Bio-Rad, USA).

Die 4%-igen Polyacrylamidsammelgele setzten sich @d1l ml Acrylamid-Rotiphorese
(Roth), 1,1 ml Stacking-Puffer, 3,5 ml Aqua destt0 ul Temed (= 1,2
Bis(dimethylamino)ethan, Sigma-Aldrich) und @0 10%-igem APS (Sigma-Aldrich)
zusammen. Die 12%-igen Polyacrylamidtrenngele eh#én 5,2 ml Acrylamid-
Rotiphorese, 2,7 ml Seperating-Puffer, 5,0 ml Adest., 1Qul Temed und 28l 10%-iges
APS.

Der Stacking-Puffer fur Polyacrylamidsammelgelehesit auf 1 | Aqua dest. 75,4 g
(=0,625 M) Tris-Puffer (Tris = 2-amino-2-hydroxyrhgt-1,3-propanediol) und 5 g SDS
(Natriumdodecylsulfat von Fluka). Sein pH-Wert bgt6,8 und er wurde bei 4°C gelagert.
Der Seperating-Puffers fur Polyacrylamidtrenngeilthielt in 1 | Aqua dest. 226 g (=1,875
M) Tris-Puffer und 5 g SDS. Er hatte einen pH-Wenmn 8,8 und lagerte bei 4°C.

20 ul des wie oben hergestellten Zelllysates wurdendam aquivalenten Volumen des 2x
Sample-Puffer nach LAEMMLI (1 | Aqua dest. mit 12j1Tris (100 mM) 40 g SDS, 20
mg Bromphenolblau, 236 ml Glycerol (beide SigmatAdd), pH-Wert von 6,8)

angereichert mit 10 mM DTT (DL-Dithiothreitol, SigwAldrich) versetzt. Die Proben



wurden drei Minuten bei 100°C denaturiert, zwei Man abzentrifugiert und auf Eis
gelagert.

Der Molekulargewichtsmarker (RPN-800-Full-Rangef®aw-Marker, Amersham)
wurde bei Raumtemperatur aufgetaut und fir eine ubdinbei 40°C erwarmt, um
eventuelle Prazipitate zu I6sen.

Die Taschen in den Gelen wurden zur Entfernung lynperisierter Acrylamidreste
mittels einer Spritze mit Elektrodenpuffer (10x I&ledenpuffer ergab sich aus 1 | Aqua
dest. mit 30,25 g Tris (=250 mM), 10 g SDS (=1%M b Glycin (=1,92 M) (von Merck),
pH-Wert von 8,3 bis 8,9, Lagerung bei 4°C) gesik. Beladung der Taschen erfolgt mit
10 yl Marker bzw. 10ul der Probe je Tasche. Die Laufzeit des Gels bet2@® Minuten
bei 100 V.

3.2.13. Elektroblot und Detektion

Der Elektroblot Uberfuhrte die aufgetrennten Prdysiate auf eine Membran, die Uber die
Bindung eines Antikdrpers auf das Vorkommen einér tlen Androgenrezeptor
spezifischen Bande untersucht wurde.

Die Proteinbanden wurden in einem Tankblot-Verfahidini-PROTEAN® 3 Cell, Mini
Trans-Blof Electrophoretic Transfer Cell, beide Bio-Rad, USAuf eine
Nitrozellulosemembran (Trans-Bfot Transfer Medium, 0,2um, Bio-Rad, USA)
Ubertragen. Transferpuffer war ein Blottingpuffieergestellt aus 10 x Blottingpuffer (250
mM Tris-Puffer, 1,92 M Glycin, 1% SDS) 150 ml Metitd und 1050 ml Aqua dest., der
bei 4°C lagerte. Die Laufzeit des Blots betrug 8@uen bei 100 V.

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran Raumtemperatur trocken in
einem geschlossenen Glasbehélter gelagert odet 20fMinuten auf dem Ruttler in PBS-
Tween geschwenkt.

Anschlie3end wurde die Membran Uber Nacht mit Bilogieagenz (= PBS-Tween mit 5%
Magermilchpulver) blockiert. Die feuchte Nitrozddsemembran wurde in einen oberen
Abschnitt, welcher das Protein des Androgenrezeptmthalt und in einen unteren
Abschnitt, in welchem das Aktin aufgetrennt wurdgetrennt. 10yl des Anti-
Androgenrezeptor-Antikdrpers  (Anti-Androgen ReceptoAS 301-320, F39.4.1,
BioGenex) wurden in 6 ml Blockingreagenz (1:600)démnt und fur eine Stunde auf den
oberen Membranabschnitt gegeben. Der untere Merabsahnitt wurde mit einer Lésung
aus 1 pl Anti-Aktin-Antikdrper (Anti-Actin, A-2066, SigmaAldrich) und 1 ml
Blockingreagenz (1:1000) fur eine Stunde inkubiefnschlielend wurden beide



Membranteile viermal fir 15 Minuten mit PBS-Twedh100) gewaschen. Es folgte die
Uberschichtung und einstiindige Inkubation mit demeiten Antikorper. 1 pl des IgG-
Peroxidase-Konjugates (Anti-Mouse, NA931V von Anhars, England) wurde fir den
Androgenrezeptor-Antikdrper in 2 ml Blockingreageraufgelost, fur den Aktin-
Antikorper wurde das IgG-Konjugat (Anti-Rabbit, A%, Sigma, U.S.A.) 1:4000 (d in

4 ml) mit Blockingreagenz verdinnt. Nach erneuterms@en der Membranen mit PBS-
Tween (4 x 15 Minuten) wurden die Proteine mit deémestern Lightning™
Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer Lifeerfses) auf einen Hyperfilm
(Hyperfilm™ ECL, Amersham, England) detektiert. IRaginer Belichtungszeit von drei
Minuten zeigten sich auf dem entwickelten Film diech Antikrper markierten Banden

der Proteine.

3.2.14. Mathematisch-statistische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Egmtware von Microsoft und
SigmaStat von SPSS.

FUr jede Kombination von Androgenrezeptortypen,nfdtoren und Hormonen wurden
drei Triplikatansatze, entsprechend neun Einzebmertan unterschiedlichen Tagen
durchgeflhrt.

Die androgenabhangige Aktivitdt der Firefly-Luzdee wurde in Beziehung zur

Transfektionseffizienz, die der Renilla-LuziferaSktivitat entspricht, gesetzt:

Aktivitat der Firefly-Luziferase

korrigierte Firefly-Aktivitat =

Aktivitdt der Renilla-Luziferase.

Fur jeden Transfektionsansatz wurde die pSVARO\Al&i bei Zugabe von 10 nM DHT
als Triplikatansatz bestimmt und als 1 bzw. 100%idelegt. Gegen diesen Wert wurden
alle anderen Aktivitdten normalisiert, wodurch netgerimentelle Schwankungen
ausgeglichen werden sollten.

Aktivitat des Konstruktes bei Hormonkenfration X

normalisierte Luziferaseaktivitat =
Mittelwert pSVARO bei 10nM DHT.

Fur die Negativkontrollen erfolgte die Berechnumg bhduktion.



3.2.15. Farbkodierte Darstellung der Ergebnisse mittels TreView

Die Transfektionen hatten eine grol3e Menge Infolonah im numerischen Format zum
Ergebnis. Fiur diese stellte sich die Frage naclerearstellungsweise, welche dem
Betrachter schnell einen Uberblick ermdglicht.

Mit Unterstitzung des Programmes TreeView (Softwamea.lbl.gov) von M. B. Eisen
und P. T. Spellman (Eisen et al., 1998), welchepninglich in Verbindung mit einer
Clusteranalyse fur die Verrechnung und graphiscaestellung von Genexpressionsdaten
entwickelt wurde, gelang die um den Mittelwert edté graphische Darstellung.

FiUr jede Kombination von Androgenrezeptorwildtypitation, Reportergen und Hormon
bei den Hormonkonzentrationen von 0 nM bis 100 nMrden die Mittelwerte der
relativen Induktionen berechnet. In Abhangigkeitnvden Reportergenen wurden die
darauf bezogen gréleren Werte zunehmend rot undekdm Werte zunehmend blau

dargestellt.



4. ERGEBNISSE

Das Ergebnis-Kapitel stellt die mit den beschrigmeMethoden erhobenen Daten in Text
und Bild dar, angefangen mit den Vorversuchen azan3fektion tber die Transfektion

selbst bis zur statistischen Auswertung.

4.1. Die Negativkontrollen

Um zu zeigen, dass bei diesem Versuchsaufbau diporieegene MMTV-Luc,
(ARE),TATA-Luc und GRE-Oct-Luc nur bei Vorhandensein dd3s aktiv werden und
keine anderen Stimuli zu einem Aktivitatsanstielgréin, wurden die Luciferaseaktivitaten
in Zellen mit AR (pSVARO) und ohne AR (pTZ19) naclugabe von verschiedenen
Steroiden in einer Konzentration von 100 nM miteither verglichen.

In den Diagrammen der Abbildung 9 sind die Indukéio der Plasmide pSVARO und
pTZ19 mit den Hormonen R1881, Androstendion, Testos, Dihydrotestosteron oder
Stanozolol aufgetragen. Es wird dargestellt, umcheh Faktor die Aktivitat steigt (=
Induktion), wenn ein Hormon hinzugegeben wurde. Digluktion bei alleiniger
Transfektion von dem pTZ19-Plasmid liegt ungefaéir éins. Das bedeutet, dass sie sich
nicht signifikant von der Aktivitat der Zellen ohridormonzugabe unterscheidet. Am
MMTV-Reportergen (Abb.9.A) reicht die Induktion dg$Z19-Plasmides von 0,50;288
bei Zugabe von R1881 bis zu 1,798%#71 bei Testosteron. Wurden die Zellen mit dem
Plasmid des Androgenrezeptorwildtyps pSVARO trameii, lassen sich Induktionen von
9,613,999 mit Stanozolol bis 48,6623,531 mit Dihydrotestosteron messen.

Noch eindeutiger sind die Ergebnisse bei Betraghtdas (ARE)TATA-Promotors in
Abb. 9. B. Die Induktionen des pTZ19 liegen im Belnevon 0,8778,084 (Testosteron)
bis 0,9976,169 (Stanozolol), die des Androgenrezeptors V@B 72L+7,322 (Stanozolol)
bis 117,20189,046 (R1881).

Der GRE-Oct-Promotor (Abb.9.C) hat kein grof3es wiktungspotential, was sich vor
allem in den niedrigen Induktionen des pSVARO-Plde® widerspiegelt. Ohne
Expression eines Androgenrezeptors lassen sicheWert 1,0016,104 (Androstendion)
bis 1,230,496 (DHT) messen, wird ein Androgenrezeptor ewit liegen sie im
Bereich von 2,0928,639 (Androstendion) bis 4,795877 (R1881).
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Abbildung 9. Negativkontrollen an den CHO-Zellen

Transfektion der Zellen mit pSVARO vs. pTZ19 (s. kade). Messung der Luciferaseaktivitat (y-Achsenittelt tUber
drei unterschiedliche Reportergene (MMTV-Luc, (AREATA-Luc, GRE-Oct-Luc) unter Zugabe von jeweils 100!
R1881, A, T, DHT oder S. Auf der Y-Achse ist die Wiktion als das Verhéltnis von Luciferaseaktivitét Basalaktivitat

dargestellt. Die Balken zeigen den Mittelwert eifigplikatansatzes mit einem Fehlerindikator voregiSD.



4.2. Optimierung der Transfektionseffizienz mit dem pSV$-Galactosidase Control
Vector

Der pSV$-Galctosidase Control Vector fuhrte in transfizert CHO-Zellen zur
Expression dem-Galactosidase, die aus dem Substrat X-Gal untesp@lung eines
Galactoserestes einen Indigofarbstoffes freisef2te. transfizierten, blau erscheinenden
Zellen konnten unter einem Mikroskop betrachtetdear Nach der Transfektion mit 100
ng Plasmid waren 0,4% der Zellen transfiziert (ABA). Wurden der gleichen Anzahl
CHO-Zellen 200 ng Plasmid zugegeben, verschob dieke Ratio mit 6,25% an der
Gesamtzellzahl deutlich zugunsten der transfiziertgellen (Abb.10.B). 500 ng
Androgenrezeptorplasmid transfizierten 14% der CE&llen (Abb.10.C). Das
proportional zur Plasmidmenge eingesetzte Transfekteagenz fuhrte zunehmend zur
Inadharenz des Zellrasens, so dass die in den Hagpthen eingesetzte Plasmidmenge

auf 235 ng, fur gute Transfektionsraten bei niegtrigellschadigung, festgesetzt wurde.
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Abbildung 10. Transfektionskontrolle der CHO-Zellen mit dem pSV-$-Galactosidase Control Vector

CHO-Zellen wurden nach dem FUGENE-Protokoll mit Hg0A), 200 ng B) oder 500 ngQ) des pSVB-Galactosidase
Control Vectors transfiziert. Transfizierte Zellexpemierten das Enzyrfi-Galactosidase, welches von dem Substrat X-
Gal einen Galactoserest abspaltete, wodurch eilgdfatbstoff freigesetzt wurde, welcher transfieZellen blau
erscheinen lieR. Die Anzahl transfizierter blauedléh stieg proportional mit der eingesetzten Pldsrenge. Zum
Ausschluss einer endogenghGalactosidase-Produktion nicht transfizierte Zell@Negativkontrolle) lieRen keine
Blaufarbung erkennen (ohne Abbildung).

4.3. Expression der AR-Konstrukte in CHO-Zellen

Ob und in welcher GroRenordnung, in Relation zum-MA, die AR-Konstrukte in den
CHO-Zellen exprimiert wurden, lie3 sich mit dem \Wéesblot darstellen. Die CHO-Zellen
wurden mit dem Plasmid des Androgenrezeptorwildtger einer der Mutationen

transfiziert, nach 24 Stunden Inkubation lysiem, Vergleich zu untransfizierten CHO-



Zellen auf ein Gel aufgetragen, von dem Gel aué &litrozellulosemembran geblottet und
schlie3lich auf einen Hyperfilm detektiert. In Alshing 11. ist der Hyperfilm mit AR- und

Aktin-Banden nach der Entwicklung zu sehen. Ein auf das Gel aufgebrachter und
geblotteter Molekulargewichtsmarker ermdglichte disordnung der Gelbereiche zu

Proteingewichtsklassen.

