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Zusammenfassung

Androgene, die ménnlichen Sexualhormone, sind notwendig fiir die normale korperliche
Entwicklung des Mannes und dienen der Ausbildung und Aufrechterhaltung der sekundéren
Geschlechtsmerkmale. Andererseits wird durch die anhaltende Verfiigbarkeit von Androgenen
nicht nur Wachstum und Differenzierung der normalen sondern auch der pathophysiologisch
verdnderten Prostata stimuliert. Androgenentzug ist deshalb die Standardtherapie bei
fortgeschrittenem Prostatakrebs.

Die Wirkungen von Androgenen werden durch den Androgenrezeptor (AR) vermittelt, welcher
nach Ligandenbindung als Transkriptionsfaktor die Expression von Zielgenen positiv und
negativ reguliert. Die Transaktivierung durch den AR kann durch Antiandrogene gehemmt
werden, die mit dem physiologischen Hormon um die Bindung an den Rezeptor konkurrieren.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die genregulatorischen Eigenschaften zweier
Androgenrezeptormutanten mit  Austauschen von Valin zu Methionin in der
Hormonbindedomine des AR (AR V715M und AR V730M) in Gegenwart der Antiandrogene
Hydroxyflutamid und Casodex mit derjenigen des Wildtyp-AR verglichen. Es zeigte sich, da3
beide mutierte Rezeptoren ein signifikant hoheres Transaktivierungspotential gegeniiber diesen
Antiandrogenen besaflen als der Wildtyp-AR. In der Fahigkeit zur Repression, hier untersucht
am Beispiel des Collagenase I-Promotors, gab es jedoch keine Unterschiede. Alle Rezeptoren
waren in Anwesenheit von Casodex und Hydroxyflutamid in Konzentrationen tiber 1 uM zur
Transrepression des verwendeten Collagenase I-Reportergens fihig. Die Antiandrogene wirkten
bei der negativen Regulation durch den AR also als Agonisten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine weitere Funktion des Androgenrezeptors beschrieben, es
wurde gezeigt, daB er als Vermittler nicht-genomischer Signale wirken kann.
Androgenbehandlung AR-positiver Prostatazellen fiihrte zu intrazelluldren Calciumoszillationen
und zu einer mehrphasigen Induktion der Phosphorylierung der mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) ERK 1 und ERK 2. Mit Hilfe einer kernlokalisationsdefekten AR-
Mutante konnte gezeigt werden, daf es sich bei der schnellen ERK-Phosphorylierung innerhalb
von Minuten um einen cytoplasmatischen Effekt des AR handelt, wihrend die spitere
Aktivierung nach mehreren Stunden vermutlich auf einer genomischen Funktion des AR beruht.
Die Phosphorylierung von ERK 1 und 2 ist korreliert mit der transkriptionellen Aktivierung des
ternary complex factor Elk-1 und des Protoonkogens c-fos. Der cytoplasmatische AR-
Signaltransduktionsweg wurde mit Hilfe verschiedener Proteinkinaseinhibitoren und dominant-
negativer Kinasen analysiert. Dabei zeigte es sich, daB der AR vermutlich iiber einen
Phosphatidylinositol 3-Kinase und Proteinkinase C einschlieBenden Weg zur Aktivierung der
Raf-MEK-MAPK-Signalkaskade fiihrt.

Da Aktivierung des MAPK-Signaltransduktionswegs mit einer verstirkten Zellproliferation in
Zusammenhang gebracht wird und auch der antiandrogen-beladene AR die Aktivierung
vermitteln kann, bildet diese Androgenwirkung moglicherweise die Basis fiir die
wachstumsférdende Wirkung des AR und eine Erkldrung fiir das Scheitern der
Antiandrogentherapie.




Signal transduction through the androgen receptor:
genomic and non-genomic actions of androgens and
antiandrogens

Summary

Androgens, the male sexual hormones are indispensable for normal developmental control, and
for the maintenance of the male phenotype. At the same time the continuous availability of
androgens leads to growth and differentiation as well as neoplastic transformation of the
prostate. The standard therapy for advanced prostate cancer therefore consists of complete
androgen withdrawal.

The functions of androgens are mediated by the androgen receptor (AR) which upon ligand
binding acquires the ability to positively or negatively regulate the expression of specific target
genes. Positive regulation of gene expression by the AR can be blocked by antiandrogens which
compete with the physiological hormone for binding to the receptor.

In the first part of this work, the ability to regulate gene expression of two AR mutants with
amino acid exchanges from valine to methionine in the hormone binding domain (AR V715M
and AR V730M) in the presence of the two antiandrogens hydroxyflutamide and casodex was
compared with that of the wild-type AR. Both mutant receptors showed a significantly higher
transactivation potential in the presence of these antiandrogens than the wild-type AR. Their
ability to repress expression at the collagenase-I promoter however was not altered. The
receptors analysed were all able to repress the activity of a collagenase-I reporter gene in the
presence of casodex and hydroxyflutamide at concentrations higher than 1 mM. This means the
antiandrogens functioned as agonists of the negative regulation by the AR.

In the second part of this work, a novel function of the AR was described. The AR was shown
to function as a mediator of non-genomic signals. Treatment of AR-positive prostate cancer cells
resulted in oscillations of the intracellular calcium concentration and a multiple induction of
phosphorylation of the mitogen-activated kinases (MAPK) ERK 1 and ERK 2. The rapid ERK
phosphorylation within minutes appeared to be a cytoplasmic effect of the AR, whereas the late
activation that occured after a few hours was apparently due to a genomic AR function. The
phosphorylation of ERK 1 and 2 correlated with the transcriptional activation of the ternary
complex factor Elk-1 and the c-fos protooncogene. This cytoplasmic signal transduction
mediated by the AR was further analysed with the use of different protein kinase inhibitors and
dominant-negative kinase mutants. The results suggested that the AR activates the Raf-MEK-
MAPK signalling cascade through a mechanism involving phosphatidyl inositol-3 kinase and
protein kinase C.

As the activation of the MAPK signal transduction pathway is connected with an increase in cell
proliferation, the antiandrogen-mediated ERK-activation through the AR, may form the basis
for the growth-promoting effect of the AR in the presence of the antihormones and thus provide
an explanation for the failure of the antiandrogen therapy.
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1 Einleitung

1.1 Physiologische Bedeutung der Androgene wihrend der
Embryonalentwicklung des Menschen

Die primire Bestimmung des Geschlechts erfolgt bei der Befruchtung durch die Kombination
der Geschlechtschromosomen. Geschlechtsdimorphismus beginnt beim Menschen zwischen
der 5. und der 7. Woche der Embryonalentwicklung durch eine Kaskade molekularer
Ereignisse. Die Expression eines Lokus auf dem Y-Chromosom, der vermutlich fiir das SRY
(sex-determining region of Y chromosome)-Gen kodiert (Berta et al., 1990, Gubbay et al.,
1990), wird als der molekulare Schalter betrachtet, welcher die testikuldre Entwicklung der
Gonaden bei XY-Individuen reguliert. Die Kontrolle durch die endokrinen Produkte der
Gonaden fiihrt dann zur Bestimmung des phénotypischen Geschlechts in Abhéingigkeit vom

chromosomalen Geschlecht.

Der erste Schritt bei der médnnlichen Entwicklung ist die Differenzierung von Sertoli-Zellen aus
den primédren Gonadenstringen. Sie produzieren das Anti-Miiller’sche Hormon, welches die
Riickbildung der Miiller’schen Géngen bewirkt und so die Entwicklung von weiblichen
Gonaden verhindert. AuBerdem induzieren sie die Differenzierung von Leydigzellen aus den
interstitiellen Zwischenzellen der Hoden (Jost, 1953). Leydigzellen produzieren das Androgen
Testosteron, welches zur Klasse der Steroidhormone gehort.

Androgene, die ménnlichen Sexualhormone, sind fiir die normale korperliche Entwicklung des
Mannes wichtig und dienen der Ausbildung und Aufrechterhaltung der sekundéren
Geschlechtsmerkmale und der sexuellen Verhaltensweisen. Die Testosteronproduktion der
Leydigzellen der Hoden beginnt in der 8. Woche und fordert die Entwicklung von Epididymis
(Nebenhoden), Vas deferens und Samenblasen aus dem Wolffschen Gang (Siiteri & Wilson,
1974). Die Entwicklung von Penis, Skrotum und Prostata benotigt die Anwesenheit von 5-0.
Dihydrotestosteron (DHT), einem Metaboliten von Testosteron. Darum wird im
Urogenitalsinus etwa zu dem Zeitpunkt, an dem die Hoden mit der Testosteronbildung
beginnen, die Produktion des Enzyms 50-Reduktase gestartet, welches die Umwandlung von
Testosteron zu So-Dihydrotestosteron katalysiert (Siiteri & Wilson, 1974, Wilson et al., 1993).
In dieser hormonalen Umgebung bilden sich aus der Genitalanlage zwischen der 9. und 12.
Woche der menschlichen Embryonalentwicklung Penis und Skrotum. Die Entwicklung der
Prostata aus epithelialen Knospen des Urogenitalsinus beginnt in der 10. Woche (Shapiro,
1990). Diese Strukturen veridndern sich wihrend der restlichen Embryonalentwicklung und der
Kindheit wenig, erst der Anstieg von Testosteron und vor allem Dihydrotestosteron wéhrend
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der Pubertdit ist fiir ihr Wachstum und die Reifung zu funktionellen Sexualorganen

verantwortlich.

1.2 Die kontinuierliche  wachstumsféordernde  Wirkung von
Androgenen fiihrt zu pathophysiologischen Verinderungen der
Prostata

Fiir die vollstindige Virilisierung im Laufe der Embryonalentwicklung sind sowohl
Dihydrotestosteron als auch Testosteron notwendig. DHT ist jedoch das hauptséchliche
androgene Hormon der Prostata. Fehlt die So-Reduktase, welche die Umwandlung von
Testosteron zu DHT Kkatalysiert, so findet kein Wachstum der Prostata statt (Imperato-McGinley
et al., 1974). DHT ist also ein wichtiger mitogener Faktor in der Prostata und eine
unabdingbare Voraussetzung fiir die epitheliale Zellproliferation. Andererseits wird durch die
anhaltende Verfiigbarkeit von Androgenen nicht nur Wachstum und Differenzierung der
normalen sondern auch der pathologisch veridnderten Prostata stimuliert (Cunha et al., 1987).
Benigne Prostatahyperplasie (BPH) ist das héufigste Leiden aufgrund verstirkter Proliferation
eines inneren Organs und Prostatakrebs die am héufigsten diagnostizierte Tumorart und die
zweithaufigste Krebstodesursache bei Minnern der westlichen Welt (Carter & Coffey, 1990).
Offensichtlich ist es das (fehlregulierte) Zusammenspiel von Androgenen, intraprostatischen
Faktoren und Wachstumsfaktoren, das fiir die langsame aber stetige Wachstumsrate von
Prostatatumoren verantwortlich ist (Weinberg, 1989, Sager, 1989, Kassen et al., 1996). Dabei
wurde postuliert, dal androgene Hormone vor allem bei der Progression von kleinen, gut
differenzierten Tumorherden zu lebensbedrohenden Krebsformen eine Rolle spielen und

weniger bei der Initiation der Tumorentstehung (Carter et al., 1990, Nomura & Kolonel, 1991).

1.2.1 Androgenentzug als Prostatakrebstherapie

Wihrend organbeschrinkte Tumoren durch Bestrahlung oder eine radikale Prostatektomie
entfernt werden konnen, ist bei Patienten mit fortgeschrittenem lokalem oder metastasierendem
Prostatakrebs nur eine Behandlung durch Hormonentzugstherapie moglich. Durch eine
Reduktion des endogenen Androgenspiegels wird so in letzteren Fillen die hormonabhéngie
Karzinomzellproliferation gehemmt. Dies geschieht entweder operativ durch Kastration
(Huggins & Hodges, 1941) oder medikament6s durch Gabe von Analoga des Luteotropin-
freisetzenden Hormons (LHRH). LHRH-Analoga bewirken zunichst iiber einen Anstieg der
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hypophyséren Sekretion von luteinisierendem (LLH) und follikelstimulierendem Hormon (FSH)
eine  Stimulation  der  Testosteronproduktion der  Hoden.  Ein  negativer
Riickkopplungsmechanismus tiber eine Desensibilisierung der Hypophyse durch verringerte
Expression des LHRH-Rezeptors fiihrt jedoch schluBendlich zu einer Reduktion der
Testosteronmenge auf das Niveau gonadektomierter Patienten (Corbin, 1982, Globe et al.,
1987).

Das intraprostatische Dihydrotestosteron wird zu 60 % aus testikuldrem und zu 40 % aus
adrenocorticalem Androgen gebildet. LHRH-Analoga haben jedoch keinen Effekt auf die
letztgenannte Hormonproduktion der Nebennierenrinde. Um auch die Wirkung der
adrenocorticalen Androgene zu hemmen, mufl eine erweiterte Therapie angewandt werden,
welche die androgene Signalkette in den Zielzellen vollstdndig unterbricht. Androgene sind
kleine lipophile Steroidhormone, welche iiber den Blutstrom zu ihren Zielzellen transportiert
werden. Sie treten durch passive Diffusion in die Zellen ein und binden an einen spezifischen
hochaffinen intrazelluldren Rezeptor, den Androgenrezeptor (AR), welcher die Funktionen des
Hormons in der Zelle vermittelt. Um eine vollstdndige Androgenblockade zu erreichen, werden
deshalb zusétzlich zu LHRH-Analoga oder Orchiektomie Antiandrogene eingesetzt, welche mit
dem physiologischen Hormon um die Bindung an den AR konkurrieren (Labrie et al., 1982,
Labrie et al., 1993). Dabei kommen steroidische und nicht-steroidische Substanzen zur
Anwendung. In Abbildung 1 sind Beispiele fiir diese Antiandrogenklassen im Vergleich mit
Testosteron und o-Dihydrotestosteron dargestellt.
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Abb, 1: Struktur physiologischer Androgene und bei der Prostatakrebstherapie eingesetzter
Antiandrogene. Darstellung der chemischen Strukturen von Testosteron, So-Dihydrotestosteron und der

Antiandrogene Cyproteronacetat, Casodex und Flutamid.
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1.3 Struktur und Wirkungsweise des Androgenrezeptors

Der Androgenrezeptor gehort zur Familie der Steroidhormonrezeptoren, welche neben dem AR
unter anderem die Rezeptoren fiir die weiblichen Gonadenhormone, Estrogen (ER) und
Progesteron (PR) und fiir Glucocorticoide (GR) und Mineralocorticoide (MR) aus der
Nebennierenrinde einschliefit. Auch die Rezeptoren fiir Thyroidhormon (TR), Vitamin D,
(VDR), Retinsédure (RAR) und 9-cis Retinsidure (RXR) werden zu dieser Gruppe gezahlt.

Der Androgenrezeptor befindet sich in seiner inaktiven Form als Apoprotein in Abwesenheit
von Hormon vor allem im Cytoplasma der Zelle. Hier liegt er im Komplex mit den
Hitzeschockproteinen Hsp90, Hsp70 und Hsp56 sowie weiteren Chaperon-Proteinen vor
(Veldscholte et al., 1992, Schowalter et al., 1991, Smith & Toft, 1993). Durch Bindung des
spezifischen Hormons erfihrt der AR eine Konformationsdnderung, wird von diesem
cytoplasmatischen Komplex gelost und in den Zellkern transloziert. Dort kann er als

Transkriptionsfaktor die Expression von Genen positiv oder negativ regulieren.

Das Androgenrezeptorgen besteht aus 8 Exons, die cDNA (Chang et al., 1988, Lubahn et al.,
1988, Trapman et al., 1988, Tilley et al., 1989) hat eine Lénge von 2,8 kb und kodiert fiir ein
Protein von 910 bis 919 Aminosduren (AS) mit einer Molekularmasse von 110-112 kDa
(Brown et al., 1989, Lubahn et al., 1989). Wie alle Steroidhormonrezeptoren besteht der AR
aus einer einzigen Polypeptidkette, die aus relativ deutlich voneinander abgegrenzten
funktionellen Dominen zusammengesetzt ist (Simental et al., 1991). Die Doménenstuktur des
AR ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.
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Exon Exons Exon Exons
A B+C D E-H

NH, i T Zn2+ Zi2+ A COOH
Q2 Py Giga

Transkriptionsregulation DNA-Bindung + Hormonbindung
Dimerisierung

RKCYEAGMTLGARKLKK
617 633

Kerntransport

Abb. 2: Funktionelle Dominen des Androgenrezeptors. Schematische Darstellung der 8 Exons des
AR (A-H) und der strukturellen Organisation des Proteins, Die Charakterisierung der einzelnen Dominen und ihre
Funktion ist im Text beschrieben. Die Zahlen bezeichnen die Aminosdurenpositionen. NH,, Aminoterminus;
TAF: Transaktivierungsfunktion; DBD, DNA-Bindedoméne; h, hinge Region; HBD, Hormonbindedomiine;
COOH, Carboxytermius; Q,;4,; variable Glutaminhomopolymerfolge (212  Glutamine); Py,
Prolinhomopolymerfolge (8 Proline); Gi¢,,, variable Glycinhomopolymerfolge (16-24 Glycine); Zn*,
koordiniertes Zinkion im Zinkfingermotiv, RKCYEAGMTLGARKLKK, Aminosdurensequenz  des
Kernlokalisationssignals im Einbuchstabencode (die fiir den Kerntransport notwendigen basischen Aminosiuren
der zweiteiligen Sequenz sind unterstrichen).

Die wenig konservierte amino (N)-terminale Domine, welche die wichtigste
Transaktivierungsfunktion (TAF, Simental et al., 1991, Jenster et al., 1991, Palvimo et al.,
1993) enthilt, nimmt mehr als die Hélfte des AR-Proteins ein. Als Besonderheit des AR enthilt
dieser regulatorische Bereich drei Aminosdurenhomopolymere, wovon zwei in ihrer Linge
variieren und fiir die variable Aminosiurenzahl des Androgenrezeptorproteins verantwortlich
sind. Moglicherweise spielen diese AS-Homopolymere eine wichtige Rolle bei Protein-Protein-
Interaktionen (Gerber et al., 1994),

Die zentrale Region enthilt zwei Zinkfinger-Motive, bestehend aus jeweils einem Zn?**, welches
von 4 Cysteinen koordiniert ist (zur Ubersicht siehe Freedman, 1992, Truss & Beato, 1993).
Diese unter allen Mitgliedern der Steroidrezeptorsuperfamilie hoch konservierte Region ist fiir
die DNA-Bindung des Rezeptors notwendig und wird deshalb als DNA-Bindedomine
bezeichnet (DBD). Der aminoterminale Zinkfinger ist fiir die Spezifitdt der DNA-Bindung des
AR besonders wichtig, der zweite Zinkfinger stabilisiert die DNA-Rezeptor-Interaktion und
vermittelt die Dimerisierung des AR. Direkt an die DBD schlieft sich die sogenannte hinge-
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Region an, Sie kodiert unter anderem fiir die hoch konservierte Kernlokalisationssequenz
(nuclear localization sequence, NLS), welche den Transfer des AR vom Cytoplasma in den
Kern vermittelt (Simental, et al., 1992, Jenster et al., 1993, Zhou et al., 1994).

Im Carboxy (C)-terminalen Bereich befindet sich die Hormonbindedoméne (HBD), welche
etwa Aminosiuren 666-919 umfafit. Sie vermittelt die hochaffine spezifische Ligandenbindung
des Rezeptors. Der C-Terminus enthélt auch die Bindestellen fiir das 90 kDa Hsp-Protein
(Housley et al., 1990, Simental et al., 1991, Smith & Toft 1993).

1.3.1 Mutationen im Androgenrezeptorgen bei therapieresistenten
Prostatatumoren

Obwohl erwartet wurde, dal die Anwendung von Antiandrogenen den Androgenrezeptor
vollstdndig in seiner Funktion inhibiert, scheitert die totale Androgenblockade als Therapie bei
Prostatakrebs auf lingere Sicht. Nach wenigen Jahren schreiten fast alle Tumoren von dem
zunéchst androgen-abhingigen zu einem androgen-unabhingigen Stadium fort. Zunéchst wurde
angenommen, daf dieses als Hormoninsensitivitdt bezeichnete Phdnomen auf einen selektiven
Vorteil von Zellen durch Verlust der AR-Expression zuriickzufiihren sei, wihrend AR-
exprimierende Zellen in Apoptose gingen. Es erwies sich jedoch, daf} fast alle hormontherapie-
refraktiren Tumoren den AR in groBer Menge exprimierten (zur Ubersicht siehe Barrack &
Tindall, 1987). Es stellte sich deshalb die Frage, ob der AR in dieser androgen-armen
Umgebung méglicherweise immer noch funktionell aktiv sein konnte.

Bei der Untersuchung der in Prostatatumoren exprimierten Androgenrezeptoren zeigte es sich,
daB einige davon somatische Mutationen enthalten. Der erste Hinweis auf die mogliche
Bedeutung dieser Mutationen kam von der Prostatakrebszellinie LNCaP, welche aus
Lymphknotenmetastasen eines Prostatakarzinoms etabliert wurde. Diese exprimiert einen AR
mit einer Punktmutation in der Hormonbindedomine, die jedoch nicht zu einem inaktiven
Rezeptor fiihrt. Im Gegenteil wird dieser AR neben seiner DHT-Responsivitit auch durch
Estrogen, Progesteron und die Antiandrogene Hydroxyflutamid (den aktiven Metaboliten von
Flutamid) und Cyproteronacetat aktiviert (Veldscholte et al., 1990, Veldscholte et al., 1992).
Seither sind verschiedene funktionell aktive somatische AR-Mutanten aus Prostatatumoren
isoliert worden, welchen, soweit sie charakterisiert wurden, dieses Phinomen der erweiterten
Steroidspezifitidt gemeinsam ist (siche Tabelle 1).
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Tabelle 1: Mutationen im Androgenrezeptor bei Patienten mit Prostatakrebs. Die Lokalisation

der Mutationen wurde als Aminosdurenposition eines AR mit 919 Aminosduren angegeben. Zu jeder Mutation

wurde, falls bestimmt, die erweiterte Steroidspezifitit und die Literaturstelle angegeben, an der sie erstmals

beschrieben und néher charakterisiert wurde. Die Bezeichnung der Aminoséuren erfolgte im Dreibuchstabencode.