AR SR S S S . ——> 110-114 kD

ALULI R S—

Abbildung 11. Expression der AR-Konstrukte in trandizierten CHO-Zellen vs. nicht-transfizierte CHO-Zellen

Polyacrylamidgelelektrophorese mit nachfolgenderktbblot und Detektion von Proteinlysaten untraesfter CHO-Zellen (Spalte
1) im Vergleich zu CHO-Zell-Lysaten, die mit pSVARSpalte 2), L712F (Spalte 3), M780I (Spalte 4)588 (Spalte 5) oder V866M
(Spalte 6) transfiziert wurden. Alle Lysate von miihem AR-Konstrukt transfizierten Zellen zeigen holekulargewichtsbereich des
ARs (110 bis 114 kD) eine Bande. Die dazugehdrigk&tinbanden sind wie die AR-Banden relativ gleidiark, so dass davon

ausgegangen werden kann, dass die Expression dedukéh die Mutationen nicht beeinflusst wird.

Im oberen Abschnitt der Abbildung 11. stellen sidnden mit einem Molekulargewicht

zwischen 105 und 160 kD dar. Der Androgenrezepabrjdn nach Phosphorylierungsgrad
ein Gewicht von 110 bis 114 kD. Die Lage der Bandatspricht der Lokalisation, an

welcher der Androgenrezeptor zu erwarten ist. Im wi@ransfizierten Zellen ist bei diesem
Molekulargewicht keine Bande, da kein Androgenréaggpasmid transfiziert und kein AR

exprimiert wurde. Die Aktinbande im unteren Absdhwieist Teile des Cytoskelettes nach
und ist damit ein zusatzliches Mal3 fur die eingaeat Proteinmengen. Bei aquivalenten
Proteinmengen gleichmallig ausgepragte AR-Bandeectspn flr eine gleichmalige,

durch die Mutation weitgehend nicht beeinflusste-Bkpression.

4.4. Transaktivierung an den Reportergenen MMTV-Luc, (ARE),TATA-Luc und
GRE-Oct-Luc

Die CHO-Zellen wurden transient mit einem AR-Kong&tr einem Reportergenplasmid
und einem Plasmid zur Kontrolle der Transfektiofigieinz transfiziert. Der daraufhin von
den CHO-Zellen exprimierte AR fiihrte nach Hormorelug (DHT, T, A, S) an den

verschiedenen Reportergenen zur  Aktivierung der ngkmaption. Die



Transkriptionsaktivitat wurde Uber die Messung Haciferaseaktivtat ermittelt, die bei
allen Hormonen einen konzentrationsabhangigen égsteigte. Dargestellt sind in den
Diagrammen die Daten der Androgenrezeptorkonstrumigeh der Normalisierung. ,1°
entspricht der Aktivitdt des pSVARO-Konstruktes @em jeweiligen Promotor bei einer

DHT-Konzentration von 10 nM.

4.4.1. Das MMTV-Luc-Reportergen

Bei Einsatz des MMTV-Luc-Reportergens steigt dietiitit des Androgenrezeptor-
wildtypes deutlich friher an als die der Mutationdfit DHT (s. Abb. 12.B) liegt der
Beginn schon bei 0,01 nM, bei T, A und S bei eiHermonkonzentration von 0,1 nM.
Der Anstieq ist steil, so dass jeweils bei 1 nM mli@ximale Aktivitat erreicht ist, die mit T
110% betragt und damit Uber der von DHT liegt. B&heren Dosierungen kdnnen keine
signifikanten Steigerungen beobachtet werden. Ibildong 12.A ist zu sehen, wie die
relative Luciferaseaktivitdt [RLU] bei 100 nM Testeron sogar wieder abzunehmen
scheint. L712F lasst bei DHT ab 0,1 nM, bei deneaad drei Hormonen ab 1 nM einen
Unterschied zur Basalaktivitat erkennen. Auch foégt eine schnelle Aktivitatszunahme
bis zur nachsthoheren Hormonkonzentration. Nimmtkihnzentration weiter zu, stagniert
die Aktivitat auf dem erreichten Niveau von 40% (@A Abb. 12.C) und S (s. Abb. 12.D))
bis 65% (DHT) der pSVARO-Aktivitat. Bei der MutatioM780I finden sich auch die
beginnenden Anstiege bei 1,0 nM (T, A) und 0,1 fHT), unter Stanozolol jedoch erst
ab 10 nM. Bis 100 nM, bei T bis 10 nM, steigt diktixitat stetig an. M7801 und L712F
haben oft ein &hnliches Ausmald an Aktivitat, ultefT ist M7801 mit Gber 90% der WT-
Aktivitat deutlich aktiver. R855H weist ab den glleén Hormonkonzentrationen (bei T, A,
S ab 1 nM, bei DHT ab 0,1 nM) wie L712F zunehmeAK#vitat auf, die bei T und A bis
100 nM stetig zunimmt. Sie ist die aktivste der Btithen und Ubertrifft bei Zugabe von
DHT (>105% WT-Aktivitat) oder S (110% WT-Aktivitagogar den AR-Wildtyp. V866M
zeigt ein geringes Aktivitatspotential. Bei Einsatit Testosteron oder Androstendion
fuhrt nur die Uberphysiologische Konzentration vilB0 nM zu von der Basalaktivitat
verschiedenen RLUs. Das potentere DHT bewirkt di@e, bei den anderen Mutationen
auch, bei der nachstkleineren Hormonkonzentratiah sieigert diese bei 100 nM auf das
Level von L712F mit 60% WT-Aktivitat.
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Abbildung 12.

Transaktivierung des
MMTV-Reportergens
Transaktivierungsstudie  des
Androgenrezeptorwildtyps und
vier seiner Mutationen am
MMTV-Promotor mit
Testosteron,
Dihydrotestosteron,
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4.4.2. Das (AREXTATA-Luc-Reportergen

Im Gegensatz zum MMTV-Reportergen ist die Aktivitits Androgenrezeptorwildtypes
am TATA-Promotor unter allen Bedingungen deutliéihér als die der Mutationen. Der
erste hormoninduzierte Aktivitatsanstieg liegt baind S ab 0,1 nM, bei DHT ab 0,01 nM
und bei A ab 1 nM. Wie in Abb. 13. zu sehen, ninmittzunehmender Konzentration auch
die Aktivitat zunachst stark zu, spater wird ihr sBieg geringer oder stagniert, wie
beispielsweise bei 100 nM T. Zweitstarkstes HorrmonTATA-Promotor nach DHT ist S,
es folgen T und A. L712F lasst im Vergleich zu pR(Abei einer um eine Zehnerpotenz
hoéheren Hormonkonzentration den Aktivitdtsbeginkeenen, ausgenommen DHT. Die
maximale RLU findet sich erst bei 100 nM. Sie ergshen denen am MMTV-Promotor
erreichten. Ahnlich wie bei Einsatz des MMTV-Proorst benétigt das Konstrukt M780I
héhere Hormonkonzentrationen fur die gleiche Akditviwie L712F. Es fallt auf, dass
M7801 mit TATA schwacher ist und L712F bei 100 nMcht mehr Uberragt.
Bemerkenswert niedrige RLUs zeigt diese Mutatioh &tanozolol (s. Abb. 13.D). Auch
R855H ist mit TATA weniger aktiv als mit MMTV. Untdl und DHT beginnt der Anstieg
bei 1 nM, unter A und S bei 10 nM. Bei 100 nM zesgt mit 65% (T) und 90% (DHT)
WT-Aktivitdt die héchste Aktivitat aller Mutationererreicht die von pSVARO jedoch
nicht. Das Konstrukt V866M verhalt sich wie bei &tz des MMTV-Promotors — mit T,
A und S zeigt sich nur bei einer Konzentration i@®0 nM eine signifikant Gber der
Basalaktivitat liegende hormoninduzierte Aktivithgi DHT schon ab 10 nM. Fir alle mit
dem TATA-Promotor eingesetzten AR-Konstrukte lassth feststellen, dass die
normalisierten Luciferaseaktivitidten deutlich ggen sind als bei den Versuchen mit
MMTV.
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4.4.3. Das GRE-Oct-Luc-Reportergen

Bei Betrachtung der Diagramme in der Abbildung fBdlt auf, dass die Differenzen der
Aktivitdten zwischen den verschiedenen Konstrukg@minger sind als bei den oben
beschriebenen Diagrammen. Die absoluten Werte nnMiesuchen mit diesem Promotor
waren viel niedriger als bei Einsatz der andereiddme Promotoren. Daher sind die
Aktivitaten der sonst deutlich aktiveren Konstrukteedriger und liegen naher an den
Aktivitaten der sonst weniger aktiven Konstruktendérs ausgedrtckt findet sich hier in
der Relation zu den Versuchen mit Hormonzugabe leofie Basalaktivitat der Luciferase
ohne Hormon. Die Aktivitit des Androgenrezeptoryifik ist bei allen
Hormonkonzentrationen signifikant hoher als die alederen Konstrukte. Ab 0,01 (T und
DHT) bzw. ab 0,1 nM (A und S) liegt seine Aktivitdeutlich Gber der Basalaktivitat,
steigt dann bis 1 nM, bei DHT bis 0,1 nM, weiter am mit 90% (T) bis 110% (A) in ein
Plateau Uberzugehen. Das Konstrukt L712F weist dkn Hormonen nur einen
Aktivitatssprung auf. Bei Zugabe von T, A und SAbb. 14.A, C, D) liegt er zwischen
0,1 nM und 1 nM, unter dem potenteren Androgen @$iTAbb. 14.B) zwischen 0,01 nM
und 0,1 nM. Mit diesem Sprung erreicht L712F migefdhr 75% RLU deutlich héhere
Werte als mit den Promotoren MMTV und TATA und dielit hdhere Werte als M780l.
M7801 und R855H vollziehen den Anstieg langsamegrigwei Hormonkonzentrationen
hinweg und erreichen bei 10 nM mit 60% und 70% %) 75% und 80% (A) die
Maximalaktivitdt. Ausgenommen ist bei beiden wiesterdie Aktivitat unter DHT, die
schon bei 1,0 nM maximal ist. Im Vergleich zu dexleren beiden Promotoren, an denen
mit DHT die héchste Aktivitat zu erzielen war, sé mit GRE-Oct und A (s. Abb. 14.C)
fur M7801 und R855H am hochsten. Stanozolol induzige Transkription mit M780I1 an
allen Promotoren am geringsten. V866M verhéalt sigh an den anderen Promotoren und
hat erst bei 10 nM (T und DHT) bzw. 100 nM (A undl &ne signifikant Uber der
Basalaktivitat liegende RLU. Einziges Novum ist 8 100 nM DHT deutlich Gber die
von M7801 und R855H hinausgehende Aktivitat von ®BE die in den
Versuchsergebnissen tber 90% der WT-Aktivitat elrei
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4.5. Dose Response Kurven

Erganzend zu den bisher aufgefiihrten Auswertunggnegperimentellen Daten soll an
dieser Stelle mit Hilfe von Dose-Response-Kurved der daraus ermittelten EC 50 fir
den Androgenrezeptorwildtyp und die Androgenrezeptiation L712F an dem Promotor
(ARE),TATA mit den Hormonen Testosteron, DHT, Androstemdiund Stanozolol
nochmals die Abh&ngigkeit von der jeweiligen Horkmmzentration verdeutlicht werden.
Dieser Darstellung liegt die Annahme zugrunde, ddes AR-Mutationen unter der
hochsten verwendeten Hormonkonzentration ihre Malaktivitat erreicht haben. Dies
ist, wird der Anstieg in den vorangegangenen Ahbigen zur Transaktivierung
betrachtet, nicht sicher validierbar, da in den igsten Fallen bei der
Hormonkonzentration von 100 nM eine Plateauphasecét ist, die Konzentration jedoch

schon deutlich im supraphysiologischen Bereichtlieg

Als erstes sind die Kurven unter Testosteron déetiedDer Wildtyp zeigt einen friiheren
und steileren Anstieg als die Mutation, die halbmmate Aktivitdt ist bei einer
Hormonkonzentration von ca. 0,5 nM TestosteronigrteDie Mutation L712F bendtigt
fur die halbmaximale Aktivitdt eine Testosteronkenization von 2,7 nM, also mehr als
das Funffache.

Die nachsten Dose-Response-Kurven sind mit demmiesen DHT aufgezeichnet worden.
Entsprechend der Erwartung, dass eine niedrigerméttkonzentration zum Erreichen der
halbmaximalen Aktivitat gentigen musste, errechneh sfir den Wildtyp eine
Konzentration von 0,15 nM und auch die Mutationgzenre EC50 bei bereits 0,8 nM
DHT im Gegensatz zu 2,7 nM Testosteron. Die Kureeldwufe der beiden Konstrukte
ahneln mit einem friheren und steileren Anstiegdiém Wildtyp den fir die Kombination
mit Testosteron beschriebenen.

Die  Kurvenverlaufe  fir die  Dosisabhangigkeit sind ucla fir das
Testosteronvorlaufernormon Androstendion &hnlicie BC 50 liegt fir den Wildtyp bei
1 nM Androstendion, fur L712F bei 8,6 nM. Das Midaskonstrukt zeigt erneut einen
mehrfach héheren Hormonbedarf fir die halbmaxinkadezentration. Insgesamt ist fur
beide AR-Konstrukte bis zum Erreichen der halbma@n Aktivitat eine hohere

Hormonkonzentration als bei den Versuchen mit Taeton und DHT notwendig.

Mit dem Hormon Stanozolol lasst sich wieder der &éd einer hoheren
Hormonkonzentration fur L712F fir die EC50 als fién AR zeigen. Die Werte der EC



50 liegen bei 1,2 nM fur den Androgenrezeptorwiddiynd bei 5,6 nM fur die AR-
Mutation L712F. Sie befinden sich im Bereich derri®&dir das Hormon Androstendion

und sind deutlich hoher als fir Testosteron und DHT
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Auf die Hormonkonzentration bezogene Darstellung Kenstruktaktivitat flir den Androgenrezeptorwildtyind die
AR-Mutation L712F mit dem Promotor (ARH)ATA-Luc und den Hormonen T, DHT, A und S.