HBD, Hormonbindedomine; N-Terminus, Aminoterminus; DHEA, Dehydroepiandrosteron.

Position Mutation erweiterte Spezifitit Referenz
gegeniiber
HBD

647 Ser -> Asn Suzuki et al., 1993

674 Gly -> Ala Koivisto et al., 1997

701 Leu -> His Taplin et al., 1995

715 Val -> Met DHEA, Androstendion, Progesteron, Culig et al., 1993, Peterziel et al.,
Androsteron, Androstandiol 1995, Culig et al., 1996

721 Ala -> Thr Taplin et al., 1995

724 Gly -> Asp Taplin et al., 1995

726 Arg->Leu  Estradiol Elo et al., 1995

730 Val -> Met Androstendion, Androsteron, Newmark et al., 1992, Peterziel et al.,
Androstandiol 1995, Culig et al., 1996

798 Gln -> Glu Evans et al., 1996

874 His -> Tyr DHEA, Estradiol, Progesteron, Wainstein et al., 1994, Taplin et al.,
Hydroxyflutamid 1995, Tan et al.,, 1997

877 Thr -> Ala Progesteron, Estradiol, Veldscholte et al., 1990, Ris-Stalpers
Cyproteronacetat, DHEA, et al., 1993, Suzuki et al., 1993, Tan
Hydroxyflutamid et al., 1997

877 Thr -> Ser Estradiol, Progesteron Taplin et al., 1995

880 Leu -> Gln Taplin et al., 1995

896 Ala -> Thr Taplin et al., 1995

902 Gln -> Arg Taplin et al., 1995

N-Terminus Gln,,»Gln

Schoenberg et al., 1994

Die meisten der bisher gefundenen Mutationen befinden

sich folgerichtig

in der

Hormonbindedomiine des Rezeptors (zur Ubersicht siehe auch Barrack, 1996, Gelmann,

1996). AR-Mutationen in der Hormonbindedomine treten bei Prostatatumoren in friilhen und

spiten Stadien auf, wobei alle bisher identifizierten AR-Mutanten die Fahigkeit zur
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ligandenabhingigen Transaktivierung beibehalten. Moglicherweise erlaubt die erweiterte
Steroidspezifitit eine funktionelle Aktivierung des mutierten AR durch andere Steroidhormone
und so das Wachstum der Zellen in androgenarmem Milieu. Einige Mutationen sind auch
auferhalb der Hormonbindedoméne lokalisiert worden (Schoenberg et al., 1994, Tilley et al.,
1996, Crocitto et al., 1997). Es wurde jedoch in diesen Fillen keine Analyse der Funktion
durchgefithrt und es ist schwierig festzustellen, wie solche Mutationen zum
hormonunabhéngigen Fortschreiten von Prostatatumoren beitragen konnten.

AR-Mutationen treten dennoch nur in einer begrenzten Zahl von Tumoren auf, der weitaus
grofere Teil exprimiert den Wildtyp-AR. Dies weist daraufhin, da das Entstehen klinisch
manifester Prostatatumoren vor allem durch den normalen Androgenrezeptor vermittelt wird.
Die AR-Expression in hormoninsensitiven Tumoren ist offensichtlich in vielen Féllen von einer
Amplifikation des AR-Gens begleitet (Visakorpi et al., 1995). Dies konnte eine weitere
Anpassung an niedrige Androgenkonzentrationen widerspiegeln, in Ubereinstimmung mit der
Tatsache, da8 durch lange Kultur von AR-positiven LNCaP-Zellen in androgenfreiem Medium
eine verstirkte Expression und erhohte transkriptionelle Aktivitit des AR bewirkt wird
(Kokontis et al., 1994). Als Konsequenz konnten niedrige Konzentrationen an Androgen, wie
sie von der Nebenniere gebildet werden, ausreichend fiir eine Stimulation des Tumorwachstums
sein.

Es bleibt jedoch unklar, wie sich die Prostatatumoren der Inhibition durch Antiandrogene,
welche die AR-Wirkung blockieren, entziehen konnen. Neben der Moglichkeit eines vom
Androgenrezeptor unabhéngigen Mechanismus (Davies & Eaton, 1991 Landstrom et al., 1994),
wird vorgeschlagen, da3 funktionelle Verdnderungen des AR oder die agonistische Wirkung
von Antiandrogenen bei AR-vermittelten Effekten fiir dieses Phdnomen verantwortlich sein
konnten. Um die Griinde fiir das Scheitern der Antiandrogentherapie besser zu verstehen ist es
infolgedessen wichtig, die verschiedenen Funktionen des Androgenrezeptors und ihre

Hormonabhéngigkeit zu analysieren.
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1.4 Klassische Funktionen des Androgenrezeptors -
Transaktivierung und Transrepression

Die klassische Wirkungsweise des Androgenrezeptors ist die positive und negative Regulation
von Genen in einer liganden-abhéngigen Weise. Diese Funktionsmechanismen des AR sind in
Abbildung 3 schematisch dargestellt und werden im folgenden naher erldutert.

@ Androgen
* rie - /Ocoakﬁvétor" ..
AR : T~ . . N
-\ Zielgenen
ARE Basale
Transkiptions-
maschinerie
| o T ] X o
- R 3 .
r ROFS + 9| Repression
e : Zellkern Py ‘;' von
- ) Zielgenen
—X—
~ Cytoplasma A nARE

Abb. 3: Modell der klassischen Androgenrezeptorwirkungen. Schematische Darstellung der
positiven und negativen Genregulation durch den Androgenrezeptor (Erklirungen im Text). AR,
Androgenrezeptor; Hsp, Hitzeschockprotein; TF, Transkriptionsfaktor; ARE, androgen-responsives Element;

nARE, negatives androgen-responsives Element.
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1.4.1 Transaktivierung durch den Androgenrezeptor

Bei der positiven Genregulation bindet der AR als Homodimer an bestimmte
Nucleotidsequenzen im Promotor von induzierbaren Genen, welche als hormone response
elements (HRE) bezeichnet werden (Kumar & Chambon, 1988, Claessens et al., 1989, De Vos
et al., 1991, Brinkmann et al., 1992) und erhoht deren transkriptionelle Aktivitit. Mehrere
Untersuchungen haben gezeigt, dal der AR an das palindromische Motiv 5°-
GGTACAnnnTGTTCT-3” bindet (Beato 1989), welches auch von Progesteron- und
Glucocorticoidrezeptor erkannt wird (Cato et al., 1987, Ham et al., 1988). Spiter wurde eine
spezifischere Erkennungssequenz des AR identifiziert, dabei handelt es sich um die
Nucleotidfolge 5-GGTTCTTGGAGTACT-3" im Promotor des Probasingens, welche in
Transfektionsexperimenten Transaktivierung eines Reportergens ausschlieBlich durch den AR
vermittelt (Claessens et al., 1996). Mutationsanalysen haben gezeigt, da3 diese Spezifitéit auf
der Tatsache beruht, daB andere Rezeptoren durch den linken Teil der Nucleotidsequenz
(unterstrichen) von der Bindung ausgeschlossen werden.

Die Initiation der Transkription von Genen erfordert die Bildung eines Proteinkomplexes
(Transkriptionsinitiationskomplex) aus RNA-Polymerase II und verschiedenen basalen
Faktoren an der Startstelle der Transkription (TATA-Box). Der AR kommuniziert,
moglicherweise durch eine direkte Bindung seiner N-terminalen Aminoséduren 142-485 an den
basalen Transkriptionsfaktor TFIIF und das TATA-Boxbindeprotein TBP (McEwan &
Gustafsson, 1997), mit diesem basalen Transkriptionsapparat. Diese Interaktion resultiert in der
Rekrutierung des Rezeptors an die androgen response elements (ARE) in der Promotorregion
androgen-responsiver Gene und fiihrt zu deren verstérkter Transkription. Aktivierung durch
den AR wird auch durch verschiedene Cofaktoren unterstiitzt, welche an den Rezeptor binden,
so wie der transcriptional mediatorfintermediary factor 2 (TIF2, Voegel et al., 1996), das
Androgenrezeptor-assoziierte Protein mit einer Molekularmasse von 70 kDa (ARA,, Yeh &
Chang, 1996) und das cAMP response element binding protein (CREB)-Bindeprotein CBP
(Aarnisalo et al., 1998). Diese Coaktivatoren binden nicht direkt an den basalen
Transkriptionsapparat und es ist unwahrscheinlich, daf sie als Briickenmolekiile zwischen AR
und den basalen Transkriptionsinitiationsfaktoren wirken. Einige dieser Cofaktoren, z.B. CBP,
stimulieren die Transkription, indem sie die Histonacetyltransferase (HAT) p300/CBP-
associated factor (P/CAF) zu den Promotoren der Gene, welche sie regulieren, lenken (Yang et
al., 1996). CBP selbst besitzt ebenfalls Histonacetyltransferaseaktivitdt (Bannister &
Kouzarides, 1996, Ogryzko et al., 1996). Auf diese Art schafft die Bindung von CBP und
P/CAF an den AR einen Multiproteinkomplex mit erhohter HAT-Aktivitdt, welcher zur
Acetylierung von Chromatin fiihrt.

Es gibt Hinweise, daB eine solche Chromatin-Acetylierung in vivo an den
Transkriptionsmechanismus  gekoppelt ist und daB die Aktivitit spezifischer
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Histonacetyltransferasen den inhibitorischen Effekt der kompakten Chromatinstruktur auf die
Genexpression aufhebt (zur Ubersicht siche Wade & Wolffe, 1997). Ob auch der Cofaktor
ARA,, HAT-Aktivitit besitzt und ob moglicherweise CBP und ARA,, simultan an den AR

binden konnen, ist noch nicht bekannt.

1.4.2 Transrepression durch den Androgenrezeptor

Der Androgenrezeptor ist nicht nur zur positiven, sondern auch zur negativen Regulation der
Genexpression fahig (Léger et al., 1987, Persson et al., 1990, Bellido et al., 1995). Insgesamt
ist diese Transrepression durch den AR weniger gut charakterisiert als die Transaktivierung. Die
bisher bekannten Mechanismen der negativen Regulation durch den AR konnen jedoch in zwei
Gruppen eingeteilt werden:

1) eine Form, welche die Interaktion zwischen AR und DNA erfordert und 2) eine Form,
welche abhéngig von Protein-Protein-Interaktionen ist (siche Abb. 3).

1.4.2.1 Repression von Genen durch Androgenrezeptor-DNA-Interaktion

Im Falle der negativen Regulation durch Bindung des AR an DNA inhibiert der Rezeptor die
Expression des Promotors, an welchen er bindet. Dieses Modell wird am besten am Beispiel
des Maspingens veranschaulicht, wo die Bindung des AR an ein sogenanntes negatives
androgen-responsives Element (nARE) zur Verringerung der Expression fiihrt (Zhang et al.,
1997). Der Mechanismus dieser Repression durch Bindung an DNA ist noch weitgehend
unbekannt. Analog zu den Coaktivatoren der Transaktivierung wire es denkbar, da8 potentielle
Corepressoren mit dem DNA-gebundenen Rezeptor interagieren und das Chromatin durch eine
Deacetylierungsreaktion in einen inhibitorischen Zustand bringen. Bisher wurden jedoch keine
solchen Corepressoren der negativen genregulatorischen Aktivitit des AR gefunden. Es ist
deshalb wahrscheinlich, dafl die Transrepression durch Interaktion des AR mit bereits
gebundenen positiven Regulatoren geschieht. Allerdings ist die negative Regulation des
Maspingens der bisher einzige beschriebene Fall, bei dem die direkte Bindung des AR an DNA
erforderlich ist. Das androgen response Element im Promotor der o-Untereinheit des
Glycoproteinhormons wurde zunéchst als verantwortlich fiir die Transrepression durch den AR
betrachtet (Clay et al., 1993). Inzwischen zeigte sich jedoch, da zwar die DNA-Bindedomine
des AR nicht jedoch DNA-Bindung an sich notwendig ist. Die AR-vermittelte Repression der
Expression dieses Gens wird nun auf eine direkte Interaktion des AR mit Faktoren, welche an

12
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ein basales oder an ein cAMP response element der Promotorregion binden, zuriickgefiihrt
(Heckert et al., 1997).

1.4.2.2 Protein-Protein-Interaktion als Mechanismus der negativen
Genregulation durch den Androgenrezeptor

Der hauptséchliche Mechanismus iiber den der AR die Expression von Genen negativ reguliert
beruht auf Protein-Protein-Wechselwirkungen. Der AR interagiert zum Beispiel mit c-Jun und
inhibiert so die DNA-Bindung und damit die Aktivitdt dieses Transkriptionsfaktors (Kallio et
al.,, 1995). Im Promotor des menschlichen Collagenase I-Gens ist jedoch nicht die c-Jun
bindende Aktivator-Protein 1 (AP-1)-Sequenz, sondern eine benachbarte Ets-Bindestelle der
Angriffspunkt fiir die AR-vermittelte Repression. In Protein-Interaktionstests konnte gezeigt
werden, daB3 der AR mit dem Ets-Protein ERM (ets related molecule) physikalisch interagiert,
welches fiir die Transkription des Collagenase I-Gens notwendig ist. Offensichtlich sind C-
terminale Sequenzen des AR fiir die Protein-Protein-Wechselwirkung mit ERM verantwortlich,
wodurch die regulatorische N-terminale AR-Doméne in eine Position gebracht werden kann, in
der sie mit der Transkription in nicht-sequenzspezifischer Weise interferiert (Schneikert et al.,
1996).

Ein neuer Mechanismus der negativen Regulation der Genexpression durch den AR wurde nach
Untersuchungen der androgen-vermittelten Repression des Interleukin 6-Gens (IL-6) postuliert
(Keller et al., 1996). Die Transkription von IL-6 wird durch den Transkriptionsfaktor nuclear
factor-xB (NF-xB) positiv reguliert, Hemmung durch den AR soll aufgrund der androgen-
vermittelten Synthese des NF-kB-Inhibitors IkBo. erfolgen. In &hnlichen Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe konnte jedoch keine solche positive Wirkung des AR auf die IxBa-
Synthese festgestellt werden, was eher einen Protein-Protein-Interaktionsmechanismus, wie er
fiir die oben genannten Gene beschrieben wurde, nahelegt (Heck et al., 1997).

1.5 Interaktion zwischen Androgenrezeptor und
Signaltransduktionswegen durch zellulire Regulatoren

Eine dritte Facette der Genregulation durch den AR umfafit die wachstumsfaktorvermittelte
Verstdrkung der Transaktivierung durch den Rezeptor. Abhéngig vom Promotorkontext
erhohen der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) oder der insulin-dhnliche Wachstumsfaktor-I
(IGF-I) die hormonabhingige Transaktivierung des AR in Transfektionsexperimenten
(Reinikainen et al., 1996). Es gibt Beobachtungen, daB sogar eine liganden-unabhingige
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Aktivierung des Rezeptors durch Behandlung AR-positiver Zellen mit peptidischen
Wachstumsfaktoren wie IGE-I, EGF oder dem Keratinocytenwachstumsfaktor (KGF) erreicht
werden kann (Culig et al., 1994, Reinikainen et al., 1996). AufBlerdem stimuliert cyclisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) die Aktivitdt eines androgen-abhingigen Reporters
synergistisch mit Testosteron (Ikonen et al., 1994, Culig et al., 1995). Gonadotropine selbst
kénnen auch synergistisch mit Androgenen die Genexpression erhohen (Culig et al., 1995).
Forskolin, ein Aktivator der Proteinkinase A und Phorbol 12-myristat-13-acetat (PMA), ein
Aktivator der Proteinkinase C, tliben #hnliche synergistische Wirkungen mit Testosteron aus
oder sind sogar zu einer androgen-unabhingigen AR-Aktivierung in der Lage (Nazareth &
Weigel, 1996).

Da Wachstumsfaktoren nach Bindung an ihre Rezeptoren Tyrosinphosphorylierung
verschiedener Effektormolekiile bewirken, wurde postuliert, da8 solche Phosphorylierungen
zur Erhohung der Transaktivierung durch den AR fiihren konnten. Tatséchlich wird durch
Vanadat, einen Inhibitor von Phosphotyrosin-Phosphatasen die ligandenabhingige AR-
Wirkung verstédrkt, durch Genistein, einen Tyrosinkinaseninhibitor dagegen verringert
(Reinikainen et al., 1996). Der Androgenrezeptor wird also nicht nur durch Androgene,
sondern auch durch Wachstumsfaktoren und andere zelluldre Regulatoren aktiviert und spielt

vermutlich in verschiedenen Signaltransduktionswegen eine Rolle.

1.6 Nicht-genomische Wirkungen von Androgenen

Eine weitere Beteiligung von Androgenen an der zelluldren Signaltransduktion wurde durch
Beobachtungen schneller nicht-genomischer  Effekte deutlich. Die intrazellulire
Calciumkonzentration ([Ca®*])) in LNCaP-Zellen erhohte sich nach zweiminiitiger Behandlung
mit DHT (Steinsapir et al., 1991). Eine andere Untersuchung zeigte, da3 sowohl [Ca2+]i, als
auch die Konzentrationen an Inositol-1,4,5-trisphosphat und Diacylglycerol bereits wenige
Sekunden nach der Behandlung von Osteoblasten der Ratte mit Testosteron anstiegen
(Lieberherr & Grosse, 1994). Bisher ging man bei diesen Androgenwirkungen jedoch immer
von hormonspezifischen Effekten aus, welche nicht {iber eine Bindung an den

Androgenrezeptor erfolgen.

Wie diese regulatorischen Funktionen von Androgenen zusammenwirken, um das Wachstum
von Prostatatumoren zu fordern, ist noch nicht klar. Die Untersuchung der unterschiedlichen
Mechanismen darauf, wie sie miteinander in Beziehung stehen und worin sie sich
unterscheiden, wird in Zukunft niitzliche Informationen dariiber liefern, welche Inhibitoren
geeignet sind, um die Wirkung des Androgenrezeptors vollstindig zu hemmen.
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1.7 Fragestellung

Eine Analyse der verschiedenen Funktionen des Androgenrezeptors und ihrer molekularen
Mechanismen konnte dazu beitragen, die Griinde fiir das Scheitern der Antiandrogentherapie
besser zu verstehen. Dabei sind vor allem die Wirkungen der Antiandrogene von Bedeutung.
Das erste Ziel dieser Arbeit war es darum, die klassischen Funktionen des Androgenrezeptors,
also die Transaktivierung und Transrepression von Genen in Gegenwart von Antiandrogenen
niher zu charakterisieren. Dabei sollten AR-Mutanten mit Aminosdurenaustauschen in der
Hormonbindedoméne des Rezeptors, welche aus Prostatatumoren isoliert wurden, daraufhin
untersucht werden, ob sie im Hinblick auf diese genregulatorischen Wirkungen einen
Funktionsgewinn gegeniiber dem Wildtyp-AR besitzen.

Uber die nicht-genomischen Wirkungen von Androgenen ist noch sehr wenig bekannt. Bisher
wurde fiir alle bekannten schnellen Wirkungen von Androgenen postuliert, dal es sich um
androgen-spezifische aber AR-unabhéngige Prozesse handelt. Im zweiten Teil der Arbeit lag
deshalb der Schwerpunkt auf der Charakterisierung der Rezeptorabhingigkeit nicht-
genomischer Androgenwirkungen und der molekularen Mechanismen die diesen zugrunde
liegen. Auch dabei wurde die Auswirkung verschiedener bei pathologischen Erkrankungen
gefundener AR-Mutationen und der Effekt von Antiandrogenen in die Analyse mit einbezogen.
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2  Material und Methoden

Material

2.1 Bezugsquellen der Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acetyl-Coenzym A (Lithium-Salz)

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

Agarose (SeaKem LE)
Aktivkohle

alkalische Phosphatase (aus Kilberdarm)

Aminosiuren-Mix (ohne Methionin)
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Anisomycin (Streptomyces grisoleus)
Aprotinin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton
Bakterien-Petrischalen (9cm)
Bromphenolblau

Casodex

Coomassie Brillantblau R250
Cyproteronacetat

DEAE-Membran, NA 45

Dextran

Dihydrotestosteron
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
Easy Pure DNA-Elutionskit

ECL Western blotting detection reagents
EDTA

EGTA

EGF, rekombinant, menschlich

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylacetat

Ficoll 400

Filterpapier Whatman 3MM
Fotales Kélberserum

Ficoll

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz

Pharmacia Biotech.