4.6. Die Aktivierungsprofile der AR-Mutationen

Die funf Androgenrezeptorkonstrukte, die drei varedenen Reportergene und die vier
Hormone in jeweils sieben Konzentrationen ergeb2d Kombinationen, die beziglich
ihres Aktivitatsmusters analysiert werden. Aus derbellen und Diagrammen sind die
Zusammenhange und Ahnlichkeiten dieser Datenmengfenach genauer Betrachtung
ersichtlich. Zur Darstellung der Muster wird sicines Programms bedient, welches
ursprunglich fur funktionelle Genanalysen entwitkeiurde (Eisen et al., 1998). Die
normalisierten Luciferaseaktivitaten (1= pSVARO b&0 nM DHT) werden pro
Ligandenkonzentration und Promotor um das aritrsnbé@ Mittel zentriert. Graphisch
erscheinen alle Gber dem Mittelwert liegenden Waerteinem roten Farbton, alle unter
dem Mittelwert liegenden Werte in einem blauen Earbwahrend der Mittelwert selbst
von grauer Farbe ist. Die Farbgebung ist intensjeeweiter der Wert vom arithmetischen
Mittel abweicht. Die so aus AR-Konstrukten, Prommetg Liganden und
Ligandenkonzentrationen entstandene Abbildung Eigtzir jedes AR-Konstrukt ein
Aktivierungsprofil, welches fir den AR-Wildtyp bzwdie AR-Mutationen spezifisch ist.
So ist pSVARO fast ausschliel3lich rot, da es maist aktivsten ist. Lediglich R855H
erzielte am MMTV-Promotor mit 100 nM T, DHT und Almere Luciferaseaktivitaten als
der Wildtyp.

pSVARO L712F M780l R855H V866M

DTAS DTAS DTAS DTAS DTAS [nM]

0 Abbildung 16. Farbkodierte
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V866M, welches meist ab 100 nM Ligandenkonzentrationehmende Aktivitat zeigte, ist
Uberwiegend blau. Auch die geringe Induktion dertafion M7801 durch S, die im

Zusammenspiel mit dem TATA-Promotor sehr auffaidij jedoch auch mit den anderen
beiden Promotoren auftritt, ist an den blauen Remkinterhalb der M7801 + S deutlich

sichtbar.

Werden die um den Mittelwert zentrierten Daten tiehnbkodiert, sondern in Form eines
Histogramms dargestellt, zeigen sich die Einflidse Promotoren und Liganden auf die
Gesamtaktivitdt der AR-Mutationen deutlich. In d&bbildungen 17.A und 17.B ist die
um den Mittelwert zentrierte Reportergenaktivitat b nM (Abb. 17.A) und bei 100 nM
(Abb. 17.B) Ligandenkonzentration zu sehen. Der rAgdnrezeptorwildtyp stellt das
aktivste Konstrukt dar, V866M ist am wenigsten aktNur am GRE-Oct-Promotor ist
V866M bei der DHT-HOchstkonzentration Uberdurchsithech aktiv (vergl. Kreis bei 1
nM und bei 100 nM). R855H st mit DHT bereits im ygiologischen
Konzentrationsbereich am MMTV-Promotor aktiver @aSVARO, mit Testosteron und
Androstendion bei supraphysiologischen 100nM. Aach TATA-Promotor zeigt R855H
mit sehr hoher Ligandenkonzentration hohe Aktivit&d ist signifikant aktiver als die
anderen Mutationen. Das potente DHT bewirkt auch liil2F am MMTV-Promotor
Aktivitdten Uber dem Mittelwert, mit allen anderérganden ist die Kombination von
MMTV und L712F schwach. Wird statt des MMTV GRE-@hgesetzt, zeigt L712F gute
Aktivitat (s. Kreis bei L712F). Dies ist auch im ieich zur Mutation M780I ersichtlich,
welche mit GRE-Oct nur gering aktiv ist. In Kombiiom mit TATA sind beide
Konstrukte ungefahr gleichwertig, ausgenommen diéakbend schwache Aktivitat von
M7801 mit Stanozolol. Mit MMTV ist M7801 bei hochpsiologischen

Ligandenkonzentrationen etwas starker als L712F.

Zusammenfassend ergibt sich fir jedes einzelne ARsKukt ein vom Liganden und

dessen Konzentration sowie vom Zielgen abhanggpesxifisches Aktivierungsprofil.
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5. DISKUSSION

Bereits 1996 hatten Doesburg et al. eine durchrédtien des ARs in der LBD
hervorgerufene veranderte Ligandenspezifitat des Béschrieben.

In vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbaisgrhatte sich zeigen lassen, dass
der Androgenrezeptor untein-vitro-Bedingungen hormon- und ligandenspezifische
Aktivierungsprofile aufwies (Holterhus et al. 2008us diesen Ergebnissen wurde die
These abgeleitet, dass sich eine differentielleivitét des Androgenrezeptors aus dem
Zusammenspiel von Ligand und Reportergen sowie Kimfan bei der AR-Aktivierung
ergibt. Inwieweit diese Erkenntnisse auf dievivo-Bedingungen Uubertragen werden
kénnen, um damit auch Aussagen bzw. Vorhersagen Aiktevierungsdefizite des ARs
tatigen zu kénnen, musste offen gelassen werden.

Basierend auf den genannten Ergebnissen wurdenieserdArbeit daran angelehnte

Untersuchungen mit Androgenrezeptormutationen dyafthnrt.

Die Experimente dieser Arbeit zeigen erstmals, ddagationen des ARs nicht nur an
einem einzelnen Zielgen zu einer quantitativ vedwanten Aktivierung des Zielgens
fuhren, sondern dass sie in Abhangigkeit vom jage Reporter und dem beteiligten
Liganden sowie der Ligandenkonzentration ein motespezifisches Aktivierungsprofil
aufweisen. Dieses Aktivierungsprofil lie3 sich jéde der hier verwendeten Mutationen

nachweisen.

Diese bisher nicht bekannte Tatsache soll im Waiteliskutiert werden.

5.1. Der Androgenrezeptor

Die Mutationen des ARs prasentieren sich sehr dftemem Transaktivierungspotential,
das unter dem des WT-ARs liegt. Dafur kann theschteine verminderte Expression der
AR-Konstrukte in den CHO-Zellen urséchlich seinr Dgesternblot zeigt jedoch fir alle
Konstrukte  bei  &quivalenten  Proteinmassen gleicharket Banden im
Molekulargewichtsbereich des WT-ARs an, so dasemommmen werden kann, dass alle

hier verwendeten Konstrukte im gleichen Mal3 expenniverden.

Eine androgenrezeptorunabhangige Aktivierung dandkription konnte mit Induktionen
aller drei Reportergenkonstrukte, die denen deraunsfizierten Kontrollen entsprach, in

den Negativkontrollen ausgeschlossen werden.



Die unterschiedlichem-vitro-Transaktivierungspotentiale der vorliegenden Arb&rden

also weder durch verschiedene Konzentrationen d&-Kanstrukte noch durch
androgenrezeptorunabhéngige Aktivierung bedingt. elvehr muss von
mutationsbedingten Unterschieden der AR-Konstruktier Funktionalitéat inrer Doméanen

ausgegangen werden.

Gemeinsam ist allen Untersuchungskonstellationen AB-Konstrukt, Reportergen und
Ligand, dass eine zunehmende Ligandenkonzentratioeinem Anstieg der Aktivierung
fuhrt, dies jedoch in unterschiedlichem Ausmal3. Keenbinationen mit dem WT-AR sind
bis auf zwei nicht signifikante Ausnahmen mit deichsten Aktivierung verbunden.
Lediglich die Mutation R855H zeigt am MMTV-Reporgen mit DHT und Androstendion
Mittelwerte, die Uber denen des AR-WT liegen.

R855H ist haufig das Konstrukt, welches die zwaittglie Aktivierung hervorruft, es folgt
meistens M7801 mit der drittstarksten Aktivierung-vitro. M7801 zeigt jedoch in

Kombination mit dem MMTV- und dem (ARE)ATA-Reportergen und jeweils
Stanozolol eine deutliche niedrigere Aktivierung66M ist bis auf die Aktivierung tber
den GRE-Oct-Promotor die am schwéachsten aktivierelaitation. M780I ist in den

meisten Fallen mit einer hoéheren Aktivierung alsl2F verbunden. Vor allem die
Beobachtungen an der AR-Mutation M7801 lassen ameel dass die rdumliche
Konstellation der beteiligten Strukturen Einflussf @ie messbare Aktivierung, die ein
Maf fur die Transkriptionsstarke des AR-Konstruksem Zielgen an verschiedenen

Promotorenn-vivo darstellen soll, haben kann.

Die LBD des AR-WT weist eine hohe Affinitat zu u@pezifitat fir den Liganden auf.
Durch Mutationen der LBD kann diese Spezifitat h#esst worden sein. Die LBD ist das
Kennzeichen eines jeden Kernrezeptors. Alle Keeptxen bilden mit ihrer LBD eine
dreilagige, antiparalleler-helikale Struktur, die aus bis zu zwdlf einzelnetelices
besteht, und eine kurZ2Windung (Poujol et al. 2000, Bourguet et al. 20@D)ischen
Helix 1 bis 3 auf der einen und Helix 7,10 und 1 der anderen Seite liegen die Helices
4,5, 6, 8, 9 und dig-Windung, wahrend Helix 12 wie ein Deckel geklapmgrden kann
(Matias et al. 2000, Elhaji et al. 2004). Die nolnaonfiguration und die freie
Beweglichkeit der Helix 12 sind wie die genaue Rosi beim VerschlieRen der
ligandengebundenen LBD sehr wichtig fur die AF-théi et al. 2006), die ihrerseits Gber
die N-/C-terminale Interaktion die Ligandenbindurfgstigt und positiv auf den

Transkriptionserfolg einwirkt. Die LBD selbst haine ligandenspezifische Form. Die



Aminosauren der LBD haben vor allem hydrophobenré&iiar, um mit den Steroiden
Uber van-der-Waals-Bindungen in Kontakt treten zwnrien, Wasserstoff-

briickenbindungen sind selten.

Die Kristallstrukturanalyse kann einen Einblick wlie rdumlichen Strukturen und
Beziehungen der LBD zum Liganden gewahren (Hur 20Bdck et al., 2001). Sie
ermoglicht die strukturelle Untermauerung der bebbsten funktionellen Muster der

Mutationen.

Leu712 | hidung 18. 3D-Struktur von L712F

Leucin an der Position 712 liegt in der Helix 3der Basis einer Furche, die, da die AF-2
von Helix 3, 4 und 12 gebildet wird, Strukturen mé&m FXXLF-Motiv bindet (Hur et al.
2004, Abbildung 18). Trager dieses Motivs sind Civakoren und der N-Terminus des
ARs, der im Rahmen der N/C-terminalen Interaktioaandie AF-2 bindet. Leucin bildet
hydrophobe Verbindungen zu Phenylalanin +1 und iretid des FXXLF-Motivs aus.

e} 0]
H3C\\|/\")J\DH OH
Wird Leucin  CHs NH bei einer Punktmutation durch Phenylala MM

ersetzt, &ndern sich mit den AminosaureseitenkelieBedingungen fur die Bindung der
FXXLF-Strukturen. Phenylalanin ist wie Leucin eimgdrophobe Aminosaure. Sie wird zu
den Coaktivatoren und dem N-Terminus wahrscheinBtimliche Verbindungen wie
Leucin aufbauen konnen. In Abhangigkeit von der Keonstiichtigkeit der Interaktion
verlauft die Transkription am Zielgen und damit daktivierungsprofil von L712F.
Ausgehend von diesem Modell sollte L712F zu eineam3kriptionserfolg fuhren kdnnen,



wenn auch in geringerem Ausmald als der AR-Wildtiedingt durch diein-vivo
bestehenden verschiedenen Coaktivator- und Lig&ateentrationen, von denen die
Transkriptionsstarke auf3erdem abhangt, treten cidgliveise phanotypische Differenzen
zwischen den Individuen mit dieser Punktmutatios ARs auf. Dieses Modell deckt sich
mit den hierin-vitro erhobenen Ergebnissen, dass L712F mit jedem Pooraatl jedem
Ligand zu einem Transkriptionserfolg fiuihrt, derged nie das Wildtypniveau erreicht.
Klinisch ist die Manifestation des Aktivierungsgsad einem PAIS wahrscheinlich.

Methionin 780 ist in der Helix 7 mit Kontakt zum Ring des Steroids positioniert, zu
welchem es Uber van-der-Waals-Krafte in Verbindsteht. Angenommen, die Aktivitat
dieses Konstruktes wére sehr von der Struktur dgmnden abhangig, ist es am
wahrscheinlichsten, dass unter den verwendeten éteemdie Aktivitat durch Stanozolol
mit seinem komplexen A-Ring und dadurch bedingtagdveranderung am meisten
beeintrachtigt wird. Die Aminoséure Methionin imileyp kann einen ausreichenden

Kontakt zum Liganden herstellen, Isoleucin ist rsginer verzweigten Seitenkette

CHy O
HyC

e}
7 OH TG )l “OH
NH, starrer als Methionin NH; (siehe Abbildung 19) und fuhrt zu
einem ausgepragten Aktivierungsdefizit der Mutatighi780I hat sich dementsprechend in
seinem Aktivierungsprofil besonders durch die sativeaAktivierbarkeit mit Stanozolol
ausgezeichnet. Wahrend der Aktivitatsverlust mitn d&MTV- und GRE-Oct-
Reportergenen gering ausfiel, war er in Kombinatiwhdem (ARE)TATA-Reportergen

sehr ausgepragt.

Abbildung 19. 3D-Struktur M780I



Da das Reportergen in anderen Kombinationen ka&imeesirige Aktivitat herbeiftuihrt, hat
mutmalfilich die Kombination von R855H mit Stanoz@uoth das Bindungsvermdgen von

Androgen-AR-Komplex an der DNA negativ beeinflusst.
NH

O e}
Die Mutation von Arginin NH; Zzu Histidin HN— NH, in der
Helix 10/11 fuhrt bei der Mutation R855H zu mehrefimolabilitdt und verminderten N/C-
terminalen Interaktionen (Elhaji et al. 2004, ké#mnen et al. 2006). Sie zeigt eine
normale Ligandenbindungskapazitat, eine erhéhted2iationskonstante und verminderte
Transaktivierungskapazitat (Elhaji et al. 2004, i8i® et al. 2005). Jaaskelainen (2006)
bestatigte unter variierten  Versuchsbedingungen ffe(dnte  Zellkultur  und
Transfektionssystem) das residuale dosisabhangmesaktivierungspotential von R855H
und beschrieb eine noch minimale N-/C-terminalerguition.
Im Gegensatz zum Wildtyp mit vier Wasserstoffbrindkedungen zu L797 und E803
bindet R855H S851 uber nur eine Wasserstoffbriidkeining und behindert damit die
Umlagerung von Helix 12 nach der Ligandenbindunghdft et al. 2004). In
Transaktivierungsuntersuchungen wurde bereits gezeéass R855H an einem MMTV-
GH-Reportergenkonstrukt beachtliche Aktivitat augzen vermag (Elhaji et al. 2004).
Auch die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigarhehes Mald an Reportergenaktitvitat
bei Einsatz des MMTVs, welches sogar die Wildtypaikit Gbertreffen kann. Mit den
Promotoren (AREJTATA und GRE-Oct ist die Aktivitat in Relation zuAR-WT deutlich

niedriger.