GmbH, Freiburg

Roth GmbH + Co.,Karlsruhe
Biozym Diagnostik, Hameln

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Promega, Madison, WI, USA

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden/Taunus
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Greiner Labortechnik, Niirtingen
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Schering AG, Berlin

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Schering AG, Berlin

Schleicher & Schuell, Dassel

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim

Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Biozym GmbH., Hess. Oldendorf
Amersham-Buchler, Braunschweig
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Bachem Feinchemikalien AG,
Bubendorf, Schweiz

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

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Bender & Hobein, Karlsruhe

Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
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Formaldehyd

Formamid

Genistein (4°,5,7-Trihydroxyisoflavon)
GF109203X (Bisindolylmalmeid I)
D-Glucose

Glycerin

Glycin

Glycylglycin

Harnstoff

HEPES

Hydroxyflutamid

8-Kammer Glasobjekttriger
Kieselgel-DC-Platten
Lachsspermien-DNA, Typ III
Lambda DNA

Leupeptin

D-Luciferin Firefly
Magermilchpulver

Methanol

B-Mercaptoethanol

MOPS

Mikrotiterplatten

Myelin-basisches Protein
Natriumdodecylsulfat
Natriumorthovanadat (Na3VOg)
Nonidet P40

Nucleotide (ATP, dA/G/C/TTP, ddA/G/C/TTP)
Nutrient Broth

Nylon-Membran (Hybond N+)
Oligo-dT-Zellulose

PD98059

Penicillin/Streptomycin

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

Prime-It I Random Primer Labeling Kit
2-Propanol (Isopropanol)

Protein A-Sepharose
Quiagen-tip-500-Sdulen

Quarzsand

Rinderserumalbumin

Rontgenfilme (Hyperfilm™MP/ECL)
RPMI 1640 Kulturmedium
Sephadex G-50

Sequenase DNA Sequencing Kit

Sterilfilter
Szintillationsfliissigkeit (Emulsifier-Safe)
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Merck, Darmstadt

Meck, Darmstadt

Calbiochem, Bad Soden/Taunus
Calbiochem, Bad Soden/Taunus
Boehringer Mannheim GmbH,Mannheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

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

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Schering AG, Berlin

Nunc, Wiesbaden

Macherey-Nagel, Diiren

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

Saliter, Obergiinzburg

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Greiner Labortechnik, Niirtingen

Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Boehringer Mannheim GmbH,Mannheim
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Amersham-Buchler, Braunschweig
Pharmacia Biotech. GmbH, Freiburg
Calbiochem, Bad Soden/Taunus

Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Roth GmbH + Co., Karlsruhe

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

Stratagene GmbH, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Pharmacia, Freiburg

Diagen GmbH, Hilden

Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Amersham-Buchler, Braunschweig
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein
Pharmacia Biotech. GmbH, Freiburg
United States Biochemicals, Cleveland,
Ohio, USA

Renner GmbH, Dannstadt

Packard Instr. Comp., Meriden, CT,
USA



N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat
Tris-HCI, Tris-Base

Triton X-100

tRNA (aus Hefe)

Tween 20

Trypsin (fiir Zellkultur)

Wortmannin

Zellkulturartikel
Zellkulturschalen-/flaschen fiir LNCaP

Alle nicht gesondert aufgefiihrten

Material und Methoden

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

Becton-Dickinson, Heidelberg

Chemikalien wurden von den Firmen Roth

GmbH+Co./Karlsruhe, Merck / Darmstadt und Sigma Chemie GmbH / Deisenhofen bezogen.

Radiochemikalien

[**S] dATPoS 370 MBg/ml
[a-**P] ACTP 370 MBg/ml
[P] YATP 370 MBg/ml
D-Threo-(dichloracetyl-1-'*C-)-Chloramphenicol 7,4 MBg/ml
L-[*S]-Methionin 370 MBg/ml
1“C-methylierte Proteine als Molekulargewichts-Standard 185 kBg/ml

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham-Buchler, Braunschweig bezogen.

Enzyme

Restriktionsendonukleasen

modifizierende Enzyme

DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment)
Proteinase K

RNAse A

Sequenase (modifizierte Form

der T7-DNA-Polymerase)

T4 DNA Ligase

Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim

Promega, Madison, WI, USA

United States Biochemicals, Cleveland,
Ohio, USA

Promega, Madison, WI, USA
Merck, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
United States Biochemicals,
Cleveland, Ohio, USA

Promega, Madison, WI, USA
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2.2 Plasmidkonstrukte

Reportergen-Plasmide fiir transiente Transfektionen

ARE, TATA CAT (Klein-Hitpass et al., 1990)

Dimerisierte hormone response elements des Tyrosin-Aminotransferasegens der Ratte vor
Positionen -41 bis -29 des HSV-Thymidinkinasepromotors und Positionen -33 bis -21
(enthalten TATA-Box) des Hiihner Ovalbuminpromotors

-517/+63 Coll-luc (Schneikert et al., 1996)
Position -517 bis +63 des menschlichen Collagenase I-Gens vor dem Firefly Luciferase-

Reportergen

pHCwt luc (Heck et al., 1997)
450 bp langes Hindlll/Bglll-Fragment des MMTV-LTR vor dem Firefly Luciferase-
Reportergen

pGS.E4A38 lux3 (erhalten von P. Shaw, Nottingham, UK)

Pentamer der Bindestelle des Hefe-Transkriptionsfaktors Gal4 vor den Positionen +1 bis +38
des Adenovirus E4 Promotor und dem Firefly Luciferase-Reportergen (verdndert nach Kamano
et al., 1995) in pGL3 (Promega, Madison, WI, USA)

Expressionsplasmide fiir transiente Transfektionen

PSGAR,, (Culig et al., 1993a)
menschliche cDNA des Wildtyp-Androgenrezeptor im Vektor pSGS (Stratagene, La Jolla, CA,
USA)

PSGAR V715M (Culig et al., 1993a), pSGAR V730M ( Peterziel et al., 1995)
Androgenrezeptormutanten mit einem Aminosdurenaustausch von Valin zu Methionin an
Position 715 bzw. 730 im Vektor pSGS (Stratagene, La Jolla, CA, USA)

pSG424 (Webster et al., 1988, Schmitz und Baeuerle, 1991).

DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomine des Transkriptionsfaktors Gal4 der Hefe im

Vektor pSGS (Stratagene, La Jolla, CA, USA)

pSG-Gal4-Elk1 (Gille et al., 1995b)
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Vollstandige cDNA von Elk-1 fusioniert an die DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdoméne
des Transkriptionsfaktors Gal4 der Hefe im Vektor pSGS5 (Stratagene, La Jolla, CA, USA
pRSV-H20 (Offringa et al., 1990)

auf pRSV neo basierendes Plasmid, bei dem die neo-Sequenz durch eine multiple cloning site

ausgetauscht wurde

pRSV-cRafC4 (Bruder et al., 1992).
Dominant-negative Deletionsmutante von cRaf-1, 257 aminoterminale Aminoséuren, enthalten
Cysteinfinger-Motiv (CR1)

p85 A (Dhand et al., 1994)
Deletionsmutante (A478-513) des bovinen p85a im Vektor SR (Takebe et al., 1988)

Androgenrezeptor-Expressionsplasmide fiir stabile Transfektionen

pRC/RSV ARwt, pRC/RSYV AR V715M und pRC/RSV AR V730M

erhalten durch Bgl II-Verdau der Plasmide pSGARwt, pSGAR V715M und pSGAR V730M
und anschlieBende blunt end Ligation in den durch Verdau mit Hind III linearisierten Vektor
pRC/RSV nach Auffiillen der iiberstehenden Enden von Vektor und Insert.

Die Plasmide pcDNA AR R617P und pcDNA AR Q77 wurden erhalten durch
BamHI/Bglll-Verdau der Plasmide pSG AR R617P (erhalten von H. Klocker,

Universitéitsklinik Innsbruck, Osterreich) und pSG AR Q77 und anschliefende Ligation in den
durch Verdau mit BamHI linearisierten Vektor pcDNA3 (Invitrogen)

2.3 Sonden fiir RNA-Hybridisierungen

GAPDH (Ratte)
1,3 kb Pstl-Fragment aus dem Plasmid pGAPDH-13 (Fort et al., 1985).

fos (viral)
PstI-Fragment aus dem Plasmid pUC9-v-fos (Curran et al., 1982, Rahmsdorf et al., 1987)
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2.4 Antikorper

anti-hAR

F39.4.1 (BioGenex)

monoklonaler (Maus-) Antikorper gegen AS 301-320 des menschlichen Androgenrezeptors
sp061 (erhalten von A. Brinkmann, Rotterdam, Niederlande)

polyklonaler (Kaninchen-) Antikdrper gegen Aminoséuren 301-320 des menschlichen AR

Phosphospospezifische Antikérper fiir MAPK-Isotypen

anti-phospho-MAPK (New England Biolabs GmbH, Schwalbach/Taunus), polyklonaler
Antikorper gegen Aminosduren 196-209 (DHTGFLTEY*VATRWC) des menschlichen ERK 2
(p42), erkennt phosphorylierte Formen von ERK 1 und ERK 2 (* bedeutet phosphoryliertes
Tyrosin)

anti-phospho-p38 (New England Biolabs GmbH, Schwalbach/Taunus), polyklonaler
Antikdrper gegen Aminosduren 171-186 der menschlichen p38 MAPkinase mit
phosphoryliertem Y* an Position 182

anti-phospho-JNK/SAPK (New England Biolabs GmbH, Schwalbach/Taunus)

anti-ERK 1 (Santa Cruz, CA, USA), polyklonaler Antikorper gegen die Aminosduren 305-
327 des Ratten-ERK 1

Sekundirantikorper fiir Western blot-Analysen

anti-rabbit, polyklonale IgG aus der Ziege, gerichtet gegen Kaninchen-Immunglobuline,
Meerrettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Dénemark).

anti-mouse, Polyklonale IgG aus Kaninchen, gerichtete gegen Maus-Immunglobuline,
Meerrettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Dénemark).

Sekundirantikorper fiir den Immunfluoreszenznachweis des
Androgenrezeptorproteins

Polyklonale 1gG aus der Ziege , gerichtet gegen Maus-Immunglobuline, Rhodamin (TRITC)-
markiert (Dianova GmbH, Hamburg)
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2.5 Bakterien und eukaryontische Zellen

Bakterienstamm fiir Klonierungen

E. coli DH50
Genotyp: F-, ®80AlacZDM1S, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (ry,myt), supE44,
relAl, deoR, A(lacZY A-argF)U169

Zellen und Kulturbedingungen

Zellinien

Cv-1

Affennierenzellinie; androgenrezeptor-defizient. CV-1 Zellen wurden in DMEM mit 10 %
fotalem Kélberserum (fetal calf serum, FCS) kultiviert.

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

LNCaP
Menschliche Prostatakarzinomzellinie; LNCaP-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 10 %
FCS in Primaria Kulturschalen oder -flaschen (Becton-Dickinson, Heidelberg) kultiviert.

PC3

Menschliche Prostatakarzinomzellinie; PC3-Zellen und alle durch stabile Transfektion
erhaltenen PC3-Zellklone wurden in RPMI 1640-Medium mit 10 % FCS kultiviert.
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Primdre Zellen

VHF 73

Menschliche primére Genitalhautfibroblasten mit Wildtyp-Androgenrezeptor (erhalten von H.
Klocker, Abteilung fiir Urologie der Universititsklinik Innsbruck); VHF 73-Zellen wurden in
DMEM mit 10 % FCS kultiviert.

PM 58

primére glatte Muskelzellen der Prostata eines befundfreien Mannes (erhalten von H. Klocker,
Abteilung fiir Urologie der Universititsklinik Innsbruck); PM 58 wurden in DMEM mit 10 %
FCS kultiviert.

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

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

Konzentrationen sind als Endkonzentrationen zu verstehen.

2.6 Aligemeine Methoden zur Behandlung von Nukleinsiduren

Extraktion von Nukleinsiduren

Zur Reinigung einer wéssrigen Nukleinsdurelosung von Proteinen wurden zur Losung
(Mindestvolumen von 100 ul ) dieselben Volumina Phenol (gesittigt mit 100 mM Tris-HC1 pH
7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) und Chloroform (als Gemisch Chloroform/Isoamylalkohol
24:1) gegeben und gut gemischt. Zur Trennung der Phasen wurde kurz zentrifugiert (10.000 g,
5 min). Proteine sammeln sich zwischen den beiden sich ausbildenden Phasen. Die wissrige
Oberphase wurde abgenommen und nochmals mit dem gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) gemischt und abzentrifugiert, um das Phenol vollstindig zu
entfernen. Die so gereinigte nukleinsdurehaltige Oberphase wurde dann zur weiteren

Verwendung abgenommen.

Fillung von Nukleinsiuren

Um Nukleinsiduren aus einer wissrigen Losung zu prézipitieren, wurde die Losung mit 1/10
Volumen 3 M NaAcetat, pH 4,8 auf eine Endkonzentration von 0,3 M gebracht, mit dem 2,5-
fachen Volumen Ethanol versetzt und gut gemischt. Die Fillung erfolgte fiir 30 min bei -80°C
oder fiir 2 h oder lidnger bei -20°C. AnschlieBend wurde das Prézipitat 15 min bei 10.000 g
zentrifugiert, mit kaltem 80 % Ethanol gewaschen, nochmals fiir 5 min zentrifugiert und im
Vakuum (SpeedVac Evaporator, Savant, Farmingdale) getrocknet.

Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Zur Konzentrationsbestimmung einer wissrigen Nukleinséurelosung wurde ihre Extinktion bei
einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm in einem Spektralphotometer (Spekol UV/VIS, Carl
Zeiss, Jena) gemessen. Eine Extinktion bei 260 nm von 1 entspricht 50 mg/ml doppelstrangiger
DNA oder 40 pg/ml RNA.

Die Extinktion bei 280 nm zeigt Verunreinigungen durch Proteine an. Der Quotient aus Eogo
und Ejgp sollte im Idealfall bei DNA etwa 1,8 und bei RNA etwa 2 betragen, sonst ist eine

weitere Reinigung der Nukleinsduren notig.
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2.7 DNA-Klonierungstechniken

Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen

Eine Enzymeinheit U ist definiert als die Menge Enzym, die 1 g DNA des Phagen Lambda (1)
in einer Stunde vollstidndig verdaut. Fiir analytische und préiparative Zwecke wurde DNA mit 2-
5 Einheiten Restriktionsenzym pro ig DNA verdaut. Die Inkubation erfolgte fiir 3 h bis iiber
Nacht in Gegenwart der vom Hersteller angegebenen Puffer- und Temperaturbedingungen (in
der Regel 37°C). Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens das zehnfache des Volumens
der zugesetzten Enzym/Glycerinlosung. Bei einem Doppelverdau wurden Enzyme mit gleichem
Pufferanspruch gemeinsam zugegeben, andernfalls wurde zuerst der Verdau mit dem Enzym
niedriger Ionenstirke durchgefiihrt und nach Phenol/Chloroform-Extraktion und EtOH-Féllung
das zweite Enzym mit entsprechendem Puffer hoherer Ionenstédrke zupipettiert. Bei Plasmid
DNA aus Miniprdparationen, die mit RNA verunreinigt war, wurde der Reaktion 0,5 pg/ul
RNAse A zugesetzt.

Zur Groflenbestimmung und Reinigung der Fragmente wurde die DNA anschlielend in einem

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung und Groenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarosegelen mit
einer Agarosekonzentration zwischen 0,8 bis 2 % (w/v) (je nach Groe der DNA-Fragmente).
Hierzu wurde die entsprechende Menge Agarose mit 1x TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 2 mM
EDTA, pH 8,5) versetzt und erhitzt, bis sich die Agarose 16ste. Nach Abkiihlen der Agarose auf
ca. 60°C und Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,4 pg/ml) wurde das Gel in eine
horizontale Kammer gegossen. Dabei wurden mit Hilfe eines Kammes Taschen fiir das
Auftragen der Proben ausgespart. Das ausgehirtete Gel wurde mit 1x TAE-Puffer tliberschichtet
und die mit DNA-Probenpuffer (10 mM EDTA pH 8,0, 10 % Glycerin, 0,1 % (w/v) SDS,
0,02 % (w/v) Bromphenolblau) versetzten Proben in die Taschen pipettiert. Um die GroBe der
DNA-Fragmente bestimmen zu ,Lkonnen, wurde gleichzeitig ein geeigneter DNA-
Fragmentlédngenstandard (BstEIl, HindIIl oder HindIII/EcoRI gespaltene IDNA) mit auf das
Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 80-100 V. Danach konnten die Nukleinséure-
Fragmente durch Fluoreszenz unter einem UV-Transilluminator (IL-350M, Bachofer,
Reutlingen) sichtbar gemacht und photographiert werden.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Bande eines zu isolierenden DNA-Fragments wurde auf dem Agarosegel unter UV-
Durchlicht lokalisiert und mit einem Skalpell ein Schnitt direkt unter die Bande gefiihrt. In
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diesen Schnitt wurde ein Stiick DEAE-Membran eingesetzt. Bei der weiteren Elektrophorese
wurde das DNA-Fragment vollstdndig an die Membran gebunden. Zur Elution der DNA wurde
die Membran zerkleinert, in 400 ul DEAE-Elutionspuffer (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA, 1
M NaCl) fiir 30 bis 60 min bei 65°C inkubiert und gut gemischt. AnschlieBend wurden die
Membranstiicke entfernt, eine Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefithrt und das DNA-
Fragment zur weiteren Verwendung mit Ethanol gefillt.

Alternativ zur Elution iiber eine DEAE-Membran erfolgte die DNA-Isolierung aus einem
Agarosegel mit Hilfe des Easy Pure Kits der Firma Biozym GmbH. Hess. Oldendorf nach den
Angaben des Herstellers.

Priparation von Vektoren fiir die Subklonierung

5-10 pg der Vektor-DNA wurden mit einem entsprechenden Restriktionsenzym verdaut. und
durch Isolierung aus einem Agarosegel gereinigt. Der Ansatz wurde daraufhin fiir 5 min auf
65°C erhitzt, um eine "Streckung" der DNA-Féden zu erzielen, welche die DNA-Enden fiir die
anschliefende Dephosphorylierung zuginglicher macht.

Dephosphorylieren von 5'DNA-Uberhiingen mit CIP (Alkalische Phosphatase
aus Kilberdarm)

Fiir die 5’ Dephosphorylierung von linearisierter, gelgereinigter DNA wurde eine Phosphatase-
Behandlung durchgefiihrt. Die DNA wurde mit 2U alkalische Phosphatase (CIP, Boehringer,
Mannheim) in 1 x CIP-Puffer (100 mM Glycin pH 10,5, 1 mM MgCly, 0,1 mM ZnClp) in
einem Volumen von 50 pl eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 60 min bei 37°C, wobei nach
30 min noch einmal dieselbe Menge Enzym zugegeben wurde. Die Reaktion wurde abgestoppt
durch Zugabe von 1/10 Volumen 10x STE (1M NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM
EDTA) und 2,5 % 20 % (w/v) SDS und 20-miniitige Inkubation bei 75°C. Die
dephosphorylierte DNA wurde danach durch Elution aus einem Agarosegel gereinigt.

Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in einem &quimolaren Verhéltnis zusammengegeben
und mit 3 U T4-DNA-Ligase in 20 pl 1x Ligasepuffer (50 mM Tris pH 7,4, 10 mM MgCl,, 10
mM DTT, 1 mM Spermidin, 1 mM ATP) tiber Nacht bei 15°C inkubiert. Zur weiteren Analyse

wurden 10 pl des Ligationsansatzes in kompetente Bakterien transformiert.
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Priparation von kompetenten Bakterien fiir die Transformation
(nach Hanahan, 1986)

100 ml SOB-Medium (2 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5
mM KCl, 10mM MgCl, 10 mM MgSO4) wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur von E. coli
DHS50 angeimpft und solange bei 37°C geschiittelt, bis die optische Dichte bei 560 nm etwa 0,3
- 0,35 betrug. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde die Bakterienkultur fiir 10 min bei 2000 g
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde auf Eis
vorsichtig in 20 ml kaltem STB (100 mM KCI, 45 mM MnCl,, 10 mM CaCl;, 3 mM
HACoCl3, 10 mM K-Mes pH 6,3, 15 % Glycerin) resuspendiert und weitere 20 min auf Eis
stehengelassen. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 2000 g und 4°C wurden die Bakterien
vorsichtig in 4 ml kaltem STB resuspendiert. Die nun kompetenten Bakterien wurden entweder
direkt transformiert oder in 200 pl Aliquots bei -80°C eingefroren.

Transformation von Bakterien (nach Hanahan, 1986)

Zu 200 pl kompetenten Bakterien wurden auf Eis 10 pl eines Ligationsansatzes oder 10 ng
Plasmid-DNA gegeben und der Ansatz 1 h auf Eis inkubiert. Nach 90 sec Hitzeschock bei 42°C
und mindestens 1 min auf Eis wurden 3 ml SOC-Medium (2 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 %
(w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10mM MgCl, 10 mM MgSO4, 20 mM
Glucose) zugegeben und 1 h bei 37°C geschiittelt. Danach wurden die Bakterien fiir 3 min bei
1000 g zentrifugiert und das Sediment in 200 pl SOC-Medium resuspendiert. Diese Suspension
wurde auf Selektivagarplatten (1,5 % (w/v) Bacto-Agar in LB-Medium* mit 100 pg/ml
Ampicillin) ausgestrichen und iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Bakterien mit
rekombinierter DNA wurden durch Restriktionsanalyse der in kleinem Mafstab priparierten
Plasmid-DNA identifiziert.

*LB-Medium: 1 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl

2.8 Priiparation von rekombinanter Plasmid-DNA aus
transformierten Bakterien

Plasmid-DNA-Priiparation in kleinem MaBstab (''Miniprip'')

Eine Bakterienkolonie mit dem entsprechenden Plasmid wurde in 2 ml Selektionsmedium (1 %
(w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl, 100 pg/ml Ampicillin) iiber
Nacht bei 37°C geschiittelt. Von dieser Bakterienkultur wurde 1ml abgenommen, 5 min bei
5000 g zentrifugiert und das Bakterienpellet in 100 pl Losung A (50 mM Glucose, 25 mM Tris
pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert. Nach Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur wurden
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200 pl Losung B (0.2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS) zugegeben, vorsichtig gemischt und 10 min
auf Eis inkubiert. Danach wurde 150 pl 3 M NaAcetat, pH 4,8 zugesetzt und nochmals 30 min
auf Eis inkubiert. Durch anschlieBende Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 g wurden die
Zellfragmente und die chromosomale DNA abgetrennt. Der Uberstand wurde
Phenol/Chloroform-extrahiert. Die in der wélrigen Phase enthaltene Plasmid-DNA wurde
schlieflich mit Ethanol prizipitiert. Das Prézipitat wurde mit 80 % Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 40 pl Wasser aufgenommen. Zur Analyse der Plasmid-DNA wurden davon

10 pl in einem Restriktionsverdau verwendet.

Plasmid-DNA-Priparation in grofem MaBstab ("'Maxiprip')

Die Plasmidpréparation erfolgte durch Ionenaustauscher-Séulenchromatographie mit Quiagen-
tip 500-Sdulen. 200 ml einer iiber Nacht in Selektionsmedium (1 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5
% (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl, 100 pg/ml Ampicillin) inkubierten Bakterienkultur mit
dem entsprechenden Plasmid wurden 10 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 10 ml Puffer 1 (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA pH 8,0, 100 pg/ml
RNAse A) resuspendiert und anschliefend 10 ml Puffer 2 (200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS)
zugegeben. Die Suspension wurde durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Nach 5 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden 10 ml 2,55 M KAc, pH 4,8 zugegeben und
anschlieBend 30 min bei 16.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine mit
Puffer QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15 % Ethanol, 0,15 % Triton X-100)
dquilibrierte Quiagen-tip-500-Sédule gegeben, wobei die DNA an die Sdulenmatrix bindet. Nach
Durchflu dieses Uberstandes wurde die Saule mit 30 mi Puffer QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS
pH 7,0, 15 % Ethanol) gewaschen und die DNA mit 15 ml Puffer QF (1,25 M NaCl, 50 mM
MOPS pH 8,2, 15 % Ethanol) eluiert. Durch Zugabe von 12 ml Isopropanol wurde die DNA
prézipitiert und durch Zentrifugation fiir 30 min bei 16.000 g und 4°C pelletiert. Nach Waschen
des Pellets mit 80 % Ethanol und Trocknen an der Luft wurde die DNA in Wasser oder TE-
Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) gelost und die Konzentration bestimmt. Die so
priparierte Plasmid-DNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

2.9 Sequenzierung von DNA und Auftrennung der
Reaktionsprodukte

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

Die Sequenzierung doppelstringiger DNA erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode
nach Sanger et al., 1977 mit Hilfe eines Sequenase-Kit (USB, Cleveland, Ohio, USA).
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Zur Denaturierung wurden 10 pg Plasmid-DNA mit 0,2 N NaOH und 0,2 mM EDTA in einem
Volumen von 20 pl bei Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA mit
2 ul 2 M NHgy-Acetat (pH 4,8) neutralisiert und mit 60 pl Ethanol bei -80°C 10 min gefillt.
Nach der Fillung wurde die DNA fiir 10 min bei 10.000 g abzentrifugiert, das Pellet mit 80 %
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 7 pl HpO gelst.

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

*Zusammensetzung der Terminationsmischungen:

ddG-Mix: jeweils 80 uM dGTP, dATP, dCTP und dTTP, 50 mM NaCl, 8 uM ddGTP
ddA-Mix: jeweils 80 uM dGTP, dATP, dCTP und dTTP, 50 mM NaCl, 8 uM ddATP
ddT-Mix: jeweils 80 uM dGTP, dATP, dCTP und dTTP, 50 mM NaCl, 8 uM ddTTP

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

Auftrennung der Sequenzierreaktionen durch denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Zur Analyse wurden die Reaktionsprodukte aus der Sequenzierung in einem denaturierenden 6
% Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gellosung bestand aus 6 % Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung (30/0,8) und 8 M Harnstoff in 1x TBE (90 mM Tris pH 8,3, 90 mM Borséaure, 2,5
mM EDTA pH 8,0). 40 ml dieser Losung wurden zur Polymerisation mit 300 pl 10 % (w/v)
APS und 30 pl TEMED versetzt und zwischen zwei Glasplatten (20x40 cm) mit 0,15 mm
dicken Abstandhaltern gegossen. Nach Einsetzten eines geeigneten Kammes zum Aussparen
der Probentaschen und Auspolymerisieren des Gels wurde das Gel in eine vertikale
Laufapparatur eingespannt. Als Laufpuffer diente 1x TBE. Um optimale denaturierende
Bedingungen (d.h. Temperaturen um 50°C) im Gel zu erreichen, lieB man das Gel vor dem
Auftragen der Proben 30 min bei 1.500 V vorlaufen. Je 3 ul der Proben aus der
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Sequenzierreaktion wurden 3 min bei 95°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und dann in die Taschen
des Gels pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 1.500 V fiir 1,5 bis 4 h, abhingig von der
gewiinschten Sequenzinformation. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die
Glasplatten getrennt, das Gel auf Whatman 3MM Papier aufgezogen und auf einem Geltrockner
(Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen) getrocknet. Das Gel wurde dann iiber Nacht bei -
80°C einem Rontgenfilm exponiert.

2.10 Radioaktive Markierung und Reinigung von Sonden fiir
RNA-Hybridisierungen

Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten fiir Hybridisierungen wurde nach einer
Methode von Feinberg und Vogelstein, 1983 mit Hilfe des "rediprime-Kit" der Firma
Amersham-Buchler, Braunschweig durchgefiihrt. Hierzu wurden 25 ng DNA-Fragment einem
Volumen von 45 pl durch 5-miniitiges Erhitzen auf 95°C und anschliefende S-miniitige
Inkubation bei 0°C denaturiert. Danach wurde der Ansatz in ein rediprime-Rohrchen gegeben.
Dieses enthilt ein Lyophylisat aus den notwendigen dNTPs, DNA-Polymerase, kurzen DNA-
Stiicken zufdlliger Sequenz, welche als Primer fiir die Polymerisation dienen, und
Reaktionspuffer. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 5 pl [a-32P] dCTP (3000 Ci/mM, 10
mCi/ml) und 10 min Inkubation bei 37°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1,5 ul 0,5M
EDTA gestoppt.

Reinigung von radioaktiv markierten DNA-Fragmenten durch Gelfiltration

Die Reinigung des markierten Fragments von nicht-inkorporierten Nucleotiden erfolgte durch
Gelfiltration iiber eine Sephadex G50-S4ule. Hierzu wurde ein Eppendorf-Reaktionsgefi$, das
etwas Quarzsand enthielt und in dessen Boden sich ein kleines Loch befand, mit Sephadex G50
in TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) bepackt und kurz bei 2000 g zentrifugiert. Dann
wurden auf die Saule 30 l zerkleinerte denaturierte Lachsspermien-DNA (1 mg/ml) gegeben, 3
min bei 2000 g zentrifugiert, mit TE gewaschen und nochmals zentrifugiert. Der Durchflufl
dieser Zentrifugationen wurde jeweils verworfen. Die Séule wurde dann mit der radioaktiven
DNA beladen und wiederum 3 min bei 2000 g zentrifugiert. Freie Radionuklide verbleiben
dabei in der Gelmatrix, das markierte DNA-Fragment befindet sich im Durchflu8. Bevor das
markierte Fragment als Sonde in einer Hybridisierung eingesetzt wurde, wurde sein
Radioaktivitét in einem Szintillationszéhler (Kontron Analytical, Schweiz) bestimmt.
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2.11 Allgemeine Methoden zur Behandlung von Proteinen

Proteinbestimmung (Lowry et al.,, 1951)

Die Bestimmung der Proteinmenge in Zellextrakten erfolgte nach der Methode von Lowry et al.
(1951). Fiir das Erstellen einer Eichkurve wurden 0, 10, 20, 30, 40, und 50 pl einer BSA-
Stammlosung (1 mg/ml) mit Lowry-Reagenz I (2 % (w/v) NapCO3, 0,1 M NaOH) auf 500 pl
aufgefiillt. Von den Proteinextrakten wurden je 5 pl mit 495 pl Lowry-Reagenz I gemischt.
Nach Zugabe von 1 ml Lowry-Reagenz IV (100 Volumen Lowry-Reagenz I, 1 Volumen 2 %
(w/v) Na-K-Tartrat, 1 Volumen 1 % (w/v) CuSO4) wurden die Proben 5 min bei
Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurden unter sofortigem Mischen 100 pl 50 % Folin-
Losung zugegeben. Nach 3 min Inkubation bei 37°C im Dunkeln wurden jeweils 300 pl der
Proben in eine Mikrotiterplatte pipettiert und die Extinktion bei 600 nm gegen einen Leerwert
ohne Protein gemessen (Multiscan Plus MK II, Labsystems, Finnland). Anhand der Eichkurve
wurde dann die Proteinmenge in den Proben bestimmt.

Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen iiber SDS-Polyacrylamidgele
(Laemmli, 1970)

Polyacrylamidgele zur Auftrennung von Proteinen bestanden aus einem 10-15 % Trenngel und
einem 5 % Sammelgel und wurden zwischen zwei durch Kunststoff-Abstandhalter voneinander
getrennte Glasplatten vertikal gegossen. Die Glasplatten wurden vor dem GieBlen rundherum
mit Agarose abgedichtet. Fiir eine 10%,.12 % oder 15 % Trenngellosung wurden 375 mM
Tris-HCI pH 8,8, 0,1 % (w/v) SDS und 10%, 12 % oder 15 % Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung (30/0,8) durch Zugabe von 0,1 % (w/v) APS und 0,05 % TEMED polymerisiert. Das
Gel wurde bis zu einer Hohe von ca. 3 cm unterhalb des oberen Randes gegossen. Bis zum
Auspolymerisieren des Trenngels wurde es mit Isopropanol iberschichtet. Fir die 5 %
Sammelgellosung wurden 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS und 5 %
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30/0,8) mit 0,1 % (w/v) APS und 0,1 % TEMED versetzt.
Das Sammelgel wurde (nach Entfernen des Isopropanols) auf das Trenngel gegossen und ein
geeigneter Kamm zum Aussparen der Probentaschen eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren
des Sammelgels wurde das Gel in eine vertikale Laufapparatur eingespannt. Die
aufzutrennenden Proteinproben wurden in Laemmli-Probenpuffer (80 mM Tris pH 6,8, 2 %
(w/v) SDS, 10 % Glycerin, 2 % B-Mercaptoethanol, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen, fiir 10 min bei 95°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und in die vom Kamm
ausgesparten Taschen pipettiert. Um das Molekulargewicht der Proteine bestimmen zu kénnen,
wurde gleichzeitig ein geeigneter Molekulargewichts-Standard (Sigma Chemie GmbH,
Deisenhofen) mit vorgefiirbteh Proteinen mit auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
in Laemmli-Laufpuffer (25 mM Tris pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) bei 20 mA bis
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die Proben das Trenngel erreicht hatten, und dann bei 30 mA bis die Bromphenolblau-Bande
den unteren Rand des Gels erreicht hatte.

Wurden 335S-Methionin markierte Proteine aufgetrennt, so wurde das Gel (nach entsprechender
Vorbehandlung) auf Whatman 3MM Papier aufgezogen und auf einem Geltrockner (Bio Rad
Laboratories GmbH, Miinchen) getrocknet. Das Gel wurde dann iiber Nacht bei -80°C einem
Rontgenfilm exponiert. Ansonsten wurden nach der Elektrophorese die Proteine im Gel
entweder mit Coomassie-Brillantblau angefirbt oder auf eine PVDF-Membran iibertragen (siche
2.18).

Coomassie-Firbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Durch Coomassie-Brillantblau-Firbung wurden Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen sichtbar
gemacht. Dazu wurde das Gel 15 min in Firbelosung (0,2 % (w/v) Coomassie-Brillantblau, 50
% Methanol und 7,5 % Essigsiure) geschiittelt. Die Entfirbung erfolgte in 50 % Methanol und
7,5 % Essigsdure fiir mehrere Stunden, bis die Proteinbanden sichtbar wurden. Anschlieend
wurde das Gel auf Whatman 3MM Papier auf einem Geltrockner (Bio Rad Laboratories GmbH,
Miinchen) getrocknet.

2.12 Zellkultur

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

Passagieren von Zellen

Bei allen verwendeten Zellinien handelte es sich um adhérent wachsende Zellen. Diese Zellen
wurden vor Erreichen der Konfluenz von der Kulturschale abgelost und mit geringerer Dichte
wieder ausgesédt. Hierzu wurden alle Losungen auf 37°C vorgewidrmt. Das Medium wurde
abgesaugt, die Schale mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,,
5 mM NapHPOy4, 1,5 mM KHyPO4) gewaschen und 0,25 % Trypsinlosung (0,1 ml/cm
Kulturschale) auf die Zellen gegeben. Bis die Zellen sich von der Zellkulturschale abldsten
wurde die Schale bei 37°C in den Brutschrank gestellt (1-5 min). Dann wurden die Zellen mit

frischem Medium abgespiilt, resuspendiert und in der jeweils gewiinschten Verdiinnung auf
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neue Kulturschalen verteilt. Fiir ein Experiment wurde die Zellzahl mit einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt und die gewiinschte Anzahl an Zellen ausgesiit.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurde eine Zellsuspension logarithmisch wachsender Zellen 3 min bei 500 g
zentrifugiert und das Pellet in 3 ml Einfriermedium (Kulturmedium mit 10 % DMSO)
resuspendiert. Je 1 ml wurde in ein Einfrierrhrchen gegeben und mindestens 1 h auf Eis
gestellt. Zum Aufbewahren wurden die Zellen zunichst bei -80°C eingefroren und spétestens
nach einer Woche in fliissigen Stickstoff (-196°C) tiberfiihrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen direkt aus dem fliissigen Stickstoff in ein 37°C Wasserbad
gestellt. Sobald die Zellen aufgetaut waren, wurden sie in 10 ml warmem Kulturmedium
aufgenommen, zentrifugiert ( 3 min, 500 g) und zur Kultivierung in eine Zellkulturschale mit

Medium gegeben.

Herstellung von CCS (charcoal calf serum, nach Westley und Rochefort, 1980)

Mit dieser Methode wurde fétales Rinderserum (fetal calf serum, FCS) iliber Aktivkohle
gereinigt, um im Serum noch vorhandene Hormone zu entfernen. Bei Experimenten mit
Hormonbehandlung der Zellen wurde dann CCS an Stelle von FCS im Kulturmedium
verwendet. Hierzu wurden 50 ml dextrangebundene Aktivkohle (25 g Aktivkohle, 2,5 g
Dextran, 0,01 M Tris-HCI pH 7,4 pro Liter H>O) fiir 10 min bei 10.000 g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Zu diesem Aktivkohlepellet wurde dann 250 ml FCS gegeben,
resuspendiert und die Losung 30 min im 56°C Wasserbad geschiittelt. Nach Zentrifugation fiir
20 min bei 10.000 g wurde diese Behandlung mit dem Uberstand der Zentrifugation nochmals
wiederholt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 30 min bei 10.000 g wurde das nun von
Hormonen gereinigte Serum sterilfiltriert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C

eingefroren.

2.13 Messung der freien cytosolischen Calciumkonzentration

Vorbehandlung der Zellen

Jeweils 10 Zellen pro Kammer wurden auf 8-Kammer Glasobjekttriiger (Nunc, Wiesbaden)
ausplattiert und fiir 3 Tage in RPMI mit 3 % CCS inkubiert. Einen Tag vor der
Farbstoffbeladung der Zellen wurde das Medium durch RPMI ohne Phenolrot mit 0,5 CCS
ersetzt.
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Beladen der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3

Der fluoreszierende Farbstoff Fluo-3 ist ein Fluoreszinderivat mit maximaler Anregung bei 490
nm, dessen Fluoreszenz nach Bindung von Calcium auf das 40fache ansteigt. Dem
Fluoreszenzfarbstoff wurde Pluronsdure (0,5 % v/v) zugesetzt, ein anionisches Detergenz,
welches die Aufnahme in die Zellen erleichtert. Der Farbstoff wird als Acetomethylester
verwendet und kann durch seinen lipophilen Charakter ohne Permeabilisierung in die Zellen
eindringen. In der Zell wird der Ester hydrolysiert und verliert dadurch seine lipophilen
eigenschaften. Der Farbstoff kann deshalb nicht mehr durch die Cytoplasmamembran
diffundieren und verbleibt in der Zelle.

Die Beladung der Zellen mit Fluo-3 (2 uM) erfolgte in serumfreiem RPMI ohne Phenolrot, pH
7,3, welchem 10 mM HEPES, 4 mM NaHCO,, 2 mM CaCl, (Beladungsmedium) zugesetzt
wurden fiir 45 min unter standigem Schiitteln bei 37 °C. Die Zellen wurden zweimal mit dem
Beladungsmedium gewaschen und frisches Medium zugegeben. Bis zur Analyse am
Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen bei Raumtemperatur im Dunkeln aufbewahrt.

Analyse der Induktorwirkung und Verarbeitung des Fluoreszenzsignals

Die Zellen auf den Objekttrigern wurden direkt am Olimmersionsmikroskop (DMIL, Leica,
Stuttgart, Objektiv/Okular 100/1,3) mit 0,1 nM DHT (bzw. 10 mM Ionophor oder 0,1 %
Ethanol) behandelt und die Verdnderung der Calciumkonzentration als Fluoreszenzsignal mit
einer automatischen Kamera (Kappa, Gleichen) wihrend eines Gesamtzeitraums von 60 sec alle
5 sec aufgenommen. Um die Unterschiede in der Fluoreszenzstéirke zu verdeutlichen, wurden

die Aufnahmen in Falschfarbenbilder umgewandelt.

2.14 Transiente Transfektionen

Calciumphosphat-Coprizipitationsmethode (nach Graham und van der Eb, 1973)

Diese Methode wurde verwendet, um CV-1-, Cos-7- und PC3-Zellen zu transfizieren. PC3-
Zellen wurden zwei Tage vor der Transfektion in RPMI mit 3 % CCS kultiviert, CV-1- und
Cos-7-Zellen in DMEM mit 3 % CCS. Je nach Experiment wurden 5x105 bis 1,5x106 Zellen
pro 9 cm Kulturschale einen Tag vor der Transfektion in DMEM mit 3 % CCS ausgesit. Fiir
die Herstellung des Prizipitats wurden alle Losungen (auBler der DNA) auf 37°C vorgewirmt.
Falls nicht anders vermerkt, wurden jeweils 10 pg Plasmid-DNA pro Kulturschale transfiziert.
Die Prazipitatbildung wurde in einem Volumen von 500 pl pro Kulturschale durchgefiihrt.
Hierzu wurde die DNA zunéchst in HpO gegeben (H2O-Volumen: 250 pl abziiglich der
Volumina der DNA- und der CaCly-Lésung). Dann wurden 250 pl 2 x HBS (274 mM NaCl,
10 mM CaCly, 1,4 mM Na;HPOy4, 1 mM D-Glucose, 40 mM HEPES, pH 7,05) zugegeben
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und die Losung gut gemischt. Unter Schiitteln wurden dann 25 pl 2,5 M CaCl, zugetropft und
das Prizipitat flir 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Das Prazipitat (500 pl) wurde
dann zu 8 ml Medium einer Kulturschale zugetropft und in der Regel 5 bis 6 h auf den Zellen
belassen. Danach wurde das Medium abgesaugt, die Zellen fiir 2 min mit 4 ml 15 % Glycerin in
PBS geschockt, zweimal mit 10 ml PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCls, 0,6
mM MgClp, 5 mM NagHPOy4, 1,5 mM KH,PO4) gewaschen und 8 ml frisches Medium mit 3
% CCS zugegeben. Die weitere Behandlung der Zellen bis zur Ernte erfolgte im Einzelnen wie

im Ergebnisteil angegeben.

Elektroporation fiir den Androgenrezeptor-Immunnachweis (Eul et al., 1989)

Jeweils 2 x100 Cos7-Zellen pro Ansatz wurden am Vorabend der Transfektion ausgesit. Fiir
die Elektroporation wurden die Zellen trypsiniert, in Medium aufgenommen, bei 400 g
zentrifugiert und in 1 x HBS fiir Elektroporation (20 mM HEPES, 154 mM NaCl, 5 mM KCl,
0,7 mM NapHPO4, 6 mM Glucose, pH 7,1) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die Zellen in 200 pl 1 x HBS pro Ansatz aufgenommen, in 0,2 cm Elektroporationskiivetten mit
je 15 pg der Expressionsvektoren von Wildtyp-AR und AR R617P versetzt und etwa 5 min auf
Eis stehen gelassen. Die Elektroporation erfolgte mit einem Genepulser-Apparat (Bio Rad
Laboratories GmbH, Miinchen) bei 200 Volt und 500 pUF. Nach weiteren 5 min auf Eis wurden
die Zellen in frischem DMEM-Kulturmedium aufgenommen, in 5 cm Petrischalen, welche
Deckglischen fiir die Mikroskopie enthielten, verteilt.

2.15 Stabile Transfektionen

Die Transfektion der PC3-Zellen wurde nach dem Protokoll der Calciumphosphat-
Coprizipitation (siehe 2.13) durchgefiihrt. 24 h nach dem Glycerolschock wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen. Die Selektion der Zellklone, welche stabil das transfizierte
Konstrukt aufgenommen hatten, erfolgte 2 Tage spiter durch Zugabe von 600 ng/ml G418 ins
Medium. Die G418-resistenten Zellklone wurden vereinzelt und in frisches Selektionsmedium
aufgenommen. Durch Western blot-Analyse (Kapitel 2.19) oder durch transiente Transfektion
mit einem geeigenten Reporterplasmid (Kapitel 2.14) wurden die Zellklone auf die Expression
des gewlinschten Proteins untersucht. Das G418-Selektionsmedium wurde fiir die gesamte
Kultivierungsdauer der Zellklone beibehalten.
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2.16 Analyse der Genexpression durch den Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT)-Aktivititstest (Gorman et al., 1982)

Priaparation von Proteinextrakten fiir CAT-Analysen

Die transient mit einem CAT-Reportergen cotransfizierten Zellen einer 9 cm Kulturschale
wurden ca. 40 h nach der Transfektion zweimal mit je 8 ml PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
0,7 mM CaCly, 0,6 mM MgCly, S mM NayHPO4, 1,5 mM KH;PO4) gewaschen, in 1 ml PBS
mit einem Gummischaber abgeschabt und in ein Reaktionsgefdl} tiberfiihrt. Die Zellsuspension
wurde fiir 5 min bei 4000 g zentrifugiert und das Zellpellet in 100 pl 250 mM Tris pH 7,8
resuspendiert. Das Aufbrechen der Zellen erfolgte durch fiinfmaliges Schockgefrieren im
Ethanol/Trockeneisbad und anschlieBendes Wiederauftauen im 37°C Wasserbad. Die
Zelltriimmer wurden fiir 5 min bei 10.000 g zentrifugiert und der proteinhaltige Uberstand nach
Bestimmung der Proteinmenge (siehe 2.12) direkt fiir den Enzymtest verwendet oder bei -80°C

aufbewahrt.