V866M ist meistens mit einem Phanotyp des CAIS agst Sie ist die Mutation mit der
niedrigsten Aktivitat. Sie wurde untersucht, um zeigen, ob das CAIS von einer

liganden- und promotorunabhangigen allgemein seatlzierten Aktivitat am Zielgen

herrihrt oder ob auch hier ein bestimmtes MusterAttévitat zu erkennen ist. Unter den
gegebenen Bedingungen induzierte die Mutation ptomabhangig erst bei
supraphysiologischen Ligandenkonzentrationen Repgghaktivitdt, was sich mit bisher
verOffentlichten Daten deckt. Nach Stimulation Mi®0 nM DHT erreichte sie bei
insgesamt niedrigem Aktivitatsniveau am GRE-Octarutor nahezu WT-Aktivitat und ist

damit einmalig aktiver als die anderen Mutationen.



0 CHy O
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Methionin NH, besitzt eine lange Seitenkette, Valin ~ NH: hingegen
eine kurze verzweigte Seitenkette, weshalb angeremmird, dass die Substitution mit
Methionin mit einer strukturellen Verdnderung de&sAeinhergeht, die eine stark
verminderte Rezeptorfunktion zur Folge hat (si&tildung 20).

H10/11
Abbildung 20. 3D-Struktur von V866M

Des Weiteren hat die LBD Einfluss auf die AR-Dinsation (Wong et al. 1993), auf das
Kernlokalisationssignal, welches durch die freieCLBhaskiert wird, und auf die N/C-
terminalen Interaktionen.

ZFQNLF des NH-Terminus interagiert androgenabhangig mit der AB& LBD
(Schaufele et al. 2005)*3WHTLF*" geht androgenunabhéngig eine Verbindung
aul3erhalb der AF-2 an der LBD ein. Durch beide wlighi-Helix der LBD stabilisiert und
die Androgendissoziation vom Rezeptor verhinded @tlal. 1999/2000). Die funktionelle
Bedeutung der N/C-Interaktionen machen spontaneatidbmen deutlich, die in diese
Interaktion interferieren und zu einer zunehmendggandendissoziation, die mit
Transaktivierungsverlust einhergeht, fiihren. Eioa Weeb et al. (2008) in der hinge-
Region entdeckte Mutation (Arginin629Tryptophan)eibé&rachtigte bei normaler AR-
Bindung und nukleéarer Lokalisation des AR die Né@itinalen Interaktionen in einem
solchen Ausmal3, dass sich bei der Geburt ein deutinterentwickeltes mannliche
Genitale zeigte. Gute N/C-Interaktionen sind in dage, die Sensitivitat des ARs fir
niedrige Androgenkonzentrationen zu erhéhen, ind#en Dissoziationsrate abnimmt.

Einschrankend ist zu sagen, dass die in transiehtansfektionsuntersuchungen fir die



Liganden beobachtete Aktivierungsfahigkeit viel riséi sein kann als dien vivo
(Kemppainen et al. 1999).

Diese Phase des Transaktivierungsprozesses wirch ddofaktoren im engeren Sinn
beeinflusst (Rosenfeld, Glass 2001, McPhaul 20(R). konnte zumindest fir den
Ostrogenrezepetor (ER) gezeigt werden, dass das9®H$fen bei Mutation in der
Ligandenbindungsdomane entstehenden Bindungsvefiiustden Liganden anteilig
ausgleichen kann (Aumais et al., 1997). Eine Ubghtarkeit der Ergebnisse auf den AR
ist wegen der Homologie in der Gruppe der Steraigporen, trotz eines anderen HRE
des ERs, anzunehmen. Bei der Mutation R855H dese&kBessert der Coaktivator TIF-2
die verminderte N/C-terminale Interaktionen zuml T8kordis et al. 2005). Ein FXXLF-
Motiv ist bei der Interaktion des ARs mit einigerodktivatoren (ARA70, ARASS5,
ARA54, FHL?2) von funktioneller Bedeutung (Heinlaind Chang 2002, Zhou et al. 2002).
Importin alpha bindet &hnlich SV40 fir den ligandlehangigen Transport an das
Kernlokalisationssignal (Cutress et al. 2008). &iégr Mutation M780I beschrieben Knoke
et al. eine inverse Beziehung von Transkriptionsaét und Lange des CAG-
Wiederholungslelementes (1999). Fir eine anderektRwtation in der Hinge-Region
(A645D) zeigten Werner et al., dass bei einem kur@&&N-Wiederholungselement ein
kurzes CAG-Wiederholungselement die reduzierte Skaptionsaktivitat auf AR-WT-
Niveauin vitro erhéhen kann (2006). Dies sind nur Beispiele fiigfsorte und Effekte
von Cofaktoren und Interaktionen, welche in groR&elfalt vorhanden sind und
aktivierend oder inhibierend auf den Ablauf einweinkkénnen (Gonzales Ml et al.2001).
Zusammenfassend sind Mutationen der LBD durch de thnen hervorgerufenen
funktionellen Veranderungen von grol3er Bedeutumgléin Transaktivierungsprozess. Sie
haben entscheidenden Einfluss auf die Androgenbigekapazitat, die Stabilisierung des
aktiven Transaktivierungkomplexes und die Intex@aktmit Cofaktoren, welche fur den
Transkriptionserfolg unerlasslich sind. Sinkt dienddogenbindungskapazitat, wird der
Transaktivierungskomplex instabiler oder konnenGidaktoren nicht binden oder fuhren
durch verénderte Bindung zu verminderter Aktiviipkt die Wahrscheinlichkeit eines

Transkriptionserfolges durch die Transaktivierung.



5.2. Die AR-DNA-Bindung

Die drei verwendeten Reportergenkonstrukte sind eiar artifizielles Modell fir die
natirlich  vorkommenden Promotorregionen der ZiedgenDie HREs der
Reportergenkonstrukte in  dem hier dargestellten sMdrsaufbau sind nicht
androgenspezifisch, sondern finden sich auch inm&fgen, die Progesteron oder
Glukokortikoide binden. Verantwortlich sind die zugdeliegenden
Aminosauresequenzen. Die androgenspezifischen Seguestellen sich nach Haelens
(2003) wie folgt dar: XXXTGXnNNNAXXXXX und sind bedéend fir die
androgenspezifische Transkriptionskontrolle. Denegédper weist die fur MRE, GRE,
PRE und ARE ubereinstimmende Sequenz die AminokigeeGGTACANNNTGTYCY
auf (Truss und Beato 1993). Diese Aminosaure-Seguerd auch Konsensus-Sequenz
genannt. Im Vergleich der Sequenzen finden sich RgroAhnlichkeiten aller
Reportergenkonstrukte zu der unspezifischen AS&sadp dass sie nicht fur ein ARE
reprasentativ sein kbnnen und wahrscheinlich earengere Affinitat zur DBD zeigen als
die AREs (Haelens et al. 2003). Die Affinitdt zuBD korreliert nicht immer direkt mit
der Transkriptionsaktivitain vitro (Nelson et al.1999). Die die AREs flankierenden
Sequenzen beeinflussen den Komplex aus AR-Homogdifmmon, Promotor, Enhancer,
RNA-Polymerase Il und Coaktivatoren (Hebbar PBle2@03, Préfontaine et al. 1999) im
Sinne von weiteren Coaktivatoren (Haelens et al0320Ham et al.1988). Das
Zusammenspiel aller um die AREs vorhandenen Faktfirdertin vitro undin vivo zu der

differenzierten Wirkung der Androgene im Gewebe.

Trotz ihrer unspezifischen HREs zeigten die Repgeekonstruktein vitro sehr
differenzierte Aktivierungsprofile. Am auffalligstewaren die Daten am (ARHATA-
Promotor, der den Aktivierungsverlust der Konsteukbit deutlicher Strukturanderung
besonders hervorhebt. Dies ist an den Aktivieruaggsd der AR-Mutation M7801 mit
Stanozolol gut zu erkennen. Wahrend die Mutatioh Teistosteron, Dihydrotestosteron
oder Androstendion eine hohe Aktivitat zeigte, waKombination mit Stanozolol nur ein
geringer Aktivitatsanstieg zu verzeichnen. Auf de&mfluss der dreidimensionalen
Konstellation des Transkriptionskomplexes wurd&iusammenhang der Mutationen mit
der LBD Dbereits eingegangen. Fur die verwendeteromBtoren lagen keine
dreidimensionalen Modelle vor. MMTV wies in der Abde der HRE einen
differenzierterern Aufbau als (ARH)ATA und GRE-Oct auf. Diese Komplexitat zeigte
sich auch in den Untersuchungen mit gro3erer Emdjdinkeit gegeniber den
Umgebungsbedingungen und lie3 gelegentlich Datent melativ grof3en



Standardabweichungen am MMTV-Promotor, beobachi®e. einzelnen HREs von
MMTYV sind der Konsensus-Sequenz sehr ahnlich. Irmplex mit einer strukturell gering
veranderten Mutation, wie R855H, und Androgenengteei diese ein hohes

Transaktivierungspotential.

Auch die HREs des (AREDJATA-Promotors stimmen zum grof3en Teil mit der
Konsensus-Sequenz Uberein. Es kann angesichts rdebemen Daten angenommen
werden, dass durch den schlichten Aufbau dieseriEgens weniger inhibierende
Aktionen hervorgerufen wurden und somit alle Kouistie eine hohe absolute
Luciferaseaktivitat zeigen konnten. Die Wildtyp-Aktat lag deutlich Gber der der AR-
Mutationen.

Angenommen die Ubereinstimmung der HRE mit der Kassssequenz und die Struktur
des Promotors lieRen eine Aussage Uber die Lusdaldivitat zu, so ware fur den GRE-
Oct-Promotor, der eine geringe Ubereinstimmung eseiHREsS mit der Konsensus-
Sequenz aufweist, nur eine geringe Luciferaseaftiziu erwarten. Dies bestatigt sich in
unseren Ergebnissen. Fir alle Konstrukte konnte eur geringes MalR der
Transaktivierung gemessen werden. Dabei trat dasvigkungsdefizit der Mutation
V866M in Relation zu den anderen Mutationen wenideutlich als bei den zuvor
genannten Versuchen hervor. Die Struktur ist higrbedingt berticksichtigt. Der Aufbau
des GRE-Oct-Promotors aus Untereinheiten ist bak@nrMaterial und Methoden), ein
3D-Modell existiert nicht. So sind sterische Beginhtigungen des Komplexes nur zu
vermuten. Es kann jedoch festgehalten werden,ldase Kombination von AR-Konstrukt
und Ligand mit diesem Promotor zu einer hohen Amdgrder Transaktivierung im
Vergleich zu den Negativkontrollen ohne Ligand t¢efihat, so dass eher der geringen
Ubereinstimmung der HRE mit der Konsensussequenzdel@ang fir den

Transaktivierungsprozess zukommt.

5.3. Der Androgenrezeptor und die Liganden

Androgene Uben ihre biologischen Wirkungen normedése Uber die Bindung zum AR
als ligandenaktivierten Transkriptionsfaktor aist.Kein oder kein funktionstiichtiger AR
vorhanden, ist es den Androgenen jedoch auch nimjdhffekte nicht-genomischer Art
auszuldsen, beispielsweise Uber second messengepPraieinkinase A und C (Lee und

Chang 2003). Sie kdnnen auch an andere Steroidogeapals den AR binden. Die hier



durchgefuhrten Voruntersuchungen zur AR-unabhamgigeivierung von Reportergenen

schlielen zumindest die zweite Variante fur den&dten Versuchsaufbau aus.

Liganden beeinflussen die zellulare Lokalisatios éé&s. Sie ermdglichen indirekt, Uber
Verdrangung der Hitzeschockproteine (HSP) und D&ieasig des NLS, den Ubertritt

vom Cytoplasma in den Zellkern. Dabei ist die Tporgeschwindigkeit abhangig vom
Liganden und dessen Konzentration (George 1997ddmuund Gronemeyer). Sie steht
aulerdem unter dem Einfluss der LBD und kann betalbnen reduziert werden

(Guiochon-Mantel et al. 1995). Die von den Ligandgtiierte Phosphorylierung des ARs
moduliert zudem die Transkriptionsaktivitat (Heinleind Chang 2002). Von Dotzlaw et
al. (2003) wird angenommen, dass Liganden, Agomistéer Antagonisten, nicht nur die
Rezeptorkonformation, sondern auch die Funktion wfaktoren steuern. Die hier

eingesetzten Liganden sind alle Agonisten, die Tianskription unterschiedlich stark
aktivieren. Die Unterschiede in den Aktivierungdpem kénnen durch Unterschiede in
der Einbeziehung von Cofaktoren zustande kommesseéDivurde hier nicht experimentell

erfasst.

Schon lange beschéftigen sich Forscher mit dereréifiziellen Wirkungen der zwei
bedeutenden physiologischen Androgene T und DHT AR. Die kinetischen
Unterschiede sind bekannt, DHT besitzt eine hoBandungsaffinitat und eine geringere
Dissoziationskonstante. Es wurde postuliert, dadsT Dvor allem in spezifischen
androgenen Zielgeweben seine Effekte zeigt, in hexlcdie Testosteronkonzentration zu
niedrig ist, um den AR zu aktivieren (Deslyperaletl992), verstarkt wirde dies durch die
langere Wirkdauer des DHT durch die im Vergleich Tastosteron gunstigere Kinetik
(McPhaul et al. 2001). Es lie3 sich jedoch nichtjeder Untersuchung durch eine
Erhéhung der Testosteronkonzentration oder Errgadg der DHT-Konzentration
derselbe Effekt des jeweils anderen Androgens lerzié¢isiao et al. (2000) fuhrten die T-
bzw. DHT-spezifischen Wirkungen auf spezifische AREd Cofaktoren fur den T-AR-
bzw. DHT-AR-Komplex zuriick (McPhaul 2001).

Die strukturellen Differenzen von Stanozolol undndeochpotenten DHT unterstiitzen die
These der gréfiten Konformationsanderung des ARdKdkies bei Anlagerung von
Stanozolol. Auf die damit verbundene steigende d@isgionsrate und verminderte N/C-

terminale Interaktionen wurde bereits eingegangen.

Deslypere et al. nahmen eine Umwandlung von Andrabn zu Testosteron in den
CHO-Zellen an (1992), so dass die fur Androstendj@messenen Aktivitdten durch
Testosteron mitbewirkt worden sein kdnnten. Edisher nicht bekannt, dass die CHO-



Zellen eine 17B3-Hydroxylase-Aktivitat fur diese Reaktion besallBnden vorgestellten
Untersuchungen wurde in den transfizierten CHOefelinit Androstendionzusatz die
Bestimmung der Testosteronkonzentration nicht dyefithrt, so dass die Aussage hier

weder bestatigt noch widerlegt werden kann.

Fir den Versuchsaufbau kann von einem gleichmaBigéransport des
ligandengebundenen ARs in den Kern ausgegangeremeit Westernblot zeigten sich
fur alle Konstrukte &quivalente Molekilmassen. Bgesist auf Grund der
Ligandenabhangigkeit bereits die erste Variable Abtaufes. Cutress et al. (2008)
untersuchten einen Cofaktor fur den Kerntranspod stellten bei AR-Mutationen neben
einer reduzierten Bindungskapazitdt fur den Cofaktmd damit einhergehenden
verminderten Kerntransport eine sehr variable Tkapsonsaktivitat fest.