CAT-Aktivitiatstest

Zur Bestimmung der CAT-Enzymaktivitit wurde von allen Proben die gleiche Proteinmenge
(100 pg) in die Reaktion eingesetzt. Die entsprechende Menge an Proteinextrakt wurde mit 250
mM Tris, pH 7,8 auf 180 pl aufgefiillt. Nach Zugabe von 2 ul 14C-Chloramphenicol (Substrat)
und 20 pl 4 mM Acetyl-Coenzym A (Acetylgruppen-Donor) wurde gut gemischt und die
Reaktion fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 1 ml
Ethylacetat abgestoppt. Durch starkes Mischen wurden das Chloramphenicol und seine
acetylierten Produkte aus der wissrigen Phase extrahiert. Die Phasen wurden durch
Zentrifugieren fiir 3 min bei 10.000 g getrennt und die Oberphase in ein neues Reaktionsgefaf3
tiberfiihrt, um das Ethylacetat im Vakuum (SpeedVac Evaporator, Savant, Farmingdale)
einzutrocknen. Das sedimentierte Chloramphenicol wurde in 15 ul Ethylacetat wieder
resuspendiert und tropfchenweise punktformig auf eine Kieselgel-DC-Platte aufgetragen. Die
chromatographische Auftrennung erfolgte in einer Glas-Laufkammer mit Chloroform/Methanol
(9:1) als Laufmittel fiir ca. 60 min. Nach Trocknen der DC-Platte an der Luft wurde diese einem
Rontgenfilm bei Raumtemperatur tiber Nacht exponiert.
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Die Auswertung des CAT-Tests erfolgte iiber die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitit
der Chloramphenicol-Acetyltransferase. Hierzu wurden die bei der Reaktion entstandenen
- verschiedenen Formen des acetylierten und das nicht-acetylierte Chloramphenicol auf der DC-
Platte mit Hilfe eines Phosphoimagers (Phospholmager, Fujix BAS 1000) ausgewertet. Der
Umsatz an Chloramphenicol wurde als Anteil der acetylierten Formen an der Gesamtmenge
eingesetzten Chloramphenicols in % berechnet. Die spezifische Aktivitdt in pmol Umsatz pro
Stunde und g eingesetztes Protein errechnet sich dann nach folgender Formel:

7400 pmol X Umsatz in % / 100 X 2 h X j1g Protein

2.17 Analyse der Genexpression durch den Luciferaseaktivititstest
(nach de Wet et al., 1987)

Priaparation von Proteinextrakten fiir Luciferase-Analysen

Die transient mit einem Luciferase-Reportergen cotransfizierten Zellen einer 9 cm Kulturschale
wurden nach ihrer Behandlung mit Induktoren zweimal mit PBS ohne Kalzium und Magnesium
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 5 mM NapHPOy4, 1,5 mM KH;PO4) gewaschen, 400 pl
eiskalter Lysispuffer (0,1 M Tris-Acetat pH 7,5, 2 mM EDTA, 1 % Triton X-100) zugegeben
und die Schalen fiir 15 min unter gelegentlichem Schwenken bei 4°C inkubiert. Dann wurden
die Zellen im Lysispuffer mit einem Gummischaber auf Eis abgeschabt und in ein gekiihltes
Reaktionsgefidl iiberfiihrt. Nach starkem Mischen wurde das Zellysat zum Abtrennen der
Zelltriimmer 10 min bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde in
ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt, seine Proteinkonzentration bestimmt (siehe 2.11) und
direkt fiir den Enzymtest verwendet.

Luciferaseaktivititstest

Zur Bestimmung der Luciferase-Enzymaktivitdt wurde von allen Proben die gleiche
Proteinmenge (200 |ig) in die Reaktion eingesetzt. Hierzu wurde pro Probe die entsprechende
Menge an Proteinextrakt mit 350 pl Reaktionspuffer (25 mM Glycylglycin, 15 mM MgSQyqy, 4
mM EGTA, 2 mM ATP, 1 mM DTT, pH 7,8) und 100 pl Luciferin-Lésung (Substrat) (0,2
mM Luciferin in 25 mM Glycylglycin, 15 mM MgSO4, 4 mM EGTA, pH 7,8) versetzt. Das bei
dieser Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin freigesetzte Licht wurde dann fiir 10 sec bei 560
nm in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) gemessen und die relativen
Lichteinheiten (relative light units, RLU) als Maf} der Luciferaseaktivitdt dokumentiert.
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2.18 Analyse von RNA durch Transfer auf Membranen und
Detektion durch radioaktiv markierte = DNA-Fragmente
(Northern blot)

Priparation von poly AT RNA aus Zellen

Zur Priparation von poly AT RNA aus Zellen wurden je 3x10° Zellen auf einer 15 cm
Kulturschale ausgesit, fiir 24 h in ihrem entsprechenden Medium wachsen gelassen und dann
fir 24 h in Medium mit 0,5 % FCS gehungert. Nach Behandlung mit den angegebenen
Induktoren wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM
CaCly, 0,6 mM MgClp, 5 mM NapHPOy, 1,5 mM KH,PO4) gewaschen und in 10 ml sterilem
STE (20 mM Tris pH 7,4, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5 % (w/v) SDS, 300 pg/ml
Proteinase K) abgeschabt, wobei die Zellen lysierten. Die genomische DNA der Zellen wurde
mit Hilfe eines Ultra-Turax™-Homogenisators (Janke u. Kunker GmbH & CoKG, Staufen)
fiir 30 sec geschert und die Suspension fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Nachdem die
Endkonzentration von NaCl auf 0,5 M gebracht wurde, wurde pro Ansatz 100 mg Oligo-dT-
Cellulose 1:1 in HSB (10 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1 % (w/v)
SDS) zugegeben. Unter stindigem Rotieren liber Nacht bei Raumtemperatur konnte die poly
A+ RNA an die Oligo-dT-Cellulose binden. Die Oligo-dT-Cellulose wurde dann durch
wiederholtes Zentrifugieren fiir 2 min bei 1000 g dreimal mit HSB gewaschen. Die Elution der
poly A+ RNA erfolgte danach ebenfalls durch Zentrifugieren dreimal mit 1 ml und einmal mit
0,5 ml HyO. Zur vollstindigen Entfernung der Oligo-dT-Cellulose wurden die 3,5 ml eluierte
poly A+ RNA nochmals fiir 5 min bei 2000 g abzentrifugiert. Die Konzentration der RNA
wurde mit 500 pl des Eluats spektralphotometrisch bestimmt (siehe 2.7). Die verbleibenden 3
ml RNA wurden mit 3 M NaAc pH 4,8 auf eine Endkonzentration von 0,2 M NaAc gebracht
und zusammen mit Hefe-tRNA (1 pg/ml) als Fillungshilfe und dem 2,5 fachen Volumen an
Ethanol iiber Nacht bei -20°C gefillt. Nach der Fillung wurde die RNA bei 10.000 g und 4°C
fiir 30 min zentrifugiert, das Pellet an der Luft getrocknet und in HyO resuspendiert (in der
Regel zu einer Konzentration von 0,5 pg/ul). Die RNA wurde dann bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C aufbewahrt.
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Auftrennung von RNA durch Agarose-Gelelektrophorese

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

Northern blot und Hybridisierung

Der Transfer von aufgetrennter RNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran (Hybond
N+) erfolgte durch Kapillarkrifte. Hierzu wurden in einer Wanne mit 20x SSC (3 M Na(l, 0,3
M Na-Citrat, pH 6,7) drei Lagen Whatman 3MM-Papier (in 20x SSC getrinkt) auf einer
Glasplatte so angeordnet, dal die Enden der Papierlagen in das SSC getaucht waren. Darauf
wurde das Gel gelegt, auf das Gel luftblasenfrei die Nylonmembran und auf diese wiederum
drei gelstiick-grofle Lagen Whatman 3MM-Papier. Diese Anordnung wurde mit einem Stapel
Zellstoff tiberschichtet und mit einem Gewicht beschwert, so dafl durch die Kapillarkrifte die
Fliissigkeit nach oben gesaugt und dadurch die RNA auf die Membran iibertragen wurde. Der
Transfer erfolgte tiber Nacht bei Raumtemperatur.

Nach beendetem Transfer wurde auf der Membran die Position der Probentaschen und der 28s
und 18s ribosomalen RNA markiert. Durch Bestrahlung mit UV-Licht fiir 35 sec in einem
Stratalinker 2400 (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, USA) wurde die RNA kovalent
an die Membran fixiert.

Zur Detektion einer bestimmten messenger RNA wurde die Membran mit einem fiir die mRNA
spezifischen, radioaktiv markierten DNA-Fragment hybridisiert. Hierzu erfolgte zunéchst eine
Vorhybridisierung der Membran fiir 2h im 65°C-Wasserbad in 200 ml Vorhybridisierungs-
Losung (4x SSC, 3,3 % PiPPi*, 1x Denhard’s Losung**, 0,1 % (w/v) SDS). Zur Absiittigung
unspezifischer Bindungsstellen wurde in der zweiten Stunde der Vorhybridisierung zerkleinerte
denaturierte Lachsspermien-DNA zu einer Endkonzentration von 20 pug/ml zugegeben. Fiir die
Hybridisierung wurde die Membran dann luftblasenfrei in einen Plastikbeutel mit
Hybridisierungs-Losung eingeschweilt und {iber Nacht bei 65°C inkubiert. Die
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Hybridisierungs-Losung enthielt in der Regel 3 x 106 cpm/ml der radioaktiv markierten DNA-
Sonde (siehe 2.11) (10 min bei 95°C denaturiert) in 4x SSC, 10 mM EDTA, 0,1 % (w/v) SDS
und 20 pg/ml Lachsspermien-DNA. Zur Entfernung unspezifisch gebundener Radioaktivitét
wurde die Membran nach der Inkubation unter Schiitteln bei 65°C jeweils 30 min in
Waschlosung 1-4*** gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran in Folie eingeschweif3t
und mit einer Verstérkerfolie einem Rontgenfilm bei -80°C exponiert.

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

*PiPPi: 1,5 % NagP>07, 200 mM NaH7PO4, 300 mM NayHPOy4, pH 7,3
**50x Denhard’s-Losung: 1 % Ficoll, 1 % Polyvinylpyrrolidon, 1 % (w/v) BSA
***¥Waschlosung 1: 2 x SSC, 3,3 % PiPPi, 0,1 % (w/v) SDS
Waschlosung 2 und 3: 1x SSC, 3,3 % PiPPj, 0,1 % (w/v) SDS
Waschlosung 4: 0,5x SSC, 3,3 % PiPPi, 0,1 % (w/v) SDS

2.19 Analyse von Proteinen durch Transfer auf Membranen und
Detektion durch spezifische Antikorper (Western blot)

Pridparation und Auftrennung von Proteinextrakten fiir den Western blot

Fir Western blot-Analysen wurden die Zellen auf 5 cm Kulturschalen ausgesit. Die
Kultivierung und Behandlung der Zellen erfolgte wie im einzelnen im Ergebnisteil angegeben.
Nach der Behandlung wurden die Zellen einmal mit eiskaltem PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 0,7 mM CaCly, 0,6 mM MgCl,, 5 mM NayHPO4, 1,5 mM KH,PO4) gewaschen und als
Lysispuffer 400 pl 2 x Laemmli-Probenpuffer (0,16 M Tris pH 6,8, 4 % (w/v) SDS, 20 %
Glycerin, 4 % P-Mercaptoethanol, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau) auf die Zellen gegeben.
Nach Inkubation auf Eis fiir 10 min unter gelegentlichem Schwenken wurde das Zellysat
abgeschabt und in ein gekiihltes ReaktionsgefaB tiberfiihrt. Zum Scheren der DNA wurden die
Proben sonifiziert (Branson Sonifier, G. Heinemann, Schwibisch-Gmiind) und die
Zelltrimmer 5 min bei 10.000 g abzentrifugiert. Zur Analyse dieses Proteinextraktes wurden
ca. 25-50 ul einer Probe (gleiche Proteinkonzentration) in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel
(sieche 2.11) aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde ein Teil des Gels, der nicht auf eine
Membran transferiert werden sollte, mit Coomassie-Blau gefirbt (siehe 2.12) um zu bestitigen,
daB bei unterschiedlichen Proben jeweils gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden. Der das zu

analysierende Protein enthaltende Gelbereich wurde fiir den Western blot verwendet.
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Western blot und Detektion von Proteinen auf Membranen

Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen wurden durch Elektrotransfer mit Hilfe einer Naftransfer-
Kammer (Trans-Blot, Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen) auf eine PVDF-Membran
(Immobilon™-P) iibertragen. Zuvor wurde die Membran ca. 1 min in Methanol aktiviert und
anschlieBend 10 min gewdssert. Mit Hilfe eines Tridgers wurde die Membran dann direkt
zusammen mit dem Gel luftblasenfrei zwischen je drei Lagen Whatman 3MM-Papier feucht in
Transferpuffer (48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 10 % Methanol) zusammengebaut. Der
Tréager wurde dann senkrecht in die mit Transferpuffer gefiillte Kammer eingesetzt, so daf} die
Membran zur Anode hin orientiert war. Der Transfer erfolgte {iber Nacht bei 4°C und 300 mA.
Nach beendetem Transfer wurde die Membran (mit den gebundenen Proteinen) kurz in PBS
(137 mM Na(Cl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgClp, 5 mM NaHPO4, 1,5 mM
KH>PO4) gewaschen und zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 2-16 h bei
Raumtemperatur in PBS mit 10 % (w/v) Magermilchpulver, 0,15 % Tween 20 geschwenkt.
AnschlieBend wurde die Membran kurz in PBS gewaschen, mit dem jeweiligen
Primérantikorper (1:1000 verdiinnt in PBS mit 10 % (w/v) Magermilchpulver, 0,15 % Tween
20) luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweiflit und 2 h bei Raumtemperatur unter
stindigem Rotieren inkubiert. Die Membran wurde dann dreimal fiir 10 min in PBS mit 0,3 %
Tween 20 gewaschen und mit dem Meerrettich-Peroxidase konjugierten Sekundérantikorper
(1:3000 verdiinnt in PBS mit 10 % (w/v) Magermilchpulver, 0,15 % Tween 20) analog zur
ersten Hybridisierung fiir 1 h inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen fiir jeweils 5 min in PBS
mit 0,3 % Tween 20 wurden die spezifisch erkannten Proteinbanden mit Hilfe des an den
Primérantikorper gebundenen Sekundérantikorpers durch Chemolumineszenz sichtbar gemacht.
Sollten die Membranen mit den phospho-spezifischen MAPK-Antikorpern fiir ERK 1 und 2,
p38 oder JNK1 und JNK?2 hybridisiert werden, so wurde als Puffer (auch fiir das Waschen)
TBST (10 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween) verwendet. Das Blockieren der
Membran erfolgte in 5 % Milch in TBST fiir 1 h, der phospho-spezifische primére Antikorper
wurde mit 5 % BSA in TBST 1:1000 verdiinnt und 4 h bis iiber Nacht auf der Membran
belassen. Die Inkubation mit dem sekundéren Antikorper erfolgte in 5 % Milch in TBST.

Die Detektion mittels Chemolumineszenz basiert auf der Oxidation eines Substrates, bei der
Licht freigesetzt wird und die in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid von Meerrettich-
Peroxidase katalysiert wird. Hierzu wurde die Membran mit 3 ml einer frischbereiteten 1:1-
Mischung der ECL Western blot Nachweisreagenzien (Amersham, RPN 2106) beschichtet und
in Folie eingeschlagen. In der Dunkelkammer wurde dann so lange ein Rontgenfilm exponiert,
bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.
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2.20 Immunfluoreszenznachweis des Androgenrezeptorproteins

Zwei Tage nach der Transfektion von Cos-7-Zellen durch Elektroporation (siehe 2.13) wurde
das Kutivierungsmedium gegen DMEM mit 3 % CCS ausgewechselt und die Zellen fiir ca. 16 h
inkubiert. Die Induktion erfolgte fiir vier Stunden mit 100 nM DHT oder 80 % Ethanol.

Fixierung und Immunfluoreszenzfiarbung der Zellen

Nach einmaligem Waschen mit PBS (fiir dieses Experiment wurde stets PBS ohne
Calcium/Magnesium verwendet) wurden die Zellen durch Inkubation mit 3 % Paraformaldehyd
in wissriger Losung fiir 15 min fixiert. AnschlieBend wurde die Fixierlosung abgesaugt und die
Zellen fiir 15 min mit S0 mM NH4Cl behandelt.

Die NH4CI-Lsung wurde wiederum abgesaugt und die Deckgldschen 5 min mit 0,1 % Triton
X-100 in PBS bedeckt. Nach Waschen PBS wurden die Zellen mit PBS mit 0,2 % Gelatine fiir
20 min vorinkubiert, um unspezifische Bindung abzusittigen. Die Inkubation mit dem AR-
spezifischen Antikorper F 39.4.1 (BioGenex) erfolgte fiir eine Stunde in einer Verdiinnung von
1:10 in PBS mit 0,2 % Gelatine bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir
j¢ 5 min wurde der Rhodamin (TRITC)-markierte Ziege anti-Maus-Sekundérantikorper
(Dianova GmbH, Hamburg) in einer Verdiinnung von 1: 50 in PBS mit 0,2 % Gelatine fiir 1 h
ebenfalls direkt auf die Deckglédschen appliziert. Anschlieend wurde fiir 5 min 1:1000 in PBS
verdiinntes bis-Benzimid (Hoechst Nr. 33250, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) fiir die
Kernfarbung zugegeben. Nach weiterem dreimaligem Waschen wurden die Deckgldschen mit
einem Tropfen EinschluBmedium (mounting medium, Dako, Glostrup, Dianemark) auf
Objekttriger montiert, mit Nagellack abgedichtet und bis zum Betrachten im
Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss, Jena) bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

2.21 In vitro Immunkomplex-Kinasetest mit Myelin-basischem
Protein

Herstellen der Na3VQg4-Stammlosung (Krypta et al., 1988)

Na3zVO4 (100 mM) wurde in HpO gelost und der pH-Wert mit rauchender HC1 (37%) auf 10
eingestellt, wobei ein Farbumschlag der Losung nach gelb erfolgt. Die Losung wurde daraufhin
im kochenden Wasserbad erhitzt, bis die gelbe Farbe wieder verschwand; der pH-Wert wurde
nach Abkiihlen auf Raumtemperatur nochmals bestimmt. Diese Stammlosung konnte fiir
maximal 6 Wochen bei 4°C aufbewahrt werden.
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Immunprizipitation der Proteine ERK 1 und ERK 2

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, auf Eis mit 500 pl-1 ml GRB2-Puffer (30 mM
Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 % Triton X-100, 0,5 % (w/v) Na-
Desoxycholat, 10 mM NaF), welchem 5 mM Na3VOg, 10 pg/ul Aprotinin, 10 pg/ul Leupeptin
und | mM PMSF unmittelbar vor Gebrauch zugefiigt worden waren, lysiert und nach
mehrmaligem Auf- und Abpipettieren in Eppendorf-Reaktionsgefifie iiberfiihrt. Die Kerne
wurden durch 15 min Zentrifugation bei 10.000 g und 4°C pelletiert. Die Uberstinde wurden in
Gegenwart von Protein A-Sepharose (30 pl gepacktes Volumen) und einer 1:100 Verdiinnung
des ERK 1-Antiktrpers (Santa Cruz Biotechnology) fiir 2-3 h bei 4°C rotiert. Die an die
Sepharose gekoppelten Antigen/Antikorperkomplexe wurden durch kurzes Zentrifugieren (10 s,
10.000 g, 4°C) pelletiert und dreimal mit je 1 mil Lysispuffer und einmal mit 1 ml 25 mM Tris
pH 8,0 gewaschen. AnschlieBend wurde die Sepharose mit einer Kaniile trockengesaugt.

In vitro Kinasetest

Die Sepharose mit den immunprézipitierten Proteinen wurde mit 50 pl Kinasepuffer (25 mM
Tris pH 8,0, 20 mM MgClp, 2 mM MnCl,, 1 mM DTT) versetzt, welchem 5 pg Myelin-
basisches Protein und 1 pl 32PyYATP (370 Bq) zugesetzt wurden, und fiir 30 min bei 30°C im
Eppendorf-Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ul 2 x Laemmli-
Probenpuffer (0,16 M Tris pH 6,8, 4 % (w/v) SDS, 20 % Glycerin, 4 % B-Mercaptoethanol,
0,02 % (w/v) Bromphenolblau) abgestoppt. Die Proben wurden bei 95C fiir 5 min denaturiert,
gut gemischt, weitere 5 min denaturiert und auf ein 15 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.
Das Gel wurde nach der Elektrophorese auf eine PVDF-Membran elektrotransferiert und die
Membran autoradiographiert.
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3 Ergebnisse

Androgene regulieren Entwicklung und Funktion der Prostata (Bruchovsky et al., 1975) und
spielen eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Prostatakarzinomen (Huggins & Stevens,
1940). Die Behandlung von fortgeschrittenem Prostatakrebs erfolgt deshalb durch Hemmung
der Androgenwirkung, um das Wachstum der Tumoren zu verlangsamen. Bereits 1941 wurde
die Kastration als eine wirksame Therapie bei metastasierenden Prostatatumoren eingefiihrt
(Huggins & Hodges, 1941). Der resultierende Androgenentzug bewirkt Schrumpfen oder
Riickbildung von Prostata und Primértumoren durch Apoptosis der epithelialen Driisenzellen
(Kyprianou, & Isaacs, 1988, Kyprianou et al., 1990, Sensibar et al., 1990, zur Ubersicht siehe
Buttyan, 1991). Die Konzentration von S5o-Dihydrotestosteron (DHT), des wichtigsten
androgenen Hormons in der Prostata, entspricht jedoch innerhalb der Driise auch nach
Kastration noch 40% derjenigen nicht-kastrierter Ménner (Geller et al., 1984, Bélanger et al.,
1989). DHT entsteht durch Metabolisierung von C19-Steroiden, wie Dehydroepiandrosteron
(DHEA) oder Androstendion, die in der Nebenniere synthetisiert und freigesetzt werden (Krieg
et al., 1979). Um die androgene Wirkung in den Zielzellen vollsténdig zu blockieren, wurde als
zusitzliche oder alleinige Therapie die Behandlung mit Antiandrogenen eingefiihrt (Labrie et al.,
1982, Crawford et al., 1989). Antiandrogene blockieren die androgene Wirkung auf der Ebene
des Androgenrezeptors (AR), des Proteins, welches die physiologischen Funktionen von
Androgenen vermittelt. Sie konkurrieren mit den androgenen Hormonen um die Bindung an
den Rezeptor, bewirken jedoch nicht seine vollstdndige Transformation in eine transkriptionell
aktive Form (Neumann & Toppert, 1986, Raynaud & Ojasoo, 1986).

Nach einiger Zeit reagieren die meisten Prostatatumoren jedoch nicht mehr auf eine
Hormonablationstherapie, man bezeichnet dieses Stadium als Hormoninsensitivitdt (Crawford
et al., 1990, Buttyan, 1991). Es zeigte sich, da3 diese fehlende Reaktion auf Hormonentzug in
den meisten Féllen nicht auf einem Verlust der Expression des Androgenrezeptors beruhte. Im
Gegenteil ist in der weitaus grofleren Zahl von Primértumoren und Metastasen fortgeschrittener
Prostatakarzinome das AR-Protein immunhistochemisch nachweisbar (Masai et al., 1990, Sadi
et al., 1991, van der Kwast et al., 1991, Hobisch et al., 1995, Kleinerman et al., 1996).
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Eine Erkldarung fiir diese Beobachtung wire das Auftreten von Mutationen im AR, welche die
normale Kontrolle der transkriptionellen Aktivitit des AR durch den Liganden aufheben
konnten, zum Beispiel indem sie zu einem konstitutiv aktiven Rezeptor fiithren. Bisher wurden
verschiedene somatische Mutationen in Androgenrezeptoren aus Prostatakarzinomen
identifiziert, welche zwar nicht die Aktivitit in Abwesenheit eines Liganden, aber eine erweiterte
Steroidspezifitdt des Rezeptors bewirken (Schuurmans et al., 1988, Newmark et al., 1992,
Culig et al., 1993a, siche Tabelle 1 in Abschnitt 1.4.2). Dies konnte die funktionelle
Aktivierung des mutierten Rezeptors auch in einer Umgebung mit verringerter testikulérer
Androgenmenge ermoglichen.

3.1 Mutationen in der Hormonbindedomine bewirken die
Induzierbarkeit des Androgenrezeptors durch Antiandrogene

Eine Mutation im Androgenrezeptor wurde beispielsweise in der Prostatakrebszellinie LNCaP
(Horoszewicz et al., 1983) identifiziert. LNCaP-Zellen exprimieren einen mutierten AR mit
einem Aminosdurenaustausch von Threonin zu Alanin an Position 877 in der
Hormonbindedomine (AR T877A). Dieser Austausch resultiert in einer im Vergleich zum
Wildtyp-AR  erweiterten  Steroidspezifitit gegeniiber Progesteron, Estradiol und
Dehydroepiandrosteron (DHEA). AuBerdem wurde eine AR  T877A-vermittelte
Transaktivierung androgen-abhingiger Gene in Gegenwart der bei der Antihormontherapie
eingesetzten Antiandrogene Cyproteronacetat und Hydroxyflutamid beobachtet (Veldscholte et
al., 1990, Ris-Stalpers et al., 1993).

Die Funktionen des AR beschrinken sich jedoch nicht nur auf die Transaktivierung androgen-
responsiver Gene, sondern schlieBen auch die hormonabhingige Genrepression und die
Interaktion mit dem Wachstumsfaktoren-Signaltransduktionsweg ein. Um die Auswirkung von
Mutationen in der Hormonbindedomine auf diese AR-Wirkungen niher zu charakterisieren,
wurden zwei mutierte Androgenrezeptoren verwendet, welche bei Patienten mit
Antiandrogentherapie-resistenten Tumoren gefunden wurden. Die Mutationen in diesen
Rezeptoren resultieren in einem identischen Aminosdurenaustausch von Valin zu Methionin an
den benachbarten Positionen 715 (AR V715M) und 730 (AR V730M, Newmark et al., 1992).
In frilheren Untersuchungen wurde gezeigt, dal die Mutante AR V715M ein erhohtes
Transaktivierungspotential in Gegenwart von Progesteron, der adrenalen Steroide DHEA und
Androstendion (Culig et al., 1993a) aufweist.

In dieser Arbeit wurde das Verhalten dieser beiden AR-Mutanten beziiglich der verschiedenen
AR-Funktionen analysiert und mit dem des Wildtyp-AR verglichen.
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3.1.1 Zwei Mutationen in der Hormonbindedomine fiihren zu einem erhohten
Transaktivierungspotential des Androgenrezeptors in Gegenwart von
Antiandrogenen

Die Transaktivierung von Genen durch den AR erfolgt durch Bindung von Rezeptor-
Homodimeren an sogenannte androgen response elements (ARE) in der Promotorregion
androgen-abhéngiger Gene (Claessens et al., 1989, De Vos et al.,, 1991, Brinkmann et al.,
1992). Zur Analyse der Transaktivierung durch den Wildtyp-AR und die Mutanten AR V715M
und AR V730M in Gegenwart von Antiandrogenen wurde das androgen-induzierbare
Reportergen ARE, TATA CAT verwendet, welches zwei solche hormone response elements
vor einer TATA-Box und dem bakteriellen Chloramphenicol-Acetyltransferasegen (CAT)
enthélt. Vor der Transfektion wurden die Zellen fiir zwei Tage in Anwesenheit von 3 %
Aktivkohle-behandeltem Serum (CCS) kultiviert. Foetales Kélberserum enthilt geringe Mengen
Hormon mit androgener Aktivitat; die Behandlung mit Aktivkohle erfolgte, um diese Hormone
moglichst vollstindig zu entfernen. Das Reporterplasmid ARE, TATA CAT wurde transient mit
dem jeweiligen Rezeptor-Expressionsplasmid in AR-negative CV-1 Affennierenzellen
cotransfiziert. Durch Messung der CAT-Enzymaktivitdt wurde die Stidrke der Induktion des
Reporters in Gegenwart von Dihydrotestosteron (DHT) beziehungsweise der Antiandrogene
Hydroxyflutamid und Casodex bestimmt. Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse dieser

Transfektionsexperimente.
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Abb. 4: Transaktivierung durch Wildtyp- und mutierte Androgenrezeptoren in Gegenwart
der Antiandrogene Casodex und Hydroxyflutamid. Cotransfektion des Reporterplasmids ARE, TATA
CAT mit den AR-Expressionsplasmiden pSGAR,,, pPSGAR V715M und pSGAR V730M zur Untersuchung der
Wirkung von Antiandrogenen auf AR-abhingige Transaktivierung. Nach zweitdgiger Kultivierung in Medium
mit 3 % Aktivkohle-behandeltem Serum (CCS) wurden 5 x 10° CV-1 Zellen pro Schale mittels der
Calciumphosphat-Coprizipitationsmethode mit jeweils 9 ng ARE, TATA CAT und 1 pg der AR,-, AR
V715M-, oder AR V730M-Expressionsplasmide transient transfiziert. Direkt nach der Transfektion wurden die
Zellen mit 100 nM DHT, 100 nM bzw, 100 pM Casodex, 100 nM bzw. 100 pM Hydroxyflutamid (HydroxyF)
oder als Kontrolle mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine behandelt. Nach 36 h wurden die Zellen geerntet und die
CAT-Aktivitdt von Extrakten gleicher Proteinmenge bestimmt. Die quantitative Auswertung erfolgte mittels
eines Phosphoimager (Phospholmager, Fujix BAS 1000). Der CAT-Aktivitit in Gegenwart von DHT wurde fiir
alle Rezeptoren der Wert 1 zugeordnet. Die Aktivitdt von Wildtyp- und mutierten Rezeptoren in Gegenwart der
anderen Induktoren wurde relativ dazu ausgedriickt. Das Séulendiagramm stellt die Mittelwerte und
Standardabweichungen von 5 unabhédngigen Transfektionsexperimenten dar. Die Enzymaktivititen in
Anwesenheit des Wildtyp-AR wurden durch dunkel gepunktete, die von AR M715V durch gestreifte und die von
AR V730M durch hell gepunktete Siulen bezeichnet.
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DHT in einer Konzentration von 100 nM fiihrte bei Wildtyp-AR und beiden Mutanten zu einer
dhnlichen Erhohung der CAT-Aktivitdt, darum wurde der DHT-Induktion fiir alle Rezeptoren
der Wert 1 zugeordnet. Die Aktivititen in Gegenwart der Antiandrogene wurden fiir die
einzelnen Rezeptoren jeweils relativ zu diesem Wert ausgedriickt.

Behandlung der Zellen mit 100 nM Hydroxyflutamid oder Casodex bewirkte (verglichen mit
100 nM DHT) keine signifikante Induktion des ARE,TATA CAT-Reporters durch Wildtyp-AR
oder die mutierten Rezeptoren. Bei einer Steigerung der Antiandrogenkonzentrationen auf 100
uM zeigten jedoch beide Mutanten ein deutlich erhohtes Transaktivierungspotential im Vergleich
zu AR .. In Gegenwart von Hydroxyflutamid lag die Induktionsstirke drei mal hoher und war
damit knapp halb so grof} wie die in Gegenwart von 100 nM DHT. Bei Casodexbehandlung der
Zellen war der Effekt etwas weniger stark ausgeprigt, hier erreichte die Induktion der CAT-
Aktivitdt durch AR V715M und AR V730M durchschnittlich etwa ein Drittel der DHT-
Induktion. Auch die Aktivitit des Wildtyp-AR ist in Gegenwart von 100 uM Hydroxyflutamid
und Casodex leicht erhoht.

Die zwei untersuchten Mutationen bewirkten also in Bezug auf die Transaktivierung eines
androgen-responsiven Reporters eine hohere Aktivitit des Androgenrezeptors in Gegenwart
von Antiandrogenen im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor. Diese Eigenschaft verschafft den
Tumoren, welche diese mutierten Rezeptoren exprimieren, moglicherweise einen selektiven

Wachstumsvorteil unter den Bedingungen der Antihormontherapie.

3.1.2 Wildtyp- und mutierte Androgenrezeptoren hemmen die Aktivitit eines
Collagenase I-Reporters in Anwesenheit von Androgen und

Antiandrogenen

Transaktivierung von androgen-responsiven Genen ist jedoch nur eine der Wirkungen des
Androgenrezeptors als Transkriptionsfaktor. Er ist dariiber hinaus auch in der Lage, die
Aktivitit von Zielgenen zu hemmen (Léger et al., 1987, Persson et al., 1990, Bellido et al.,
1995). Die Auswirkung von Mutationen in der Hormonbindedoménde des AR auf diese
transreprimierende Wirkung, insbesondere in Gegenwart von Antiandrogenen, ist noch wenig
untersucht. Im folgenden wurde darum der Antiandrogeneffekt an einem androgen-reprimierten

Gen analysiert.
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Zu den Zielgenen, deren Expression durch den AR negativ reguliert wird, gehdren Matrix-
Metalloproteinasen, wie beispielsweise Collagenase I (Schneikert et al., 1996). Die Expression
der menschlichen Collagenase I kann durch Behandlung von Zellen mit Phorbolestern wie 12-
O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) induziert werden, welche den Transkriptionsfaktor
AP-1 (Aktivator-Protein-1) aktivieren. AP-1 kooperiert mit einem Mitglied der Ets-Familie von
Transkriptionsfaktoren bei der Bindung an den Collagenase I-Promotor und bei der
transkriptionellen Aktivierung des Gens (Schneikert et al., 1996). Zur Charakterisierung der
transreprimierenden Eigenschaften von AR,,, AR V715M und AR V730M wurde untersucht,
ob sie in der Lage sind, die induzierte Transkription von Collagenase I in Gegenwart von
Antiandrogenen zu hemmen. Dazu wurde in transienten Transfektionsexperimenten, wiederum
in den rezeptor-negativen CV-1-Zellen, die Wirkung von DHT und unterschiedlichen
Konzentrationen der Antiandrogene Casodex und Hydroxyflutamid auf die TPA-induzierte
Expression eines Indikatorgens analysiert.

Dieses Indikatorgen enthilt die Positionen -517 bis +63 des Collagenase I-Promotors vor einem
Luciferase-Reportergen (-517/+63 Coll-luc). Die Ergebnisse der Transfektionsexperimente sind
in Abbildung 5 dargestellt.
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Abb. 5: Transrepression des Collagenase I-Reporters durch den Androgenrezeptor in
Anwesenheit von Androgen und Antiandrogen. Nach zweitdgiger Kultivierung in RPMI mit 3 %
Aktivkohle-behandeltem Serum (CCS) wurden 5 x 10° CV-1 Zellen pro Schale mittels der Calciumphosphat-
Coprizipitationsmethode mit jeweils 9 pg des Indikatorplasmids -517/+63 Coll-luc und 1 pg der
Expressionsplasmide pSG5 (Leervektor, A), pSGAR,, (B), pSGAR V715M (C) oder pSGAR V730M (D)
transient transfiziert. Direkt nach der Transfektion wurden die Zellen mit 80 ng/ml TPA behandelt. AuBerdem
erfolgte die Zugabe von 100 nM DHT, bzw. Hydroxyflutamid (HydroxyF) oder Casodex in Konzentrationen von
100 nM, 1 uM, 10 uM oder 100 UM oder als Kontrolle von Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine. Nach 36 h wurden
die Zellen geerntet und die relativen Lichteinheiten (relative light units, RLU) als MaB der Luciferaseaktivitit von
Extrakten mit gleicher Proteinmenge in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) bestimmt. Die
Sdulendiagramme stellen die mittlere relative Restaktivitdt des Luciferasekonstrukts in Anwesenheit der
angegebenen Substanzen dar. Die Auswertung erfolgte durch Division der Luciferaseaktivitit in Anwesenheit von
TPA und Hormon durch diejenige in Anwesenheit von TPA alleine. Der TPA-induzierten Reporteraktivitit ohne
Hormon wurde dabei der Wert 1 zugeordnet, alle anderen Werte wurden relativ dazu ausgedriickt. Die Abbildung
stellt die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier unabhingigen Experimenten dar.

In Abwesenheit von TPA wurde das transfizierte Collagenase I-Konstrukt nur in geringer
Menge exprimiert. TPA fiihrte zu einer Erhohung der Expression auf etwa das 20-fache. Die
TPA-induzierte Aktivitdt wurde durch DHT in Anwesenheit von Wildtyp- und mutierten AR
reprimiert, nicht jedoch, wenn nur ein leeres Expressionsplasmid cotransfiziert wurde
(Vergleiche Abb. 5, B-D mit A). Die Restaktivitdt des Indikatorplasmids in Anwesenheit des
Androgenrezeptors betrug nach Behandlung mit 100 nM DHT bei AR, und AR V715M ca. 20
%, bei AR V730M wurde sie vollstandig reprimiert (5 %). Durch Behandlung der Leervektor-
transfizierten Zellen mit steigenden Konzentrationen an Antiandrogenen wurde kein Einflufl auf
die Expression des Collagenase I-Reporters sichtbar (Abb. 5 A). Die Ergebnisse mit den AR-
exprimierenden Zellen zeigen jedoch, daB der Rezeptor auch in Gegenwart von Antiandrogen
die Fahigkeit zur Transrepression besitzt. Wihrend bei einer Konzentration von 100 nM
Hydroxyflutamid keine oder nur eine geringfiigige Inhibition der Expression des Collagenase I-
Reporters durch Wildtyp-AR und die Mutanten zu erkennen war, wurde diese Hemmung mit
steigender Antiandrogenkonzentration deutlicher und erreichte bei 100 uM fast das Niveau der
Repression in Anwesenheit von 100 nM DHT. Der Effekt war bei der Mutante AR V715M
(Abb. 5 C) am stérksten ausgeprigt, hier war eine Dosis von 1 pM Hydroxyflutamid bereits
ausreichend fiir eine 60 %ige Hemmung der Reporteraktivitit. Die Dosis-Wirkungs-Relation
der Hemmung in Anwesenheit von Casodex zeigte einen dhnlichen Verlauf, auch hier war der
Effekt der Mutante AR V715M etwas stirker. Insgesamt zeigte sich jedoch, daB sowohl
Wildtyp-AR als auch die untersuchten Mutanten in der Lage waren, die Expression des
Collagenase I-Reporters in Anwesenheit von Antiandrogenen zu hemmen. Sie unterschieden
sich dabei nur geringfiigig in ihren Anforderungen an die Antiandrogenkonzentration.

Die hier beschriebenen Aminosédurenaustausche in der Hormonbindedoméne des Rezeptors

fiihren also zu einem erhohten Transaktivierungspotential der mutierten AR, haben jedoch
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keinen Einfluf} auf die Transrepression des Collagenase I-Reporters. Sowohl Wildtyp- als auch
die mutierten Rezeptoren konnten das Indikatorgen in Anwesenheit der Antihormone
transreprimieren. Dies zeigt, dal die Antiandrogene agonistische Wirkung besitzen und auch
den Wildtyp-AR bei der negativen Regulation aktivieren konnen. Fiir die Ausiibung dieser
transreprimierenden Funktion sind bereits Konzentrationen im mikromolaren Bereich
ausreichend. Solche Konzentrationen konnten im Serum antiandrogen-therapierter Patienten
nachgewiesen werden (Bélanger et al., 1988), was auf eine in vivo Signifikanz der Fahigkeit
des Androgenrezeptors zur negativen Genregulation in Gegenwart von Antiandrogenen

hinweist.

Obwohl eine Reihe von Mutationen in Priméirtumoren und Metastasen von therapieresistenten
Prostatakrebspatienten beschrieben worden sind, die den Tumorzellen einen Wachstumsvorteil
in androgenarmem Milieu geben konnten, wird in den meisten dieser Zellen der Wildtyp-AR
exprimiert (Newmark et al., 1992, Culig et al., 1993b, Ruizeveld de Winter et al., 1994). Die
Frage, wie es dennoch zu einem androgen-insensitiven Status der Tumoren kommen kann, ist
noch weitgehend ungeklart. Die Beobachtung, dafl der Wildtyp-Rezeptor nicht oder nur in
geringem Ausmaf in der Lage ist, Gene in Anwesenheit von Antiandrogenen zu induzieren,
weist daraufhin, dal es andere AR-Wirkungen geben muf}, welche auch in Gegenwart von
Antiandrogenen funktionell aktiv sind. Eine Moglichkeit ist die negative Regulation von Genen,
welche der Wildtyp-Rezeptor, wie hier am Beispiel der Collagenase I gezeigt, auch nach
Bindung von Antiandrogen vermitteln kann.

Eine weitere Erkldrung wire, daB Funktionen, welche der Androgenrezeptor neben seiner
klassischen Wirkung als Transkriptionsfaktor besitzt, durch Antiandrogene nicht inhibiert
werden konnen. Interaktionen mit der Signaltransduktion durch zelluldire Mediatoren wie
Wachstumsfaktoren konnten dabei eine wichtige Rolle spielen.
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3.2 EinfluB von Androgenen auf zellulire Signaltransduktionswege

Eine Beteiligung von Androgenen an der zelluldren Signaltransduktion wurde durch
Beobachtungen schneller nicht-genomischer Effekte deutlich. Ein Beispiel ist die Erh6hung der
intrazelluldren Calciumkonzentration ([Ca?*].) in LNCaP-Zellen nach zweiminiitiger Behandlung
mit DHT (Steinsapir et al.,, 1991). Eine andere Untersuchung an Osteoblasten der ménnlichen
Ratte zeigte, daBl sowohl die Ca®-, als auch die Konzentrationen an Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IP,) und Diacylglycerin (DAG) bereits wenige Sekunden nach der Behandlung der Zellen mit
Testosteron erhoht waren (Lieberherr & Grosse, 1994). Bei diesen schnellen Androgeneffekten
wurde ein hormonspezifischer aber vom klassischen Androgenrezeptor unabhingiger
Mechanismus postuliert (Steinsapier et al., 1991, Lieberherr & Grosse, 1994, Benten et al.,
1997, Farhat et al., 1996). Sowohl LNCaP-Zellen als auch Osteoblasten exprimieren einen
funktionellen (im Fall der LNCaP-Zellen mutierten) Androgenrezeptor. Es 14t sich also in
diesen Zellsystemen keine eindeutige Aussage iiber die Beteiligung des Androgenrezeptors an
der beobachteten Erhohung von [Ca®™], und der Freisetzung der second messenger 1P, und
DAG machen. Falls sich jedoch herausstellen sollte, dafl der Androgenrezeptor solche schnellen
Effekte vermittelt, so konnte die Analyse verschiedener weiterer mutierter Rezeptoren auf diese
Funktion hin, zu einem besseren Verstindnis dieser Androgenwirkung beitragen.