5.4. Das Zellkulturmodell — Mdglichkeiten und Grenzen

In den hier beschriebenen Versuchen wurden CHGQGeZethit dem Konstrukt des
Androgenrezeptorwildtyps oder einer von vier Muwaén des Androgenrezeptors
zusammen mit einem von drei Reportergenen traesfizDie Mutationen fiihrten in vivo
zu einem partiellen bis kompletten AIS. Die Repaytme dienten als Modell fir nattrlich
vorkommende HREs, welche der Androgenrezeptor-DNdBng dienen. Zur Messung
der Transaktivierung waren die Plasmide mit derormfation fur eine Luciferase
ausgestattet. CHO-Zellen exprimieren keinen endegeindrogenrezeptor und kdénnen
Testosteron nicht zu DHT umwandeln. Nach der Tekigin wurde den Zellkulturen
eines der vier androgenen Hormone (T, DHT, Andrasitsn, Stanozolol) zugesetzt. Die
Messung der Transaktivierungsaktivitdt erfolgte rlubelie Bestimmung der
Luciferaseaktivitat in einem Luminometer. Damit ves moglich, den nattrlichen Ablauf
von der Aktivierung des Androgenrezeptors, die &hteusung in den Zellkern, die
Bindung an die DNA bis zur Umsetzung der genetischd@ormation auf der DNA
nachzuvollziehen und quantitativ auszuwerten. DigeBnisse der Transaktivierung
wiesen fir jeden Liganden ein spezifisches Aktigsprofil auf, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass jeder Komplex ausmdRigand Uber spezielle sterische
Anderungen zu einer fiir ihn typischen Aktivierurefigrt hat.

Da der AR zunachst in die CHO-Zellen, die Uber &rirendogenen AR verfligen,

transfiziert wurde, sollte die gleiche AR-Konzetia in jeder Versuchseinheit zur



Verfligung gestanden haben. Ein MalR dafur sind diedBn der AR-Konstrukte im
Westernblot. Ebenso ist davon auszugehen, dasdlan ¥ersuchseinheiten gleiche
Konzentrationen der Promotoren vorhanden warentdeh der Liganden wurden von
Hsiao et al. und Deslypere et al. trotz fehlendeiRBduktase die Umwandlungen von
Testosteron zu DHT in den CHO-Zellen beschriebesiadl et al. ergénzten daher ihr
Medium zu den Versuchen mit Testosteron mit Fimakteinem selektivenddReduktase-
Inhibitor. Darunter liel3 sich zum Teil eine niednig Aktivitat unter Testosteron als ohne
Finasterid nachweisen. Auf eine Zugabe von Fin@kterurde hier verzichtet, eine
Untersuchung auf DHT in den mit Testosteron behidewleZellen wurde nicht
durchgefuhrt. So kann nicht sicher ausgeschlosserdem, dass ein Teil der flr
Testosteron gemessenen Transaktivierung durch Détlingt wurde. Deslypere et al.
berichteten auf3erdem von nicht veroffentlichtenelBrgssen, bei welchen nach Zugabe
von Stanozolol zu CHO-Zellen Testosteron nachzwsweisgewesen waére. Das
Vorhandensein einer 1F-Hydroxysteroiddehydrogenase in CHO-Zellen ist érshicht
beschrieben.

Die Promotoren sind in den hier vorgestellten Velngm stellvertretend fir die natirlich
vorkommenden Promotoren ausgewahlt. Es wurden desschiedene Promotoren
ausgewahlt, um die Variabilitat und die differefieieAktivierung mit den Liganden
deutlicher darstellen zu konnehn vivo werden die Promotoren andere Strukturen
aufweisen, welcher wiederum zu spezifischen Pmofiker Transaktivierung durch die
Interaktionen mit der DNA und weiteren beteiligteaktoren fihren werden.

Die Liganden sind naturlich vorkommende Hormone) denen Testosteron und DHT in
ihrer Funktion fur die Ausbildung des Genitalesditsr mehrfach untersucht wurden. Far
alle Liganden konnte hier ein konzentrations- unonptorabhéngiges spezifisches
Aktivierungsprofil fur jedes AR-Konstrukt festgelitewerden. Es wurde ein weiter
Konzentrationsbereich untersucht.vivo liegen die Konzentrationen fur Testosteron und
DHT im  einsteligen  Nanomolar-Bereich. Mit den hierverwendeten
Hormonkonzentrationen ist so eine Aussage Uuber Aidivitat im sub- und
supraphysiologischen Konzentrationsbereich madglistar allem die Aktivitat bei
supraphysiologischen Konzentrationen ist sehr aswant fir die weiteren
Untersuchungen, da Hormonsubstitutionvivo eine Moglichkeit zum Defektausgleich
oder Defektreduktion, beispielsweise bei vermingteiiransaktivierung auf Grund einer
Mutation des AR in der Ligandenbindungsdomane,tdies kann. Als Alternative zu den

naturlich vorkommenden Hormonen wird gezielt naglelgiven Androgenrezeptor-



Modulatoren (SARM) gesucht (Yin et al. 2003). Sadlen Androgenwirkungen am AR
ersetzen oder verstarken kdnnen.

Es wurden hier ausgewdhlte AR-Konstrukte mit Punitation in der
Ligandenbindungsdomane untersucht. In der Auswgrtwrde der Schwerpunkt auf die
Ligandenbindung an das AR-Konstrukt gelegt. Dievewzeichnenden Aktivitatsdefizite
wurden mit Hilfe von 3D-Darstellungen diskutiert dursterische Verdnderungen als
Ursache der verminderten Transaktivierung bescanebDieser spezielle Teil der
Betrachtungen weichih vitro wahrscheinlich nicht stark von dem Ablaaofvivo ab, da die
direkt beteiligten Faktoren (AR, Ligand, LBD) dideghen sind. Auf Grund der
veranderten LBD ist davon auszugehen, dass efigdbei um eine Schlusselsituation des
Transaktivierungsprozesses handelt.

Die weiteren Umgebungsbedingungen werden durchakelisation des Prozessisvivo
bestimmt werden. Das Zellkulturmodell ermdglichierkeine stérungsarme Analyse des
Transaktivierungsprozesses. Durch andere Zelleth @ir anderes Milieu wirksam werden
und in den Transaktiverungsprozess in Form vonneeden Umgebungsbedingungen,
Bindungsspezifitditen (Ho KC et al. 1993) differiedlen Liganden und Cofaktoren
eingreifen (Gonzales Ml et al. 2001, Goo YH et2804). Dies konnte hier nicht naher
betrachtet werden, wird jedoch mitentscheidenddiér Ubertragung der hier gewonnen
Erkenntnisse auf die nattrlichen Ablaufe und dauftdie Genotyp-Phanotyp-Korrelation
sein.

Die Arbeitsgruppe Hiort, Lubeck, fiihrte transienfeansfektionversuche in primaren
humanen Fibroblasten durch (Holterhus PM et al420Dabei konnten sowohl fir AR-
negative Fibroblasten eines CAIS-Patienten als dlUchAR-positive Fibroblasten eine
dem Phanotyp entsprechende Transaktivierungsaitiiemessen werden. Fur die
Messung der Aktivitdt des intrinsischen AR der A®&Sfiven Fibroblasten war die
Methode hingegen nicht geeignet.

Hannema et al. (2004) untersuchten mehrere mit GA®undene Androgenrezeptor-
mutationen hinsichtlich ihrer Aktivitat im Genitagebe, darunter waren auch R855H und
V866M. Als morphologisches Korrelat diente die Eisklung von Wolf’'schem Gang zu
Nebenhoden und Samenleiter verglichen mit dem Ektumgsstand der Strukturen
mannlicher Feten in der 16. - 20. Gestationswoélszeigte sich, dass vor allem bei
Aminosauresubstitutionen im Bereich der LBD des Aéhtgegen der Annahme einer
Regression der Strukturen bei einigen Mutationee &ntwicklung tber den Stand der 20.
Gestationswoche nachzuweisen war. Dafir war eisgluelle Funktionstiichtigkeit des
ARs notwendig. Erklart wurde die Entwicklung dermrmBchen inneren Genitalien durch



eine lokal erhdhte Androgenkonzentration durch kiireSekretion aus dem Hoden mit
parakriner Wirkungsvermittlung im Gegensatz zur @&Mbfigkeit von der systemischen
Androgenkonzentration der &ulReren Genitalien. Adddarspielen wahrscheinlich weitere
Faktoren wie beispielsweise Coaktivatoren eine dRoDa es sich angesichts der
mannlichen inneren Genitale bei komplett weiblichéof3eren Genitale nicht um ein
komplettes Androgenresistenzsyndrom handelte, gehluie Autoren eine Erweiterung
der Klassifikation des AIS um das schwere AIS \da,definitionsgemald das PAIS mit

partiell mannlichem auf3eren Genitale einhergeht.

5.5. Ausblick

Die hier prasentierten experimentellen Ergebnissgten an einem artifiziellen System,
dass fur die untersuchten AR-Mutationen spezifisGmansaktierungsprofile erhoben
werden konnen. Es handelte sich bei dem von demMARtionen bewirkten Ausmald der
Aktivierung des Transkriptionsprozesses an einermpoRergen nicht nur um eine rein
quantitative Einschrankung gegenidber dem AR-Wildtyiel mehr lie3 sich die
Transaktivierung einer Mutation als eine von dergalniden, der Ligandenkonzentration
und dem Promotor abhangige Eigenschaft der MutationSinne eines verminderten
Aktivierungsprofils beschreiben.

Die in vitro erhobenen Erkenntnisse zur Funktionalitit der Worian des
Androgenrezeptors konnten als Ausgangspunkt fir Hrforschung desin vivo
ablaufenden  Transaktivierungsprozesses dienen. Mgm Wissen um die
mutationsspezifischen Expressionsdatenitro drangt sich die Frage nach den Liganden,
Promotoren und Bedingungen im naturlichen Zielgeaveler Androgene auf. Um das
Verstandnis der Funktion des Androgenrezeptors sesher Mutationen weiter zu
verfeinern, konnten die hier in CHO-Zellen durclideten Versuche im genitalen
Zielgewebe der Androgene untersucht werden. Dandadie naturlichen Promotoren zur
Wirkung sowie die dort vorhandenen Ligandenkonzgimmen und Cofaktoren. Zur
Ligandenkonzentration ist anzumerken, dass sictsediwahrend der intrauterinen
Entwicklung des Genitales wie auch im weiteren IreBadert, was in den Experimenten
bertcksichtigt werden musste. Aul3erdem lie3e seNWrkung von kinstlich veranderten

Liganden oder selektiven Androgenrezeptormodulatstedieren.

Wie entscheidend die Bedingungen im Zielgewebe Udigtersuchungsergebnisse

beeinflussen kénnen, zeigten Holterhus et al. (ROBié stie3en bei der Erforschung der



unterschiedlichen androgenabhangigen Genexpressimbsr von  phanotypisch
mannlichen 46,XY Individuen und ph&notypisch weabén 46,XY-Individuen mit CAIS
mittels Miocroarray-Analysen auf den Einfluss despdlogie der Zellen. Nachdem die
Fibroblasten zunachst von der Vorhaut bzw. dend afmjora stammten, die verschiedene
embryonale Urspringe (Genitalhécker bzw. Labialta)laufweisen, veranderten sich die
Differenzen in den Expressionsmustern bei der Nngzuon Fibroblasten des gleichen
embryonalen  Ursprungs. Ferner legten die Ergebniseahe, dass die
Genexpressionsprofile von Genitalhautfibroblasteh dam Phéanotyp korrelieren und so

als diagnostischer Marker genutzt werden kénnten.

Die Genotyp-Phanotyp-Korrelation beschéftigt dieistesm Arbeiten mit dem AR. Die

aktuellen funktionellen Untersuchungen mit AR-Kookten mit Mutationen an den

Aminosauren 754 und 690 von Tadokoro et al. (20083tatigen die These dieser
Korrelation. Zuccarello et al. (2008) schlossen adstaillierten funktionellen

Untersuchungen mit AR-Mutationen, die zu untersdlicd schweren AIS flhren, dass
Standarduntersuchungen wie Westernblot, Elektragg#®ound Hormon-Response-Kurven
nur fir schwere AR-Mutationen ausreichende Aussagen dieser Korrelation

ermoglichen. Mit milderen AlIS-Formen assoziierte-Matationen missten dagegen einer
weitreichenden Diagnostik mit vielen verschiedefportergenkonstrukten unterzogen
werden. Einen weiteren Schritt gingen Szafran et(2008), die auf der Ebene der
einzelnen Zelle mittels ,high throughput imaging’elches von ihrer Arbeitsgruppe 2006
(Marcelli et al.) vorgestellt worden war, den Eust von Liganden, Zellzyklus und
mutationsspezifischen Effekten auf die AR-Funktianalysierten. Sie kamen zu dem
Ergebnis, dass die genannten Faktoren das Tratisksprgebnis spezifisch beeinflussen
und konnten Angaben zu den Interaktionen verschmdé&aktoren machen. Dies sei
mittels der angewandten Methode simultan darstell@abei die Aussagekraft der
Einzelzell-Untersuchung mit intrazellularer Darktefy der Prozesse weit Uber die der
bisherigen Fluoreszenzmikroskopie hinausgehe. Aléchster Schritt werden

Untersuchungen an Genitalhautfibroblasten durchgefi  werden. Eine

Anwendungsmaoglichkeit werde in einer individuellf alen Patienten zugeschnittenen

Therapie bei AR-bedingten Erkrankungen wie dem ¢dSehen.

Dass bei der exakten Bestimmung dieser Korrelagime akribische Charakterisierung
der AR-Mutationen unerlasslich sein wird, zeigteneeit Analysen an AR-Konstrukten
mit Mutationen in der LBD von Werner et al. (2008).



Als ein potentieller und spezifischer Marker denkiion des AR hat sich Apolipoprotein
D in Microarray-Analysen erwiesen (Appari et &009), der zukinftig eine
funktionsbasierte diagnostische Evaluation des ai®dglichen kdnnte. Er wirde zur
Differenzierung zwischen AR-bedingtem und beispieise durch Enzymdefekte

bedingtem AIS dienen.

Nachdem bereits humane GenitalhautfibroblastenTh@ansfektionsuntersuchungen und
Aktivierungsstudien genutzt werden, sind Tiermoelelin weiterer Schritt zur Beurteilung
der Wirkung von AR-Mutationen wahrend der Embryaggm Angenommen, die hier
beobachteten Muster waren auch in diesem, demlicagir Ablauf der Genitalexpression
naheren Modell, nachweisbar, wéare dies ein weitehritt zum Verstandnis der

Korrelation von Genotyp und Phanotyp.
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7.4. TABELLEN UND ORIGINALDATEN

Tabelle. Charakteristika der verschiedenen Mutationen L712F80l, R855H und V866M nach
der AR-Gen-Mutations-Datenbasis (androgendb.mcgillStand 09/2008).

Mut.: Mutation, AS: Aminosdureaustausch, Base: Vae#inng des Basentriplets, AlS: Androgeninsensitsgigndrom,

k = komplettes (AIS), p = partielles (AlS), m = nmrales (AIS), Ca = Tumor, B,: maximale Bindungskapazitat des

AR-Konstruktes, I Dissoziationskonstante, T.lab: Thermolabili¥atniedrig,«»=normal,s+=hoch, 2 $=ambivalentes

Genitale

Mut. | AS Base AISBmax| Kg | T.lab.| Phanotyp Referenz Numme
712 |Leu—Phe/CTTTTT [P |ee |[eee Q4 Hiort 1996 108
712 |Leu—Phe/CTTTTT [P |ee |[eee Q4 Holterhus 2000 | 505
712 |Leu—Phe/CTTTTT [P |ee |[eee Q4 Holterhus 2000 | 506
712 |Leu—Phe/CTTTTT [P |ee |[eee Q4 Holterhus 2000 | 507
780 |Met—lle |ATG-ATA [P |ee |[eee Q4 Bevan 1996 189
780 |Met—lle |[ATGLATA [P |eo |oee [eee |QF Pinsky 1992 190
780 [Met-lle |ATG-ATA|pP Brinkmann 1995191
780 |Met—lle |ATG-ATA [P |ee |[eee Q4 Rodien 1996 192
780 |Met-lle |[ATG-ATA |k |e oe(e) Q@ Rodien 1996 305 (2x
780 |Met-lle |ATG-ATA |K Q Jakubiczka 1997193
780 |Met-lle |ATG-ATA |k | oee Q Hannema 2004 | 464
780 |Met-lle |ATG-ATA |K Q Hannema 2004 | 660
780 |Met-lle |ATG-ATA|p Q4 Bouvattier 2002| 682
780 |Met=lle |ATG-ATA |p e Boehmer 2001 | 743
780 |Met-lle |ATG-ATA|m Ferlin 2006 774
855 | Arg - His |CGC- CAC Q Hannema 2004 | 661
855 |Arg - His [CGC-CAC|p |ee |[eee Q4 Elhaji 2001 528
855 | Arg - His |CGC- CAC |k Q Bouvattier 2002| 684
855 | Arg - His |CGC- CAC |k Q Skordis 2005 688
855 | Arg - His |[CGC- CAC|p ed Boehmer 2001 | 745
855 |Arg-His [CGC-CAC|p |se |eee Q3 Boehmer 2001 | 746
855 | Arg - His [CGC-CAC|m ) Ferlin 2006 777
855 |Arg - His [CGC-CAC|p |ee |[eee Chang 1991 251
855 |Arg - His |[CGC— CAC|p |es |[eee ed Batch 1992 252




855 | Arg - His |[CGC- CAC|p ore) Hiort 1996 253
855 | Arg - His [CGC-CAC|(p |O ore) Weidemann 254
855 [Arg»His [CGCLCAC|p o |[see [eo [2F Marcelli 1994 | 255
855 | Arg - His |CGC- CAC|p ore) Boehmer 1997 | 301
855 |Arg-His |[CGC-CAC|p |0 ore) Weidemann199/250/254
855 | Arg - His |CGC- CAC|p ore) Boehmer 1997 | 302
855 |Arg - His [CGC-CAC|k |e Q McPhaul 1992 | 249
855 |Arg - His [CGC-CAC|(p |O-ee Q3 Melo 2003 344
855 | Arg - His |[CGC- CAC|p ore) Melo 2005 834
866 |Val ~Met|GTGLATG |k |eo |ooe Q Kazemi-E 1993| 263
866 |Val-Met| GTG-ATG|K [ee [eee Q Weidemann1996264
866 |Val ~Met|GTGLATG |k |eo oo Q Lubahn 1989 | 265
866 |Val - Met| GTG-ATG |p McPhaul 1992 | 266
866 |Val - Met| GTG-ATG |p 4 Hiort 1998 267
866 |Val- Met|GTG-ATG|Ca J Takahashi 1995 373
866 |Val-Met|GTG-ATG |k Q Hannema 2004 | 473
866 |Val->Met|GTG-ATG|k |0 Q Hannema 2004 | 474
866 |Val-Met|GTG-ATG|k |0 Q Hannema 2004 | 475
866 |ValMet|GTG-ATG |k |0 Q Holterhus 607
866 |Val - Met|GTG-ATG |P Q Ledig 2005 738
866 |Val - Met|GTG-ATG |k Q Ledig 2005 739
866 |Val -~ Met|GTG-ATG |Ca 3 Hyytinen 2002 | 574
866 |Val-Met|GTG-ATG|m J Ferlin 2006




AR-Wildtyp und Mutationen mit Testosteron am MMTV-P romotor (RLU)

PSVARO pSVARO pSVARO pSVARO pSVARO

30ng AR 10nM DHT  10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT
200ng MMTV 5,62 592 4,82 7,50 10,69
5ng phRGTK 5,49 5,55 439 7,95 11,19
426 5,59 6,09 6,64 7,53
Mittelwert 5,12 5,69 5,10 7.36 9,80
Standardabw. 0,61 0,17 0,72 0,54 1,62
in % 11,96 2,91 14,18 7,39 16,52
L712F m7801 R855H  V866M
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
0,91 0,45 0,44 0,38 0,62
113 0,68 0,56 0,48 0,64
0,69 0,59 0,30 0,45 0,69
Mittelwert 0,91 0,57 0,43 0,44 0,65
Standardabw. 0,18 0,10 0,11 0,04 0,03
in % 19,90 16,73 2453 9,56 452

0,001nM 0,001nM  0,001nM  0,001nM  0,001nM

0,58 0,67 0,50 0,55 0,57
0,51 0,57 0,45 0,44 0,58
0,48 0,37 0,44 0,47 0,53
Mittelwert 0,52 0,54 0,47 0,49 0,56
Standardabw. 0,04 0,12 0,03 0,05 0,02
in % 7,69 23,14 5,72 9,89 3,40
Induktion 0,57 0,94 1,07 112 0,86
0,01nM 001nM  0,01nM  0,01nM  0,01nM
0,99 0,59 0,59 0,52 0,66
0,95 0,64 0,46 0,48 0,91
1,21 0,67 0,49 0,39 0,70
Mittelwert 1,05 0,63 0,51 0,47 0,76
Standardabw. 0,11 0,04 0,06 0,05 0,11
in % 10,54 5,69 1,14 11,70 14,65
Induktion 1,16 1,11 1,18 1,07 117
0,1nM 0,1nM 0,7nM 0,1nM 0,1nM
317 1,07 0,58 0,70 0,45
3,84 0,79 0,50 0,79 0,51
5,11 0,79 0,70 0,71 0,54
Mittelwert 4,04 0,88 0,60 0,74 0,50
Standardabw. 0,81 0,13 0,08 0,04 0,04
in % 19,93 1517 13,76 5,66 7,07
Induktion 4,44 1,55 1,38 1,69 0,77
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
7,64 3,08 2,55 3,30 0,53
11,57 2,78 2,15 6,03 0,59
8,31 2,81 2,58 7,00 0,58
Mittelwert 9,17 2,89 2,42 544 0,57
Standardabw. 1,72 0,13 0,20 1,56 0,03
in % 18,71 4,66 8,14 28,73 514
Induktion 10,09 5,05 5,58 12,49 0,88
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
7,84 3,98 6,40 7,69 0,74
12,54 3,59 3,37 9,55 0,66
718 3,03 5,75 5,80 0,81
Mittelwert 9,19 3,53 5,18 7,68 0,74
Standardabw. 2,39 0,39 1,30 1,53 0,06
in % 25,99 11,03 2514 19,95 8,42
Induktion 10,11 6,18 11,91 17,62 114
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
6,14 5,21 4,06 8,86 176
7,36 4,01 4,02 10,83 1,51
5,31 4,42 4,07 8,31 113
Mittelwert 6,27 4,55 4,05 9,33 1,47
Standardabw. 0,84 0,50 0,02 1,08 0,26
in % 13,42 10,96 0,54 11,62 17,57

Induktion 6,90 7,95 9,32 21,42 2,26



AR-Wildtyp und Mutationen mit Testosteron am (ARE).TATA-Promotor (RLU)

PSVARO pSVARO pSVAR0 pSVARO pSVARO

30ng AR 10nM DHT  10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT
200ng TATA 143,21 147,20 131,93 112,70 131,61
5ng phRGTK 130,19 159,44 163,38 266,60 119,80
130,78 135,16 176,48 199,37 121,68
Mittelwert 134,73 147,27 157,26 192,89 124,36
Standardabw. 6,00 9,91 18,69 63,00 5,18
in % 4,46 6,73 11,89 32,66 417
L712F M7801 R855H  V866M
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
5,08 4,63 2,67 3,63 178
3,63 3,65 2,55 3,92 1,81
2,99 2,77 2,60 3,35 2,00
Mittelwert 3,90 3,68 2,60 3,63 1,86
Standardabw. 0,87 0,76 0,05 0,23 0,10
in % 22,42 20,57 1,85 6,38 5,21

0,001nM 0,001nM  0,001nM  0,001nM  0,001nM

2,75 2,81 1,94 2,37 1,48
2,42 2,85 217 2,30 134
2,82 2,84 2,55 2,31 1,61
Mittelwert 2,66 2,83 2,22 2,32 1,48
Standardabw. 0,17 0,02 0,26 0,03 0,11
in % 6,49 0,71 11,50 1,37 7,66
Induktion 0,68 0,77 0,85 0,64 0,79
0,01nM 0,01nM  0,01nM  0,01nM  0,01nM
452 2,96 2,29 1,83 1,41
410 2,59 3,32 2,21 2,03
3,77 3,54 177 1,98 1,92
Mittelwert 4,13 3,03 2,46 2,01 1,79
Standardabw. 0,31 0,39 0,64 0,16 0,27
in % 7,48 12,91 26,05 7,72 14,95
Induktion 1,06 0,82 0,95 0,55 0,96
0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM
22,21 416 2,87 4,08 1,59
24,75 4,69 2,82 3,09 1,44
15,95 4,36 2,78 2,78 1,46
Mittelwert 20,97 4,40 2,82 3,32 1,50
Standardabw. 3,70 0,22 0,04 0,56 0,07
in % 17,64 4,99 1,25 16,73 4,50
Induktion 5,37 1,20 1,08 0,91 0,80
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
96,66 20,71 12,33 18,42 2,01
103,80 22,53 10,70 14,95 1,41
102,86 22,10 10,14 14,54 135
Mittelwert 101,11 21,78 11,06 15,97 1,59
Standardabw. 317 0,78 0,93 1,74 0,30
in % 3,13 3,56 8,41 10,91 18,77
Induktion 25,91 5,91 4725 439 0,86
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
160,13 77,89 42,48 63,57 175
168,37 84,19 49,09 65,89 1,69
156,57 97,60 44,83 61,79 1,07
Mittelwert 161,69 86,56 4547 63,75 1,80
Standardabw. 4,94 8,22 2,74 1,68 0,12
in % 3,06 9,49 6,02 2,63 6,75
Induktion 41,44 23,51 17,46 17,54 0,97
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
158,23 102,79 74,63 94,38 4,31
162,83 105,05 74,40 101,11 579
133,56 98,86 74,62 89,29 6,16
Mittelwert 151,54 102,23 74,55 94,93 5,42
Standardabw. 12,85 2,56 0,10 484 0,80
in % 8,48 2,50 0,14 5,10 14,78

Induktion 38,84 27,76 28,63 26,12 291



AR-Wildtyp und Mutationen mit Testosteron am GRE-Od-Promotor (RLU)

PSVARO pSVARO pSVARO pSVARO pSVARO

30ng AR 10nM DHT  10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT
200ng GRE-OCT 8,93 9,24 12,77 8,00 8,76
5ng phRGTK 8,67 8,59 14,32 7,68 8,10
9,38 8,98 12,64 7,96 8,82
Mittelwert 8,99 8,94 13,24 7.88 8,56
Standardabw. 0,29 0,27 0,76 0,14 0,33
in % 3,25 2,99 5,76 1,79 3,82
L712F m7801 R855H  V866M
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
3,97 3,68 4,76 2,42 2,86
4,07 3,27 443 2,52 2,84
3,65 3,76 3,90 2,27 3,21
Mittelwert 3,90 3,57 4,36 2,40 2,97
Standardabw. 0,18 0,22 0,35 0,11 017
in % 4,60 6,06 8,12 4,37 5,69

0,001nM 0,001nM  0,001nM  0,001nM  0,001nM

3,07 3,34 3,70 2,62 2,77
3,04 3,49 3,50 2,61 2,52
3,66 3,96 3,35 2,63 2,87
Mittelwert 3,26 3,60 3,52 2,62 2,72
Standardabw. 0,29 0,26 0,14 0,01 0,15
in % 8,79 7,28 4,07 0,26 541
Induktion 0,84 1,01 0,81 1,09 0,92
0,01nM 001nM  0,01nM  0,01nM  0,01nM
415 332 3,31 2,49 2,80
4,21 3,46 3,24 2,51 2,73
423 4,04 3,24 2,62 2,94
Mittelwert 4,20 3,61 3,26 2,54 2,82
Standardabw. 0,03 0,31 0,03 0,06 0,09
in % 0,81 8,64 0,99 2,32 3,14
Induktion 1,08 1,01 0,75 1,06 0,95
0,1nM 0,1nM 0,7nM 0,1nM 0,1nM
7,05 422 3,26 2,58 2,60
7,92 3,66 3,21 2,69 3,15
6,86 4,16 3,16 2,85 2,60
Mittelwert 7,28 4,02 3,21 2,71 2,78
Standardabw. 0,46 0,25 0,04 0,11 0,26
in % 6,35 6,24 1,26 418 9,25
Induktion 1,87 113 0,74 113 0,94
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
8,90 6,66 4,58 4,96 2,68
8,54 6,75 4,60 484 2,90
7,85 6,64 4,50 4,51 3,06
Mittelwert 8,43 6,68 4,56 477 2,88
Standardabw. 0,44 0,05 0,05 0,19 0,15
in % 5,18 0,73 1,03 4,01 533
Induktion 2,16 1,87 1,05 1,98 0,97
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
8,20 6,94 4,99 5,88 3,78
8,10 6,13 488 5,89 393
9,65 7,10 4,95 6,23 3,98
Mittelwert 8,65 6,72 4,94 6,00 3,90
Standardabw. 0,71 0,43 0,05 0,16 0,08
in % 8,18 6,35 0,93 2,70 2,16
Induktion 2,22 1,88 113 2,50 1,31
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
8,74 6,46 5,65 6,32 5,68
9,91 6,58 6,04 6,06 5,38
8,75 6,44 5,37 6,63 5,36
Mittelwert 9,13 6,49 5,68 6,34 5,47
Standardabw. 0,55 0,06 0,27 0,23 0,14
in % 6,03 0,95 4,81 3,65 2,62