3.2.1 Die dihydrotestosteron-induzierte Erhéhung von freiem cytosolischem
Calcium ist abhédngig von der Anwesenheit des Androgenrezeptors

Zunichst wurde die Frage der Rezeptorabhéngigkeit bei der Verdnderung der cytosolischen
Calciumionenkonzentration  durch  Behandlung  von  Prostatakarzinomzellen — mit
Dihydrotestosteron geklirt. Zu diesem Zweck wurden Zellen der menschlichen AR-negativen
Prostatakarzinomzellinie PC3 (Kaighn et al., 1979) entweder mit einem Plasmidkonstrukt, das
die cDNA des menschlichen Wildtyp-AR unter Kontrolle des Promotors des Rous Sarcoma
Virus (RSV) enthielt (PC3 AR,,), oder mit dem entsprechenden leeren Vektorkonstrukt stabil
transfiziert (PC3 LV). In diesen Zellen wurden die Anderungen der freien cytosolischen Ca?*-
Konzentration nach Androgenbehandlung bestimmt.
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Zur Messung von [Ca”].-Anderungen wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 verwendet. Mit
diesem Farbstoff kénnen die zu untersuchenden Zellen ,,beladen werden. Fluo-3 reichert sich
in der Zelle an und bildet einen stabilen Komplex mit freien Calciumionen. Diese Komplexe
(nicht aber der Ca*-freie Farbstoff) fluoreszieren bei einer Wellenlinge von 530 nm nach
Anregung mit monochromatischem Licht der Wellenldnge 485 nm; die Fluoreszenzstérke ist
dabei der cytosolischen Ca**-Konzentration proportional (Rijkers et al., 1990, Merritt et al.,
1990). Die Auswertung der Fluoreszenzmessung erfolgte am Olimmersionsmikroskop mittels
Videoimaging, da das (aufgrund der geringen Schichtdicke der adhdrent wachsenden PC3-
Klone) relativ niedrige Fluoreszenzsignal keine spektroskopische Analyse erlaubte. Es lieen
sich daher nur qualitative Aussagen iiber die Calciuménderung machen, eine quantitative
Auswertung war nicht moglich. Zunéchst wurden die Zellen im Phasenkontrast photographiert
und anschliefend die basale Calciumkonzentration als Grundfluoreszenz bestimmt. Die PC3-
Zellklone wurden dann mit 100 pM DHT behandelt und wahrend 1 min wurde alle 5 sec das
Fluoreszenzsignal mit Hilfe einer automatischen Kamera aufgenommen. Das Ergebnis dieses

Experiments ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abb. 6: Androgenrezeptor-abhiingige Erhohung des Spiegels an freiem cytosolischem
Calcium durch Dihydrotestosteron. Die Abbildung zeigt Videoaufnahmen der Verdnderungen der
Calciumkonzentration in PC3 LV- (A) und PC3 AR,-Zellen (B) bei Behandlung der Zellen mit DHT. PC3 LV-
und PC3 AR,-Zellen wurden in einer Dichte von 10° Zellen pro Kammer auf 8-Kammer Glasobjekttriger
ausplattiert und fiir 3 Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS) inkubiert. 18 h vor der
Farbstoffbeladung wurde das Medium durch RPMI ohne Phenolrot mit 0,5 % Aktivkohle-behandeltem FCS
(CCS) ersetzt. Die Beladung der Zellen mit dem Farbstoff Fluo-3 (2 uM) erfolgte fiir 45 min in serumfreiem
RPMI (10 mM HEPES, 4 mM NaHCO,, 2 mM CaCl,, pH 7,3 ohne Phenolrot) unter stindigem Schiitteln bei
37 °C. Die Zellen auf den Objekttrigern wurden direkt am Olimmersionsmikroskop mit 0,1 nM DHT behandelt
und die Verdnderung der Calciumkonzentration als Fluoreszenzsignal mit einer automatischen Kamera wihrend
eines Gesamtzeitraums von 60 sec alle 5 sec aufgenommen. Die Abbildung zeigt diese Aufnahmen als
Falschfarbenbilder, die Farbskala gibt die relative Hohe der Calciumionenkonzentration an,

Um die Unterschiede in der Fluoreszenzstirke zu verdeutlichen, wurden die Aufnahmen in
Falschfarbenbilder umgewandelt. Die Hohe der Calciumionenkonzentration steigt dabei von
blau (niedrigster Ca’-Wert) nach rot (hochster Ca*-Wert); weif bedeutet, daB die
Fluoreszenzstirke unter der Nachweisgrenze lag. Bei Behandlung mit Vehikel (0,1 % Ethanol)
alleine zeigten weder PC3 LV- noch PC3 AR, -Zellen eine Verdnderung der intrazellulidren
Calciumkonzentration. Die mit dem leeren Vektorkonstrukt transfizierten Zellen zeigten eine
etwas hohere Grundfluoreszenz, reagierten wihrend des Beobachtungszeitraums jedoch nicht
auf die Behandlung mit DHT (Abbildung 6 A). In den AR-exprimierenden Zellen resultierte die
Behandlung mit einer DHT-Konzentration von 0,1 nM bereits nach 5 Sekunden in einer
deutlichen Erh6hung der cytosolischen Calciumkonzentration (Abbildung 6 B). Die Zunahme
an freiem cytosolischen Calcium nach Behandlung der Zellen mit Androgen erfordert also die
Anwesenheit des Androgenrezeptors. Die PC3 AR -Zellen sprachen alle auf die
Androgenbehandlung an, es gab dabei jedoch individuelle Unterschiede. Bei einigen Zellen
nahm die nach wenigen Sekunden DHT-induzierte Erhthung der Calciumkonzentration iiber
den gesamten beobachteten Zeitraum von 1 min langsam wieder ab. Bei den meisten zeigte sich
jedoch eine Calciumoszillation, welche in den in Abbildung 6 B durch Pfeile markierten Zellen
besonders deutlich zu erkennen war.

3.2.2 Dihydrotestosteron fiihrt zu einer zelltypspezifischen Phosphorylierung
von ERK 1 und ERK 2

In vielen Zelltypen 10st ein erhdhter cytoplasmatischer Calciumspiegel die Aktivierung von
mitogen-aktivierten Proteinkinasen, im folgenden kurz als MAPkinasen oder MAPK
bezeichnet, aus (Nel et al., 1990, Chao et al., 1992, Rosen et al., 1994). Diese MAPkinasen
werden vor allem nach Stimulation spezifischer Zelloberflichen-Rezeptoren durch
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Wachstumsfaktoren iiber eine Kaskade von Proteinkinasen sehr schnell aktiviert (zur Ubersicht
siche Cano & Mahadevan, 1995, Kortenjann & Shaw, 1995, Su & Karin, 1996).

Es gibt in jlingster Zeit Beobachtungen, daB8 auch Steroidhormone eine schnelle Aktivierung
von MAPkinasen bewirken konnen (Migliaccio et al., 1996, Watters et al., 1997, Migliaccio et
al., 1998). Im folgenden wurde darum untersucht, ob Androgene in der Lage sind, in AR-
positiven Zellen solche MAPkinasen zu aktivieren. Dazu wurden zunichst Zellen betrachtet,
welche endogen den Androgenrezeptor exprimieren. Zu diesem Zweck wurden primére
Genitalhautfibroblasten (VHF 73) und primére glatte Muskelzellen der nicht pathologisch
verdnderten Prostata (PM 58) verwendet. Beide Zelltypen entstammen Biopsien von Patienten
der Urologischen Abteilung der Universitdtsklinik Innsbruck (Cronauer et al., 1998).

Die zuerst charakterisierte, am besten untersuchte der MAPkinasen ist die durch extrazellulire
Signale regulierte Kinase (ERK, extracellular signal-regulated kinase), welche in zwei
Isoformen als p42 (ERK 2) und p44 (ERK 1), bezeichnet nach dem jeweiligen
Molekulargewicht, vorkommt (Boulton et al., 1991, Ahn et al., 1991). Aktivierung von ERK 1
und 2 erfordert als unverzichtbare Voraussetzung die Phosphorylierung eines Threonin- und
eines Tyrosinrestes, welche durch einen Glutaminséurerest voneinander getrennt sind (Sturgill
et al., 1988, Payne et al., 1991, zur Ubersicht siche Ahn et al., 1992). Diese Phosphorylierung
kann durch Immunnachweis mittels Western blot-Analyse festgestellt werden. Es wurde
untersucht, ob eine Behandlung der Zellen mit Androgen zur Phosphorylierung dieser
MAPkinasen fiihrt. Die Zellen wurden in allen Experimenten (falls nicht anders beschrieben) fiir
zwei Tage in Anwesenheit von 3 % Aktivkohle-behandeltem Serum (CCS) kultiviert. Sechzehn
Stunden vor der Hormonbehandlung wurde die CCS-Konzentration auf 0,5 % gesenkt, um die
Proliferation der Zellen zu stoppen und eine moglichst geringe basale Phosphorylierung der
MAPkinasen zu gewihrleisten.

In Abbildung 7 ist das Ergebnis einer Western blot-Analyse mit Extrakten von VHF73- und
PM58-Zellen dargestellt, welche fiir unterschiedliche Zeiten mit Dihydrotestosteron behandelt
oder unbehandelt gelassen wurden. Zur Sichtbarmachung der Phosphorylierung wurde ein
Antikorper verwendet, welcher spezifisch nur die phosphorylierte Form der MAPkinasen ERK
1 und 2 erkennt.
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Abb., 7: Die DHT-Behandlung primirer Genitalhautfibroblasten und primirer glatter
Muskelzellen der Prostata bewirkt eine Erhéhung der Phosphorylierung von ERK 1 und
ERK 2 mit unterschiedlicher Kinetik. Western blot-Analyse mit Extrakten aus VHF73- (A) und PM58-
Zellen (B). Die Zellen wurden zwei Tage in DMEM mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS) kultiviert und
zu 80 % konfluent ausplattiert. 16 h vor der Hormoninduktion erfolgte ein Wechsel zu Medium mit 0,5 % CCS.
Die Zellen wurden fiir die angegebenen Zeiten mit 107 M DHT bzw. mit 80 ng/ml TPA behandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen auf Eis geerntet, aufgebrochen und Extrakte mit den gleichen Mengen Protein in einem 10 %
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SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transferieren auf eine Membran wurden die verschiedenen Proteine
mit spezifischen Antikorpern nachgewiesen.

In der Abbildung dargesteilt sind die Immunnachweise des AR (Antikorper: sp061, 1:1000, jeweils oberes
Kistchen), der phosphorylierten Formen von ERK ! und ERK 2 (Antik6rper: phospho MAPK, 1:1000, phospho
p42/p44, jeweils mittleres Késtchen) und von ERK 1/2 (anti-ERK 1-Antikorper, 1:1000, p42/p44, jeweils
unteres Kistchen), Fiir VHF73-Zellen erfolgte bei kurzen Inkubationszeiten mit 100 nM DHT (0, 10 und 30
min) bzw. mit 80 ng/ml TPA (10 min) nur ein Immunnachweis von phosphorylierten ERK 1/2 (A, oben).

Es erwies sich, da} die Behandlung der beiden Zelltypen mit DHT tatséchlich zur Aktivierung
der Proteinkinasen ERK 1 und ERK 2 fiihrte. Dabei zeigte sich jedoch ein wesentlicher
Unterschied zwischen den Genitalhautfibroblasten VHF73 (Abb. 7 A) und den glatten
Muskelzellen prostatischen Ursprungs (PMS58, Abb. 7 B) in der Kinetik dieser
Phosphorylierung (mittleres Kidstchen, phospho p42/p44). Bei VHF73-Zellen trat nach 16 h
eine deutliche Erh6hung der ERK-Phosphorylierung auf, welche nach 30 h wieder zuriickging,
aber nicht ganz auf den Wert unbehandelter Zellen reduziert wurde. In den PM58-Zellen war
eine triphasische ERK-Aktivierung sichtbar. Nach 8 Stunden war die Phosphorylierung
deutlich erhht, dann nahm die Phosphorylierung ab und war nach 24 Stunden wieder beim
Ausgangswert angelangt. Nach 30 Stunden war ein nochmaliger Anstieg der Phosphorylierung
zu erkennen, moglicherweise gibt es also auch noch spitere Phasen der ERK-Aktivierung.
Zusitzlich fiihrte bei den PM58-Zellen bereits eine 2-miniitige Induktion mit DHT zur erhShten
Phosphorylierung im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle. Auch diese nahm dann
langsam ab und entsprach nach 2 Stunden wieder dem Wert der unbehandelten Zellen. In den
Genitalhautfibroblasten VHF73 war eine solche schnelle Aktivierung nicht zu beobachten (siehe
Abbildung 7 A, oben Spur 1-3 und unten, mittleres Késtchen Spur 1-3). Eine zehnminiitige
Kontrollbehandlung der Zellen mit dem Phorbolester TPA, welcher iiber eine Aktivierung von
konventionellen Proteinkinase C (cPKC)-Isoformen zur Phosphorylierung von ERK 1 und 2
fithrt (Adams & Parker, 1991, Schonwasser et al., 1998), zeigte dagegen den erwarteten Effekt
(Abb. 7A, oben, Spur 4).Die DHT-Behandlung hatte bei beiden Zelltypen keinen Einflu3 auf
die Menge an gesamtem ERK 1'und ERK 2 (siehe 7 A und 7 B unteres Késtchen, p42/p44),
deshalb wurde im folgenden als Kontrolle der in den einzelnen Spuren eingesetzten
Proteinmenge meist eine Hybridisierung der Western blot-Membran mit einem Antikorper
gegen ERK 1, welcher auch ERK 2 erkennt, verwendet. Bei den PM58-Zellen war die ERK
1/2-Menge bei dem 8 Stundenwert (Abb. 7 B, unteres Késtchen, Spur 8) vermutlich aufgrund
eines Unterschieds in der Menge an eingesetztem Zellextrakt etwas erhoht. Der Anstieg der
ERK-Phosphorylierung ist jedoch deutlich stirker und deshalb nicht auf die erhohte
Proteinmenge zuriickzufiihren.

PM58- und VHF73-Zellen exprimieren endogen den Androgenrezeptor. Die Menge an AR-
Protein wurde in den VHF73-Fibroblasten durch DHT-Behandlung zeitabhingig erhoht,
wihrend eine solche Zunahme der AR-Menge in PM58 nur schwach ausgeprigt war (vergleiche
Abb. 4 A unten mit B, jeweils oberes Kidstchen, AR). Die Kinetik dieser verstirkten Expression
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entspricht jedoch nicht derjenigen der ERK-Phosphorylierung und ist deshalb vermutlich nicht
fiir diesen Effekt verantwortlich.

Das spite Auftreten der ERK-Phosphorylierung in VHF73- bzw. des zweiten Hochpunkts in
PMS58-Zellen, ist vermutlich auf eine genomische Wirkung des Androgenrezeptors
zuriickzufiihren. Die schnelle und transiente Aktivierung von ERK 1 und 2 in den prostatischen
glatten Muskelzellen ist dagegen ein bisher nicht beobachteter "nicht-klassischer"
Androgeneffekt, welcher im weiteren genauer analysiert wurde. Dabei war vor allem die Frage
der Rezeptorabhéngigkeit zu kldren. Um auBerdem festzustellen, wie spezifisch dieser Effekt
ist, wurde die Wirkung von DHT auf andere MAPkinasen untersucht.

3.2.3 Die Phosphorylierung der mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK 1 und
ERK 2 durch den Androgenrezeptor ist subtypspezifisch

ERK 1 und ERK 2 sind Mitglieder einer Familie von mitogen-aktivierten Proteinkinasen,
welche iiber parallele aber distinkte Signalketten, die als Antwort auf extrazellulire Stimuli
aktiviert werden, reguliert werden. Neben den ERKs gehoren auch die cJun-N-terminalen
Kinasen 1 und 2 (JNK 1 und JNK 2, auch als Stress-aktivierte Proteinkinasen SAPK 1/2
bezeichnet, Derijard et al., 1994, Kyriakis et al., 1994) und die unter anderem durch
osmotischen Stress aktivierte Kinase p38 (Han et al., 1994, Lee et al.,, 1994) zur MAPK-
Gruppe von Serin/Threoninkinasen. Sie werden von dual-spezifischen MAPkinase Kinasen
durch Phosphorylierung aktiviert. Diese Phosphorylierung erfolgt jeweils an einem Threonin-
und einem Tyrosinrest, welche durch eine Aminosdure voneinander getrennt sind (Ray &
Sturgill, 1987). Die verschiedenen MAPkinasen-Subtypen unterscheiden sich dabei in der
Aminoséure zwischen den Phosphorylierungsstellen. Im weiteren wurde untersucht, ob auch
Phosphorylierung dieser anderen MAPkinasen durch DHT beobachtet werden kann.

Um die Spezifitét der schnellen Wirkung von Androgenen auf die verschiedenen Isoformen der
mitogen-aktivierten Proteinkinasen zu analysieren, wurden die stabil den Wildtyp-AR
exprimierenden PC3 AR, Zellen fiir unterschiedliche Zeiten mit DHT behandelt und die
Phosphorylierung der drei MAPkinase-Isoformen ERK 1/2, p38 und JNK 1/2 mittels
Immunnachweis bestimmt. Dazu wurde wiederum die Verfiigbarkeit von Antikdrpern genutzt,
welche nur die phosphorylierte Form der Proteinkinasen erkennen.
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Abb. 8: DHT-abhiangige Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 in Androgenrezeptor-
positiven Prostatakrebszellen. (A) bis (C): DHT-vermittelte MAPK-Phosphorylierung erfordert die
Anwesenheit des Androgenrezeptors und ist spezifisch fir ERK 1 und ERK 2. Western blot-Analysen mit
zelluldren Extrakten von PC3-Zellen, welche stabil mit dem Wildtyp-AR oder einem leeren Vektorkonstrukt (B,
linker Teil der Abbildung) transfiziert waren. Die Zellen wurden zwei Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-
behandeltem FCS (CCS) kultiviert und zu 80 % konfluent ausplattiert. 16 h vor der Hormoninduktion wurde ein
Mediumwechsel zu RPMI mit 0,5 % CCS durchgefiihrt. Bei den in (A) und (C) dargestellten Experimenten
wurden PC3 AR,-Zellen fiir 10 min mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (jeweils Spur 1) oder fiir die
angegebenen Zeiten mit 100 nM DHT in Vehikel (0,1 % Ethanol) (Spuren 2-6) behandelt. Als Kontrolle erfolgte
die Zugabe von TPA (80 ng/ml, Spur 7) oder Anisomycin (5 pg/ml, Spur 8 in C) fiir 10 min. Fiir die
Untersuchung der Rezeptorabhingigkeit wurden in (B) PC3 LV und PC3 AR,,-Zellen fiir 10 min (Spuren 2 und
6) oder 30 min (Spuren 3 und 7) mit 107 M DHT, fiir 10 min mit 80 ng/ml TPA (Spuren 4 und 8) oder fiir 10
min mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (Spuren 1 und 5) behandelt.

(D) DHT-Behandlung von LNCaP-Prostatakarzinomzellen, welche einen endogenen AR exprimieren, fiihrt
ebenfalls zur transienten Phosphorylierung von ERK 1/2, Western blot-Experiment mit Extrakten aus LNCaP-
Zellen. Die Zellen wurden zwei Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS) kultiviert und zu
80 % konfluent ausplattiert. 16 h vor der Hormoninduktion wurde ein Mediumwechsel zu RPMI mit 0,5 % CCS
durchgefiihrt. Die Behandlung der Zellen erfolgte fiir die angegebenen Zeiten mit 100 nM DHT (Spuren 2-6), fiir
10 min mit 80 ng/ml TPA (Spur 7) oder fiir 10 min mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (Spur 1).

Bei allen dargestellten Experimenten wurden die Zellen auf Eis geerntet, aufgebrochen und Extrakte mit den
gleichen Mengen Protein in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine
Membran wurden die verschiedenen Proteine mit spezifischen Antikorpern (Verdiinnung fiir alle Antikérper
1:1000) nachgewiesen. (A) Immunnachweise der phosphorylierten Formen von ERK 1 und ERK 2 (phospho
p42/44, oberes Kistchen) und von gesamtem ERK 1/2 (p42/p44, unteres Késtchen). (B) Immunnachweise der
phosphorylierten Formen von ERK 1 und ERK 2 (phospho p42/44) (C) Immunnachweise der phosphorylierten
Formen von p38 (phospho p38, oberes Késtchen) und der cJun N-terminalen Kinasen 1 und 2 (phospho JNK
1/INK 2, unteres Kistchen). (D) Immunnachweise der phosphorylierten Formen von ERK 1 und ERK 2
(phospho p42/44).

Es zeigte sich, daf} bereits nach zweiminiitiger Behandlung der AR ,-exprimierenden Zellen mit
DHT die MAPkinasen ERK 1 und ERK 2 phosphoryliert werden (Abbildung 8 A, oberes
Kistchen, Spuren 1-7). Dies entspricht der Beobachtung, welche bei den priméren
prostatischen glatten Muskelzellen PM58 gemacht wurde (siche Abbildung 7 B). Die
Phosphorylierung blieb iiber 60 min bestehen, war aber nach 4 h nicht mehr nachweisbar. Eine
TPA-Behandlung von 10 min bewirkte in diesen Zellen ebenfalls eine starke Phosphorylierung
von ERK 1 und ERK 2 (Abb. 8 A oberes Kistchen, Spur 8). Zur Kontrolle, ob die
Behandlung der Zellen einen EinfluB auf die Gesamtexpression von ERK 1/2 hat, wurde die
Western blot-Membran mit einem Antikorper, welcher die Gesamtmenge an ERK 1 und ERK 2
erkennt, hybridisiert. Es zeigte sich, daf} die Proteinmenge der ERKs wihrend des gesamten
beobachteten Zeitraums unveréndert bleibt (Abbildung 8 A, unteres Késtchen).
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Um zusitzlich die Frage der Rezeptorabhéingigkeit der ERK-Phosphorylierung zu untersuchen,
wurde die DHT-Antwort der AR-negativen PC3 LV- mit der von PC3 AR_- Zellen bei
paralleler Behandlung der Zellen verglichen. Das in Abbildung 8 B dargestellte Western blot-
Experiment zeigt, daB die Phosphorylierung der MAPkinasen nach DHT-Behandlung der Zellen
strikt abhéngig von der Expression des klassischen AR ist. Wihrend Behandlung der AR-
positiven PC3 AR -Zellen mit DHT fiir 10 oder 30 min zur Phosphorylierung von ERK 1/2
fiihrt, ist tiber den gleichen Zeitraum ein solcher Effekt in PC3 LV-Zellen nicht zu beobachten.
TPA-Behandlung von 10 min bewirkt jedoch in AR-positiven und -negativen Zellen eine starke
ERK-Phoshorylierung.