Induktion 2,34 1,82 1,30 2,64 1,84



AR-Wildtyp und Mutationen mit DHT am MMTV-Promotor

30ng AR
200ng MMTV
5ng phRGTK

Mittelwert

Standardabw.

in%

Mittelwert

Standardabw.

in%

Mittelwert

Standardabw.

in%
Induktion

Mittelwert

Standardabw.

in%
Induktion

Mittelwert

Standardabw.

in%
Induktion

Mittelwert

Standardabw.

in%
Induktion

Mittelwert

Standardabw.

in%
Induktion

Mittelwert

Standardabw.

in%
Induktion

PSVARO
EtOH
1,03
0,42
0,63
0,69
0,25
36,70

EtOH
1,07
0,57
0,74
0,79
0,20

25,67

0,001nM

0,50
0,66
0,71

0,62
0,09
14,38
0,79

0,01nM

L712F
EtOH
0,40
0,35
0,28
0,34
0,05
1517

EtOH
0,39
0,24
0,44
0,36
0,08

23,59

0,001nM
0,49
0,43
0,25
0,39
0,10
26,07
1,09

0,01nM

10,27

R855H
EtOH
0,47
0,34
0,34
0,39
0,06
16,35

EtOH
0,48
0,31
0,59
0,46
0,12

25,05

0,001nM

0,47
0,61

0,25
0,44
0,15
33,27
0,96

0,01nM

0,1nM

1,85

2355
402

1,0nM

EtOH
0,44
0,46
0,30
0,40
0,07

17,96

0,001nM
0,38
0,45
0,34
0,39
0,05
12,14
0,98

0,01nM

(RLU)



AR-Wildtyp und Mutationen mit DHT am (ARE) ,TATA-Promotor (RLU)

PSVARO L712F M7801 R855H V866M
30ng AR EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
200ng TATA 2,56 1,55 1,34 1,51 1,21
5ng phRGTK 2,37 1,64 1,57 137 115

2,42 1,56 1,39 1,64 114
Mittelwert 2,45 1,58 1,43 1,51 1,17
Standardabw. 0,08 0,04 0,10 0,11 0,03
in % 317 2,49 6,68 7,30 2,45
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
2,00 1,60 1,33 1,43 1,58
1,88 1,74 1,55 1,43 1,10
1,92 1,47 1,35 117 116
Mittelwert 1,93 1,60 1,41 1,34 1,28
Standardabw. 0,05 0,11 0,10 0,12 0,21
in % 2,60 7,03 6,95 9,09 16,41
0,00inM  0,001nM  0,001nM  0,001nM  0,001nM
3,03 1,61 1,64 1,38 1,36
2,75 1,68 1,57 1,59 1,09
2,47 1,56 1,54 1,63 115
Mittelwert 2,75 1,62 1,58 1,53 1,20
Standardabw. 0,23 0,05 0,04 0,11 0,12
in % 8,35 2,99 2,64 6,99 9,76
Induktion 1,42 1,01 1,12 114 0,94
0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM
11,16 2,38 2,08 174 143
10,53 2,33 1,92 1,79 113
10,72 2,55 1,65 1,60 1,38
Mittelwert 10,80 2,42 1,88 1,71 1,31
Standardabw. 0,26 0,10 0,18 0,08 0,13
in % 2,44 3,93 9,60 456 9,86
Induktion 5,58 1,51 1,34 127 1,03
0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM
71,15 14,37 7,44 7,04 1,28
70,12 14,31 7,08 7,48 1,28
69,66 15,61 7,35 7,98 1,26
Mittelwert 70,31 14,76 7,29 7,50 1,28
Standardabw. 0,62 0,60 0,15 0,38 0,01
in % 0,89 4,05 2,11 513 0,79
Induktion 36,35 9,20 5,18 558 0,99
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
157,77 64,64 44,40 53,53 1,50
143,10 57,20 43,21 65,70 1,31
161,69 66,77 44,02 52,51 172
Mittelwert 154,19 62,87 43,88 57,24 1,51
Standardabw. 8,00 4,10 0,50 599 017
in % 5,19 6,52 113 10,47 11,05
Induktion 79,72 39,19 31,16 4263 118
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
169,65 106,81 104,21 167,15 542
172,62 114,54 105,10 153,46 5,50
171,50 111,41 107,23 153,00 6,20
Mittelwert 171,26 110,92 105,51 157,87 5,71
Standardabw. 1,22 3,17 1,27 6,56 0,35
in % 0,72 2,86 1,20 416 6,12
Induktion 88,55 69,15 74,94 117,58 445
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
180,59 122,13 120,15 172,35 28,80
165,68 125,76 119,30 158,60 30,98
187,24 122,56 114,53 153,63 30,77
Mittelwert 177,84 123,48 117,99 161,53 30,19
Standardabw. 9,01 1,62 2,47 7,92 0,98
in % 5,07 1,31 2,10 4,90 325

Induktion 91,95 76,98 83,80 126,30 23,55



AR-Wildtyp und Mutationen mit DHT am GRE-Oct-Promot or (RLU)

PSVARO L712F M7801 R855H V866M
30ng AR EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
200ng GRE-OCT 2,53 2,46 177 1,60 1,98
5ng phRGTK 2,80 2,26 1,39 1,41 1,28

2,56 1,99 1,71 1,18 127
Mittelwert 2,63 2,23 1,62 1,39 1,51
Standardabw. 0,12 0,19 0,16 0,17 0,33
in % 462 8,63 10,13 12,44 22,02
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
2,49 2,72 1,50 1,49 1,67
2,11 2,32 1,40 1,49 1,94
2,09 2,06 1,41 1,43 1,66
Mittelwert 2,23 2,37 1,43 1,47 1,76
Standardabw. 0,19 0,27 0,04 0,03 0,13
in % 8,33 11,47 3,03 172 7,22
0,001nM 0,00inM  0,001nM  0,001nM  0,001nM
2,48 2,19 1,61 1,38 1,76
2,65 2,69 1,69 1,66 1,88
3,01 2,36 1,67 1,32 1,96
Mittelwert 2,71 2,41 1,66 1,45 1,87
Standardabw. 0,22 0,21 0,04 0,15 0,08
in % 8,10 8,74 215 10,08 427
Induktion 122 1,02 115 0,99 1,06
0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM
3,45 3,21 187 1,47 1,69
3,79 3,41 175 1,52 1,63
352 3,02 2,03 1,18 1,91
Mittelwert 3,59 3,21 1,88 1,39 1,74
Standardabw. 0,15 0,16 0,11 0,15 0,12
in % 4,08 4,89 599 10,99 6,79
Induktion 1,61 1,36 1,31 0,94 0,99
0,1nM 0,7nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM
443 4,02 2,63 2,31 1,51
455 4,60 3,00 1,91 1,61
4,96 4,61 2,52 2,41 1,55
Mittelwert 4,65 4,41 2,72 2,21 1,56
Standardabw. 0,23 0,27 0,21 0,21 0,04
in % 4,87 6,23 7,56 9,67 2,75
Induktion 2,08 1,86 1,89 1,50 0,89
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
528 3,47 2,94 3,32 2,20
5,02 4,69 2,86 3,69 2,09
458 3,96 3,02 3,34 2,02
Mittelwert 4,96 4,04 2,94 3,45 2,10
Standardabw. 0,29 0,50 0,06 0,17 0,08
in % 579 12,40 2,18 483 3,57
Induktion 222 1,71 2,05 2,35 1,20
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
5,03 3,89 2,88 3,84 3,25
553 5,25 3,83 353 3,27
522 3,92 3,11 4,09 3,66
Mittelwert 5,26 4,35 3,28 3,82 3,39
Standardabw. 0,21 0,63 0,40 0,23 0,19
in % 3,96 14,59 12,30 6,06 5,53
Induktion 2,36 1,84 2,28 2,60 1,93
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
5,76 5,06 3,76 415 5,16
516 4,28 364 4,27 5,02
482 416 3,01 3,66 4,60
Mittelwert 525 4,50 3,47 4,03 4,93
Standardabw. 0,39 0,40 0,33 0,27 0,24
in % 7,38 8,85 9,40 6,59 4,80

Induktion 2,35 1,90 2,42 2,74 2,80



AR-Wildtyp und Mutationen mit Androstendion am MMTV -Promotor (RLU)

PSVARO pPSVARO pPSVARO PSVARO pPSVARO
30ng AR 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT
200ng MMTV 10,86 3,61 554 6,57 13,49
5ng phRGTK 10,44 14,25 5,02 11,86 8,33

10,02 5,79 6,88 6,03 21,51
Mittelwert 10,44 7,88 5,81 8,15 14,44
Standardabw. 0,34 4,59 0,78 2,63 5,43
in% 3,29 58,23 13,47 32,26 37,56
L712F M7801 R855H V866M
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
1,45 0,50 0,40 1,18 0,58
2,39 0,47 0,23 0,42 0,74
0,83 0,44 0,28 0,49 1,01
Mittelwert 1,56 0,47 0,30 0,70 0,78
Standardabw. 0,64 0,02 0,07 0,34 0,18
in % 41,15 4,93 24,24 49,41 22,68
0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM
0,75 0,39 0,30 0,34 0,52
0,98 1,25 0,24 0,61 0,59
0,66 0,43 0,41 0,51 0,70
Mittelwert 0,79 0,69 0,32 0,48 0,60
Standardabw. 0,13 0,40 0,07 0,11 0,07
in% 16,96 57,44 21,99 22,98 12,24
Induktion 0,51 1,46 1,05 0,70 0,78
0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM
1,40 0,44 0,41 0,40 1,03
1,20 0,48 0,31 0,47 0,46
0,42 0,54 0,33 0,72 1,03
Mittelwert 1,00 0,48 0,35 0,53 0,84
Standardabw. 0,42 0,04 0,05 0,14 0,27
in% 41,99 8,57 13,11 25,92 32,13
Induktion 0,64 1,02 1,15 0,76 1,08
0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM
2,94 0,78 0,42 0,55 1,03
2,72 0,52 0,55 0,54 0,55
2,61 0,68 0,40 0,41 0,57
Mittelwert 2,75 0,66 0,45 0,50 0,72
Standardabw. 0,14 0,11 0,07 0,07 0,22
in% 5,02 16,13 15,02 13,10 30,86
Induktion 1,77 1,40 1,49 0,72 0,93
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
4,74 1,51 1,69 2,23 0,49
4,61 2,36 1,99 4,62 0,72
7,09 2,93 1,57 2,51 1,51
Mittelwert 5,48 2,27 1,756 3,12 0,91
Standardabw. 1,14 0,58 0,17 1,07 0,44
in % 20,77 25,61 9,92 34,22 48,36
Induktion 3,52 4,80 576 4,48 1,17
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
6,84 2,47 6,42 5,94 1,06
5,81 4,37 4,69 6,35 0,79
5,88 2,88 3,36 5,57 0,52
Mittelwert 6,18 3,24 4,82 5,95 0,79
Standardabw. 0,47 0,82 1,25 0,32 0,22
in % 7,60 25,30 25,97 5,34 27,95
Induktion 3,97 6,86 15,89 8,55 1,02
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
6,08 3,90 5,08 6,06 1,31
5,82 3,80 4,69 9,33 1,19
8,50 5,40 4,83 573 1,50
Mittelwert 6,80 4,37 4,86 7,04 1,33
Standardabw. 1,21 0,73 0,16 1,63 0,13
in% 17,74 16,77 3,36 23,10 9,73

Induktion 4,37 9,26 16,02 10,11 1,72



AR-Wildtyp und Mutationen mit Androstendion am (ARE ), TATA-Promotor (RLU)

PSVARO pPSVARO pPSVARO PSVARO pPSVARO
30ng AR 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT
200ng TATA 248,83 329,71 338,50 336,16 245,23
5ng phRGTK 290,65 300,73 342,32 370,55 236,78

287,99 310,27 367,70 378,88 245,77
Mittelwert 275,82 313,57 349,51 361,86 242,59
Standardabw. 19,12 12,06 12,96 18,49 4,12
in% 6,93 3,85 3,71 5,11 1,70
L712F M7801 R855H V866M
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
4,92 3,13 2,90 3,12 1,70
3,63 2,65 3,23 2,75 1,65
3,45 2,80 2,92 2,56 1,56
Mittelwert 4,00 2,86 3,01 2,81 1,64
Standardabw. 0,66 0,20 0,15 0,23 0,06
in % 16,45 7,02 4,96 8,23 3,65
0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM
4,09 2,65 2,94 2,82 2,18
3,29 3,64 2,92 2,06 1,83
3,39 2,93 3,51 2,19 1,56
Mittelwert 3,59 3,07 3,13 2,36 1,86
Standardabw. 0,36 0,42 0,27 0,33 0,25
in% 9,91 13,61 8,76 14,00 13,56
Induktion 0,90 1,07 1,04 0,84 1,13
0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM
3,91 2,79 3,78 1,84 2,14
4,64 3,57 4,01 1,96 1,74
3,77 2,50 3,33 2,17 1,77
Mittelwert 4,11 2,95 3,71 1,99 1,88
Standardabw. 0,38 0,46 0,28 0,14 0,18
in% 9,26 15,45 7,65 7,04 9,65
Induktion 1,03 1,03 1,23 0,71 1,15
0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM
23,05 4,38 3,53 2,26 1,92
20,04 4,15 4,21 2,39 1,78
18,77 3,55 3,79 2,32 2,08
Mittelwert 20,62 4,02 3,85 2,32 1,93
Standardabw. 1,79 0,35 0,28 0,05 0,12
in% 8,70 8,72 7,31 2,24 6,26
Induktion 5,16 1,41 1,28 0,83 1,18
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
120,34 16,63 10,97 8,58 1,78
143,50 16,65 11,03 8,55 1,90
122,24 17,89 12,06 8,53 1,93
Mittelwert 128,69 17,06 11,35 8,55 1,87
Standardabw. 10,50 0,59 0,50 0,02 0,06
in % 8,16 3,47 4,39 0,24 3,46
Induktion 32,18 5,96 3,77 3,04 1,14
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
286,16 82,89 66,88 67,15 1,84
257,69 90,04 70,83 66,48 2,07
284,46 85,96 61,32 62,67 2,18
Mittelwert 276,10 86,30 66,34 65,43 2,03
Standardabw. 13,04 2,93 3,90 1,97 0,14
in % 4,72 3,39 5,88 3,01 7,02
Induktion 69,04 30,15 22,01 23,29 1,24
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
285,07 170,02 180,20 149,58 4,20
306,20 157,95 177,01 148,62 3,73
276,86 166,00 149,59 146,54 4,78
Mittelwert 289,38 164,66 168,93 148,25 4,24
Standardabw. 12,36 5,02 13,74 1,27 0,43
in% 4,27 3,05 8,13 0,86 10,09

Induktion 72,36 57,53 56,05 52,78 2,59



AR-Wildtyp und Mutationen mit Androstendion am GRE- Oct-Promotor (RLU)

PSVARO pPSVARO pPSVARO PSVARO pPSVARO
30ng AR 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT 10nM DHT
200ng GRE-OCT 7,75 8,39 7,86 6,17 6,46
5ng phRGTK 7,31 8,30 8,69 7,14 6,33

9,24 8,08 7,55 7,63 8,14
Mittelwert 8,10 8,26 8,03 6,98 6,98
Standardabw. 0,82 0,13 0,48 0,61 0,82
in% 10,16 1,57 5,96 8,67 11,81
L712F M7801 R855H V866M
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
3,31 3,45 2,73 3,03 2,23
3,97 3,44 2,86 2,39 2,61
3,94 3,97 2,45 2,43 2,32
Mittelwert 3,74 3,62 2,68 2,61 2,39
Standardabw. 0,31 0,25 0,17 0,29 0,16
in % 8,17 6,79 6,35 11,16 6,79
0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM
3,05 2,84 2,87 2,68 2,60
3,61 3,62 3,13 2,53 2,22
3,16 3,46 3,27 2,71 2,63
Mittelwert 3,27 3,31 3,09 2,64 2,48
Standardabw. 0,24 0,34 0,17 0,08 0,19
in% 7,33 10,17 5,40 2,91 7,52
Induktion 0,88 0,91 1,15 1,01 1,04
0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM
3,98 3,29 3,56 2,61 2,32
4,22 3,48 2,61 2,42 2,27
3,67 3,08 3,26 2,44 2,11
Mittelwert 3,96 3,28 3,15 2,49 2,23
Standardabw. 0,23 0,17 0,40 0,09 0,09
in% 574 5,09 12,59 3,46 4,06
Induktion 1,06 0,91 1,17 0,95 0,93
0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM
5,15 3,15 2,61 2,24 2,29
5,83 3,96 2,90 2,42 2,60
5,74 4,01 3,42 2,98 2,08
Mittelwert 5,57 3,7 2,98 2,55 2,33
Standardabw. 0,30 0,39 0,34 0,32 0,21
in% 5,43 10,60 11,29 12,39 9,22
Induktion 1,49 1,02 1,11 0,97 0,97
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
8,20 6,49 4,01 4,42 2,37
8,27 5,20 4,10 4,85 3,06
8,51 6,56 3,85 4,90 2,13
Mittelwert 8,33 6,08 3,99 4,72 2,52
Standardabw. 0,13 0,62 0,10 0,21 0,40
in % 1,59 10,23 2,55 4,50 15,70
Induktion 2,23 1,68 1,49 1,81 1,06
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
8,72 6,94 4,98 5,52 2,92
9,50 6,48 5,18 6,53 2,65
10,11 6,29 557 6,46 2,53
Mittelwert 9,44 6,57 5,24 6,17 2,70
Standardabw. 0,57 0,27 0,25 0,46 0,16
in % 6,02 4,13 4,67 7,50 6,10
Induktion 2,53 1,82 1,96 2,36 1,13
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
9,32 6,97 576 6,96 3,47
9,57 7,22 5,16 6,45 4,12
8,71 7,52 5,60 5,90 4,43
Mittelwert 9,20 7,24 5,51 6,43 4,01
Standardabw. 0,36 0,23 0,25 0,43 0,40
in% 3,96 3,13 4,61 6,73 9,94

Induktion 2,46 2,00 2,06 2,46 1,68



AR-Wildtyp und Mutationen mit Stanozolol am MMTV-Pr omotor (RLU)

PSVARO PSVARO PSVARO pSVARO PSVARO
30ng AR 10nM DHT 10nM DHT ~ 10nMDHT  10nMDHT  10nM DHT
200ng MMTV 8,24 3,90 3,31 0,50 2,80
5ng phRGTK 6,12 2,86 4,43 0,81 1,96

13,20 2,27 0,94 0,55 5,28
Mittelwert 9,19 3,01 2,90 0,62 3,35
Standardabw. 2,96 0,68 1,45 0,14 1,41
in % 32,26 22,48 50,21 22,11 42,07
L712F M780l R855H V866M
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
0,32 2,01 0,57 0,46 0,83
0,34 0,70 0,48 0,63 0,45
0,40 0,87 0,96 0,30 0,46
Mittelwert 0,35 1,19 0,67 0,46 0,58
Standardabw. 0,03 0,58 0,21 0,13 0,17
in % 9,19 48,65 31,24 28,97 30,16
0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM
0,65 0,62 0,79 0,50 0,67
0,95 0,54 0,96 0,74 0,43
0,91 1,16 0,60 0,40 0,36
Mittelwert 0,84 0,77 0,78 0,55 0,49
Standardabw. 0,13 0,28 0,15 0,14 0,13
in % 15,89 35,67 19,16 26,15 26,89
Induktion 2,38 0,65 117 1,18 0,84
0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM
1,02 0,76 0,56 0,61 0,47
0,94 0,97 0,74 0,30 0,66
0,91 0,51 125 0,61 1,11
Mittelwert 0,96 0,75 0,85 0,51 0,75
Standardabw. 0,05 0,19 0,29 0,14 0,27
in % 4,84 2517 34,03 28,26 3591
Induktion 2,72 0,62 1,27 1,10 1,29
0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM
4,20 0,76 0,46 0,36 0,66
3,21 0,72 0,47 0,51 0,43
3,63 0,89 0,50 0,37 0,35
Mittelwert 3,68 0,79 0,48 0,41 0,48
Standardabw. 0,41 0,07 0,02 0,07 0,13
in % 11,02 9,38 3,29 16,67 27,50
Induktion 10,45 0,66 0,72 0,90 0,83
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
397 2,30 0,75 3,10 0,44
5,78 5,57 0,67 1,72 0,75
459 2,95 0,67 1,47 0,42
Mittelwert 4,78 3,61 0,70 2,09 0,54
Standardabw. 0,75 1,41 0,04 0,72 0,15
in % 15,69 39,23 533 34,24 28,54
Induktion 13,58 3,02 1,04 453 0,93
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
9,03 453 429 3,83 0,51
8,28 3,33 6,31 10,43 0,48
4,86 5,09 2,04 13,33 0,81
Mittelwert 7,39 4,32 4,21 9,19 0,60
Standardabw. 1,81 0,74 1,74 3,98 0,15
in % 24,52 17,02 41,40 4324 25,44
Induktion 20,99 3,62 6,29 19,89 1,03
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
7,91 3,68 458 435 0,78
6,63 6,41 3,28 6,64 0,76
8,20 453 3,26 6,40 0,96
Mittelwert 7,58 4,87 3,71 5,80 0,83
Standardabw. 0,68 1,14 0,62 1,03 0,09
in % 8,99 23,47 16,76 17,74 11,17

Induktion 21,52 4,08 553 12,53 1,44



AR-Wildtyp und Mutationen mit Stanozolol am (ARE),TATA-Promotor (RLU)

PSVARO PSVARO PSVARO pSVARO PSVARO
30ng AR 10nM DHT 10nM DHT ~ 10nMDHT  10nMDHT  10nM DHT
200ng TATA 24530 237,29 233,67 237,15 213,19
5ng phRGTK 249,70 236,86 228,41 236,13 249,82

231,20 213,96 232,42 243,35 24234
Mittelwert 242,07 229,37 231,50 238,88 235,12
Standardabw. 7,89 10,90 2,24 3,19 15,80
in % 3,26 4,75 0,97 1,34 6,72
L712F M780l R855H V866M
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
8,07 3,40 1,55 1,93 1,43
7,38 2,67 1,56 1,68 1,45
6,39 1,84 172 1,46 1,47
Mittelwert 7,28 2,64 1,61 1,69 1,45
Standardabw. 0,69 0,64 0,08 0,19 0,02
in % 9,50 24,08 4,79 11,27 1,16
0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM 0,001nM
4,01 1,96 1,51 1,72 1,48
3,84 1,71 1,83 1,52 1,34
4,60 2,08 1,95 1,59 1,23
Mittelwert 4,15 1,92 1,76 1,61 1,35
Standardabw. 0,32 0,15 0,18 0,08 0,11
in % 7,82 8,07 10,46 5,10 7,82
Induktion 0,57 0,73 1,10 0,95 0,93
0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM 0,01nM
5,49 1,85 143 1,73 1,05
459 2,44 1,96 2,01 1,39
4,46 1,90 143 1,43 1,50
Mittelwert 4,84 2,06 1,61 1,72 1,31
Standardabw. 0,46 0,26 0,25 0,24 0,19
in % 9,42 12,83 15,66 13,81 14,39
Induktion 0,67 0,78 1,00 1,02 0,91
0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM 0,1nM
14,27 2,89 178 1,97 1,48
16,61 3,08 167 1,98 1,28
16,09 2,75 1,50 2,49 1,37
Mittelwert 15,66 2,91 1,65 2,14 1,38
Standardabw. 1,00 0,13 0,11 0,25 0,08
in % 6,40 4,61 6,89 11,45 6,02
Induktion 2,15 1,10 1,03 127 0,95
1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM 1,0nM
81,13 14,92 2,00 8,13 1,42
92,33 13,43 2,56 9,73 1,47
95,18 17,07 2,72 8,07 1,46
Mittelwert 89,55 15,14 2,42 8,65 1,45
Standardabw. 6,06 1,50 0,31 0,77 0,02
in % 6,77 9,88 12,64 8,88 1,40
Induktion 12,30 5,74 151 5,12 1,00
10nM 10nM 10nM 10nM 10nM
184,20 76,17 11,91 55,82 1,45
192,00 70,74 12,00 58,06 1,45
192,50 72,91 10,32 52,18 1,63
Mittelwert 189,57 73,27 11,41 55,35 1,51
Standardabw. 3,80 2,24 0,77 2,43 0,08
in % 2,00 3,05 6,78 4,38 5,43
Induktion 26,04 27,78 7,10 32,79 1,04
100nM 100nM 100nM 100nM 100nM
216,45 111,40 39,74 122,75 2,19
221,36 123,77 33,84 113,08 2,35
226,94 102,57 31,40 112,17 2,37
Mittelwert 221,58 112,58 34,99 116,00 2,30
Standardabw. 429 8,69 3,50 4,79 0,08
in % 1,93 7,72 10,00 413 3,42

Induktion 30,43 42,68 21,78 68,71 1,59



AR-Wildtyp und Mutationen mit Stanozolol am GRE-Oct-Promotor (RLU)

30ng AR
200ng GRE-OCT
5ng phRGTK

Mittelwert
Standardabw.
in%

Mittelwert
Standardabw.
in%

Mittelwert
Standardabw.
in%
Induktion

Mittelwert
Standardabw.
in%
Induktion

Mittelwert
Standardabw.
in%
Induktion

Mittelwert
Standardabw.
in%
Induktion

Mittelwert
Standardabw.
in%
Induktion

Mittelwert
Standardabw.
in%
Induktion

pPSVARO
10nM DHT

6,72
8,55
6,85
7,38
0,83
11,32

EtOH
3,98
3,33
3,96
3,76
0,30
8,03

0,001nM

pPSVARO
10nM DHT

7,18
6,84
6,59
6,87
0,24
3,53

L712F
EtOH
324
3,40
3,50
3,38
0,11
3,12

0,001nM

pSVARO
10nM DHT

6,91
4,99
7,73
6,55
1,15

17,54

M780l

EtOH
2,74
2,39
2,92
2,68
0,22
8,17

0,001nM

pPSVARO
10nM DHT

6,68
6,04
5,31
6,01
0,56
9,27

R855H
EtOH
2,54
2,31
1,86
2,24
0,28

12,51

0,001nM

PSVARO
10nM DHT
6,37
5,06
6,98
6,14
0,80
13,06
V866M
EtOH
2,46
2,51
2,07
2,34
0,20
8,40

0,001nM



Aminosauresequenz des humanen AR

IMEVQLGLGRV11YPRPPSKTYR21GAFQNLFQSV31REVIQNPGPRA4IEAASAA
PPSIGASLLLLQQRQE61QQRQRQQAQQQQQ7IQQQQQQQQETE1ISPRQRQRQRARLBES
PQAHRR101GPTGYLVLDE111EQQPSQPQSA121LECHPERGCVI13IBERVAAS
141KGLPQQLPAP151PDEDDSAAPS161TLSLLGPTFP171GLSSCSKD81DILSEA
STMQI191LLQQQQQEAV201SEGSSSGRAR211EASGAPTSSK221DNAEIGTI231
SDNAKELCKA241VSVSMGLGVE251ALEHLSPGEQ261LRGDCMYAPLATLGVPP
AVRPT281PCAPLAECKG291SLLDDSAGKS301TEDTAEYSPF311KGEBKGLEG32
1ESLGCSGSAA331AGSSGTLELP341STLSLYKSGA351LDEAAAYQSRIDYYNFP
LALA371GPPPPPPPPH381PHARIKLENP391LDYGSAWAAA401AAQERDLA411
SLHGAGAAGP421GSGSPSAAAS431SSWHTLFTAE441EGQLYGPCGHAGGG
GGGGG461GGGGGGGGGG471GGEAGAVAPY481GYTRPPQGLA491GREBAP
D501VWYPGGMVSR511VPYPSPTCVK521SEMGPWMDSY531SGPYGDMI®41T
ARDHVLPID551YYFPPQKTCL561ICGDEASGCH571YGALTCGSCKS58EFKRAA
EGK591QKYLCASRNDG601CTIDKFRRKN611CPSCRLRKCY621EAGMGARKG31
LKKLGNLKLQ641EEGEASSTTS651PTEETTQKLT661VSHIEGYECQBZIFLNVLE
AI681EPGVVCAGHDG69INNQPDSFAAL701LSSLNELGER711QLVHVWHAK721A
LPGFRNLHV731DDQMAVIQYS741WMGLMVFAMG751WRSFTNVNSR7MLYF
APDLVF77INEYRMHKSRM781YSQCVRMRHL791SQEFGWLQIT801PQECMKA
L811LLFSIIPVDG821LKNQKFFDEL831RMNYIKELDR841IIACKRKNPT851SCSRR
FYQLT861KLLDSVQPIA871RELHQFTFDL881LIKSHMVSVD891FPEMAEIIS901
VQVPKILSGK911VKPIYFHTQ919