Die DHT-vermittelte Phosphorylierung ist spezifisch fiir ERK 1 und ERK 2, wie in Abbildung
8 C (unteres Késtchen) gezeigt, hat DHT keinen Effekt auf die Phosphorylierung der cjun-N-
terminalen Kinasen JNK 1 und JNK 2 (p46 und p54). Ebenso bewirkt DHT keine Aktivierung
der p38-MAPkinase oder allenfalls eine geringfiigige nach 10 bzw. 30 miniitiger Behandlung
der Zellen (Abb. 8 C, oberes Kistchen, Spur 3 und 4). Eine Kontrollbehandlung der Zellen fiir
10 min mit Anisomycin fiihrte jedoch zur Phosphorylierung von p38 bzw. INK 1/2, was zeigt,
daB3 diese Signalwege auch in PC3-Zellen funktionell sind, jedoch nicht androgen-abhingig
aktiviert werden. Der Phorbolester TPA besitzt dagegen nur einen schwachen Effekt auf die
Phosphorylierung von p38 und fiihrt nicht zu einer Phosphorylierung der cJun-N-terminalen
Kinasen. Diese Spezifitit der MAPkinasen-Aktivierung entspricht den Beobachtungen, daf3 die
Aktivierungsprofile der verschiedenen Isoformen durch unterschiedliche extrazellulidre Stimuli
nicht identisch sind (zur Ubersicht sieche Cano & Mahadevan, 1995, Karin, 1995, Kortenjann
& Shaw, 1995).

Da PC3-Zellen keinen endogenen Rezeptor enthalten, wurde der AR in diesen Experimenten
stabil iiberexprimiert. Ein geeignetes Modell fiir die Untersuchung von Zellen mit endogenem
AR stellt neben den PM58-Zellen die Prostatakarzinomzellinic LNCaP dar. LNCaP-Zellen
wurden fiir unterschiedliche Zeiten mit DHT behandelt und die Aktivierung von ERK 1 und
ERK 2 bestimmt. Auch mit endogenem AR zeigte sich hier die bekannte Kinetik der MAPK-
Aktivierung: Bereits nach 2 min waren ERK 1 und ERK 2 phosphoryliert, nach 30 min wird
der hichste Wert erreicht und nach 4 Stunden war der Effekt verschwunden (Abb. 8 D).

Zusammengefaf3t zeigen diese Ergebnisse, daBl die DHT-vermittelte Phosphorylierung der
mitogen-aktivierten Proteinkinasen eine Androgenrezeptor-abhidngige Antwort darstellt. Der AR
filhrt dabei spezifisch zur Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2, nicht aber anderer
MAPkinasen. Ausgehend von diesen Beobachtungen stellte sich die Frage, ob die DHT-
induzierte ERK-Phosphorylierung auch ausreichend fiir ihre funktionelle Stimulation ist. Darum
wurden im weiteren die in vitro Phosphorylierung eines ERK-Substrates sowie verschiedene
Effektoren untersucht, welche durch ERK 1 und 2 aktiviert werden.
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3.2.4 Funktionelle  Aktivierung von ERK 1 wund ERK 2 durch
Dihydrotestosteron

Die Aktivitit von ERK 1 und 2 148t sich anhand der Fahigkeit dieser Kinasen, in vitro das
Myelin-basische Protein (MBP) zu phosphorylieren, nachweisen. Um zu untersuchen, ob die
Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 durch DHT zur Aktivierung fiihrt, wurde gesamtes
ERK 1 und ERK 2 aus Extrakten von Hormon- und TPA-behandelten Zellen mittels des
spezifischen ERK 1-Antikorpers (Santa Cruz), welcher auch fiir die Western blot-Experimente
verwendet wurde, immunprézipitiert. Dieser Antikorper ist in der Lage, ERK 1 und ERK 2
auch in der aktiven Form zu prézipitieren. Anschliefend wurde in einem in vitro-
Kinaseexperiment die Aktivitit der ERKs durch Bestimmung der MBP-Phosphorylierung in
Anwesenheit von radioaktiv markiertem Adenosintriphosphat getestet. Nach Auftrennung auf
einem SDS-Polyacrylamidgel kann das phosphorylierte MBP durch Autoradiographie sichtbar
gemacht werden. Abbildung 9 zeigt das Ergebnis eines solchen Immunkomplex-Kinasetests mit
Extrakten aus PC3 LV-, PC3 AR, und LNCaP-Zellen.

A  PC3-Klone

Leervektor AR
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MBP
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Abb. 9: Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 in DHT-behandelten AR-positiven Zellen
fiihrt zu ihrer funktionellen Aktivierung. DHT vermittelt die Phosphorylierung von Myelin-basischem
Protein (MBP) durch ERK 1/2 in Anwesenheit des AR. (A) Immunkomplex-Kinasetest mit Zellextrakten aus
PC3 LV- (Spuren 1-7) und PC3 AR, -Zellen (Spuren 8-14). Die Zellen wurden zwei Tage in RPMI mit 3 %
Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS) kultiviert und zu 80 % konfluent ausplattiert. 16 h vor der
Hormoninduktion wurde ein Mediumwechsel zu RPMI mit 0,5 % CCS durchgefiihrt, Die Behandlung erfolgte
fiir die angegebenen Zeiten mit 107 M DHT (Spuren 2-6 und 9-13) oder fiir 10 min mit Vehikel (0,1 % Ethanol)
alleine (Spuren 1 und 8) oder 80 ng/ml TPA (Spuren 7 und 14). (B) Immunkomplex-Kinasetest mit
Zellextrakten aus LNCaP-Zellen, welche zwei Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS)
kultiviert und zu 80 % konfluent ausplattiert wurden. 16 h vor der Hormoninduktion wurde ein Mediumwechsel
zu RPMI mit 0,5 % CCS durchgefiihrt. Die Behandlung der Zellen erfolgte fiir die angegebenen Zeiten mit 107
M DHT (Spuren 2-6) oder fiir 10 min mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (Spur 1) oder 80 ng/ml TPA (Spur 7).
(A) und (B): Anschliefiend an die Behandlung mit den Induktoren wurden die Zellen lysiert und Gesamt-ERK 1/2
aus Extrakten mit gleichen Mengen Protein wurde mit Hilfe eines an Protein A-Sepharose gekoppelten anti-
ERKI1 Antikorpers (1:100) immunprézipitiert. Die in vitro Kinasereaktion erfolgte durch Inkubation der an der
Protein A-Sepharose prizipitierten Proteine mit 5 pg Myelin-basischem Protein (MBP) und 1 pl 32PyATP in
einem Endvolumen von 50 ul Kinasepuffer fiir 30 min bei 30°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 12,5 pl
5 x Laemmli-Probenpuffer abgestoppt. Die Proben wurden auf 15% SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf
PVDF-Membranen elektrotransferiert. Die Abbildung zeigt die Autoradiographien der Membranen.

Eine Kontrollbehandlung mit TPA induzierte bei beiden PC3-Zellklonen sowie bei LNCaP-
Zellen eine starke Erhohung der MBP-Phosphorylierung. Eine in vitro-Phosphorylierung von
MBP in Anwesenheit von Androgen war jedoch nur in den AR-positiven PC3 AR,- und
LNCaP-Zellen, nicht jedoch in den Leervektor-transfizierten PC3-Zellen, zu beobachten. Der
Zeitablauf der DHT-induzierten Substratphosphorylierung dhnelte dabei derjenigen der ERK-
Phosphorylierung in diesen Zellen. In den Ansétzen mit Extrakten aus Zellen, welche fiir 2, 10
und 30 min mit DHT behandelt waren, zeigte sich eine deutliche Zunahme der in vitro-
Kinaseaktivitit der immunprézipitierten ERKSs, jedoch nicht bis auf das Niveau der TPA-
induzierten Aktivitit. Der Einbau an radioaktiv markiertem Phosphat ging nach 1 h wieder auf
den Ausgangswert zuriick. DHT-Behandlung bewirkt also nicht nur die Phosphorylierung,
sondern auch die funktionelle Aktivierung von ERK 1 und ERK 2. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, daf die androgen-induzierte Aktivierung der MAPkinasen ERK 1/2 ein allgemeines
Merkmal von AR-positiven Prostatatumorzellen ist. Die Aktivierung der MAPkinasen ist dabei
ebenso transient, wie die beobachtete Phosphorylierung. Es gibt jedoch Unterschiede von
geringem Ausmal in der Kinetik, deren Griinde bisher nicht bekannt sind.
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Fiihrt die DHT-vermittelte Phosphorylierung von ERK auch zu einer Weiterleitung des Signals?
ERK 1 und ERK 2 sind als Serin/Threoninkinasen in der Lage, selbst verschiedene
cytoplasmatische Proteine, wie zum Beispiel die Phospholipase A2, zu phosphorylieren (Hazan
et al., 1997, Milella et al.,, 1997). Aktivierung der ERKs fiihrt jedoch auch zu ihrer
Translokation in den Zellkern, wo sie die Aktivitit spezifischer Effektoren regulieren konnen
(Gupta & Davis, 1994, Mao et al.,, 1996). Der zur Familie der Ets-Faktoren gehorende
Transkriptionsfaktor Elk-1 ist ein solches gut untersuchtes, direktes Substrat der ERKs (Marais
et al.,, 1993, Gille et al., 1995a, Price et al., 1996, Yang et al.,, 1998). Die MAPkinasen
erhohen die transkriptionelle Aktivitit des Effektormolekiils Elk-1 durch Phosphorylierung
mehrerer Phosphoakzeptorstellen im Carboxyterminus, welche fiir die Transaktivierung
notwendig sind, nach Bindung an benachbarte ,,Andockstellen* (Marais et al., 1993, Zinck et
al., 1993). Um die Aktivitit von Elk-1 in Gegenwart von Androgen zu bestimmen, wurde ein
Fusionskonstrukt aus der DNA-Bindedoméne (DBD) des Hefe-Gal4-Transkriptionsfaktors und
Elk-1 (Gille et al., 1995b) transient mit einem Reporterkonstrukt, bestehend aus fiinf Gal4-
Bindestellen vor einem Luciferase-Indikatorgen (Kamano et al., 1995), in PC3 AR,,- bzw. als
Kontrolle in PC3 LV-Zellen cotransfiziert. Die Zellen wurden mit DHT oder epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF) behandelt oder unbehandelt gelassen und die Luciferaseaktivitit des
Reportergens bestimmt. EGF wurde als Positivkontrolle verwendet, da es einer der wichtigsten
extrazelluldren Induktoren der ERK/MAPkinasekaskade ist (Ahn et al., 1991). In Abbildung 10
sind die Ergebnisse dieser Transfektionsexperimente dargestellt.
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Abb. 10: Der Transkriptionsfaktor Elk-1 wird durch DHT-Behandlung von PC3 AR,,-Zellen
aktiviert. Vor der Transfektion wurden die Zellen fiir 2 Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS
(CCS) kultiviert. Jeweils eineinhalb Millionen PC3 LV- und PC3 AR,-Zellen pro Schale wurden in DMEM
mit 3 % CCS transient mit 1 ig der Gal4-DBD alleine (pSG424) oder als Fusionsprodukt mit Elk-1 (pSG Gal4-
Elk1) und 9 ug eines Gald4-Luziferase Konstrukts (pG5.E4A38 lux3) cotransfiziert. Nach der Transfektion wurden
die Zellen fiir 2 h in RPMI mit 3 % CCS, anschlieBend fiir 16 h in RPMI mit 0,5 % CCS inkubiert. Die
Behandlung erfolgte fiir 6 h mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (gepunktete Balken), mit 100 nM DHT
(gestreifte Balken) oder mit 5 ng/ml EGF (weiBle Balken). Die Zellen wurden geerntet, auf Eis lysiert und die
relativen Lichteinheiten (relative light units, RLU) als Maf der Luciferaseaktivitidt von Extrakten mit gleicher
Proteinmenge in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) gemessen. Das Sédulendiagramm stelit die
Mittelwerte und Standardabweichungen der induzierten Luziferaseaktivititen aus fiinf unabhingigen Experimenten
dar, Diese Aktivitdt wurde im Falle der Basalaktivitdt des Reporters in Anwesenheit des Fusionsproteins aus
Gal4-DBD und Elk-1 dem Wert 1 gleichgesetzt. Alle anderen Werte wurden relativ dazu ausgedriickt.

Die Behandlung der AR, -exprimierenden PC3-Zellen mit DHT oder mit EGF fiir 6 Stunden
resultierte jeweils in einer etwa vierfachen Aktivierung des Gal4-Reportergens bei gleichzeitiger
Expression des Gal4-Elk-1-Konstrukts. Coexpression der Gal4-DBD alleine fiihrte jedoch nicht
zur Induktion des Reporters in Anwesenheit von Hormon oder Wachstumsfaktor, was darauf
hinweist, daB Aktivierung von Elk-1 fiir den beobachteten Effekt verantwortlich ist. Die
uninduzierte Aktivitit des Reporters ist bei Cotransfektion des Gal4-Elk-1 Konstrukts in PC3
AR,,-Zellen hoher als die in Gegenwart der Gal4-DBD alleine. Vermutlich ist dies auf eine

geringe Konzentration an Androgen im Medium zuriickzufiihren, da in den AR-negativen PC3
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LV-Zellen die Aktivitit des Gal4-Reportergens in Anwesenheit der Gal4-DBD alleine nur
geringfligig niedriger war, als die in Anwesenheit des Gal4-Elk-1 Fusionsproteins. In diesen
Zellen hatte DHT-Behandlung keinen EinfluB auf die Luciferase-Enzymaktivitit, wihrend
Kontrollbehandlung mit EGF zu einer etwa dreifachen Induktion fithrte. DHT-Behandiung
bewirkt also eine Erhthung der transkriptionellen Aktivitit von Elk-1 in AR-exprimierenden
Zellen.

Der Transkriptionsfaktor Elk-1 bindet als ternary complex factor (TCF) gemeinsam mit dem
serum response factor (SRF) an das sogenannte serum response element (SRE) im Promotor
des c-fos-Protoonkogens und fiihrt damit zu dessen transkriptioneller Aktivierung (Gille et al.,
1995a, Treisman, 1996). Untersuchung der Expression des c-fos-Gen ist darum geeignet, um
festzustellen, ob die DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung zur Aktivierung eines endogenen
Zielgens fiihrt. In einem weiteren Ansatz zur Bestimmung der ERK-Aktivitdt wurde deshalb in
einem Northern blot-Experiment mit poly (A)*-RNA aus DHT-behandelten LNCaP-Zellen
untersucht, welchen Effekt das Hormon auf die endogene Expression des c-fos Gens hat.
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Abb., 11: Dihydrotestosteron erhéht die Transkription des endogenen c-fos-Gens in LNCaP-
Prostatakarzinomzellen. Northern blot-Analyse mit RNA aus LNCaP-Zellen. LNCaP-Zellen wurden fiir 3
Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS) bis zur Konfluenz kultiviert und 16 Stunden vor
der Hormoninduktion in RPMI mit 0,5 % CCS gehungert. Anschliefend wurden die Zellen fiir die angegebenen
Zeiten mit 100 nM DHT (Spur 2-6) oder fiir 10 min mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine behandelt. Jeweils 10
ug poly (A)* RNA aus diesen Zellen wurden auf einem 1 % Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
transferiert. Der Northern blot wurde mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten hybridisiert, welche fiir das
virale fos- bzw. das menschliche Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-Gen spezifisch sind. Die
Hybridisierung mit der GAPDH-Sonde erfolgte zur Kontrolle der Menge der aufgetragenen RNA. Im
Stulendiagramm (unten) wurde die Induktion des c-fos-Gens normalisiert auf die Menge an aufgetragener RNA,
gemessen als Quantitidt des GAPDH-Transkripts, angegeben. Die relative uninduzierte Transkription von c-fos
wurde dabei dem Wert 1 gleichgesetzt. Die Auswertung der Signale erfolgte densitometrisch mit Hilfe eines
Phosphoimager (Phospholmager, Fujix BAS 1000).

Wie Abbildung 11 zeigt, bewirkt DHT in LNCaP-Zellen eine transiente Erhohung der
Transkription des c-fos-Gens. Das Balkendiagramm zeigt die Auswertung der Stirke der
Induktion durch DHT, normalisiert auf die Menge an Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH)-RNA als Kontrolle (Abb. 11 oben, unteres Kistchen). Die
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Induktion der c-fos-Expression folgt wiederum der gleichen Kinetik wie die zuvor beschriebene
Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 in LNCaP- und in PC3 AR -Zellen.

Zusammengefalt lassen die in diesem Kapitel gezeigten Ergebnisse den Schluf zu, daf3 die
androgeninduzierte Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 und die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Elk-1 in Androgenrezeptor-positiven Zellen zu einer verstirkten
Expression des endogenen immediate early Gens c-fos filhren. Um auszuschlielen, daB
dennoch ein klassischer Transaktivierungsmechanismus des AR an diesen Prozessen beteiligt
sein konnte, wurden die Anforderungen der ERK-Phosphorylierung an die
Androgenkonzentration und die Hemmbarkeit des DHT-Effekts durch Antiandrogene

untersucht.

3.2.5 Antiandrogene wirken als Agonisten bei der Androgenrezeptor-
vermittelten ERK-Aktivierung

Die klassische Transaktivierung durch den AR erfolgt konzentrationsabhingig mit einer
sigmoiden Dosis-Wirkungs-Relation zwischen 100 pM und 100 nM und einer halbmaximalen
Induktion bei einer Konzentration von 300 pM (Cato et al.,, 1987). Um die Wirkung
verschiedener Konzentrationen an Androgen auf die ERK-Aktivierung in AR-positiven Zellen
zu testen, wurden PC3 AR,,- und LNCaP-Zellen mit DHT in Dosen von 100 pM bis 100 nM
behandelt oder unbehandelt gelassen. Aktivierung von ERK 1 und ERK 2 wurde wiederum in
einem Western blot-Experiment anhand des Nachweises ihrer Phosphorylierung bestimmt.
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Abb. 12: Aktivierung von ERK 1 und ERK 2 durch Androgene und Antiandrogene in AR-
positiven Zellinien. (A) Dosisabhingigkeit der DHT-Antwort. Western blot-Experiment mit Extrakten aus
PC3 AR,,- und LNCaP-Zellen. Die Zellen wurden fiir 30 min mit steigenden Konzentrationen an DHT (0,1 bis
100 nM, Spuren 2-5 und 7-10) oder Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine behandelt. (B) Antiandrogene konnen die
DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung nicht hemmen. Western blot-Analyse mit Extrakten aus PC3 AR,
Zellen, welche fiir 30 min mit 100 nM DHT allein (Spur 2), mit DHT und 100 nM (Spur 3) oder 10 uM
Hydroxyflutamid (HydroxyF, Spur 4), mit DHT und 100 nM (Spur 5), 10 pM (Spur 6) Casodex (Cas) oder mit
0,1 % Ethanol (Spur 1) behandelt wurden. (C) Auch Antiandrogene fithren zur Phosphorylierung von ERK 1/2,
aber nicht p38 oder INK 1/2. oben: Phospho-MAPK Immunnachweise von ERK 1/2, p38 und JNK 1/2 mit
Extrakten aus PC3 AR,,-Zellen. Die Zellen wurden fiir 30 min mit 1060 nM DHT, 100 nM (Spur 3) oder 10 uM
Hydroxyflutamid (Spur 4), mit 100 nM (Spur 5) oder 10 uM (Spur 6) Casodex oder mit 0,1 % Ethanol (Spur 1)
behandelt. Als Kontrolle erfolgte eine Behandlung mit 5 plg/ml Anisomycin (Spur 7) und 80 ng/ml TPA (Spur
8) fiir jeweils 10 min. unten: Phospho-ERK 1/2 Immunnachweis mit Extrakten aus PC3 AR, -Zellen, welche
fiir 30 min mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (Spur 1), 100 nM DHT (Spur 2) oder mit 100 nM (Spur 3) oder
10 pM Cyproteronacetat (CPA, Spur 4) behandelt wurden.

Wie in Abbildung 12 A gezeigt ist auch die Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 bei
beiden Zelltypen abhingig von der DHT-Konzentration. Der Effekt ist bereits bei einer DHT-
Konzentration von 100 pM zu erkennen, wird dosisabhingig stdarker und erreicht den hochsten
Wert bei der héchsten verwendeten Konzentration von 100 nM. Diese Dosisabhingigkeit
entspricht also derjenigen der Transaktivierungsfunktion des AR als Transkriptionsfaktor im
Zellkern in Gegenwart von DHT. Die Untersuchung der Konzentrationsabhingigkeit alleine
kann also einen genomischen Effekt nicht ausschlieBen, im folgenden wurde deshalb die
Wirkung von Antihormonen betrachtet.

Antiandrogene wie Hydroxyflutamid und Casodex konnen die hormoninduzierte
Transaktivierung durch den Wildtyp-Rezeptor hemmen (Cato et al., 1987, Berrevoets et al.,
1993). Es stellte sich daher die Frage, welche Wirkung sie auf die DHT-vermittelte
Phosphorylierung der MAPkinasen ERK 1 und ERK 2 besitzen. PC3 AR, -Zellen wurden
simultan mit DHT und mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen der Antiandrogene
behandelt. Weder Hydroxyflutamid noch Casodex konnten, in niedriger (100 nM) oder hoher
Konzentration (100 uM) angewandt, die DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung hemmen
(Abb. 12 B, vergleiche Spuren 3 und 4 mit Spur 2, bzw. Spuren 5 und 6 mit Spur 2).
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Um eine Erkldrung fiir diese fehlende antagonistische Wirkung zu finden, wurde der Effekt
einer Induktion durch Antiandrogene alleine untersucht. Es zeigte sich, daB alle verwendeten
Antiandrogene bei einer Konzentration von 100 nM selbst schon die Aktivierung von ERK 1
und ERK 2 vermittelten (Abb. 12 C oben, oberes Kistchen). Dies gilt auch fiir das
Antiandrogen Cyproteronacetat (CPA, Abb. 12 C unten), welches beziiglich Transaktivierung
ein partieller Agonist ist, da es, wenn auch in geringerem Mafe als DHT, die Expression
androgen-abhingiger Gene induzieren kann (Kemppainen et al., 1992). Auch der
Antiandrogen-vermittelte AR-Effekt erwies sich als spezifisch fiir ERK 1/2, die JNKinasen und
p38 konnten durch Behandlung der PC3 AR ,-Zellen mit Hydroxyflutamid und Casodex nicht
phosphoryliert werden (Abb. 12 C oben, mittleres und unteres Kastchen).

Die agonistische Funktion der drei verwendeten Antiandrogene zeigte sich auch in der
Aktivierung von Elk-1. Um die Aktivitit von Elk-1 in Gegenwart von Antiandrogenen zu
bestimmen, wurde wiederum das Gal4-Elk-1-Fusionskonstrukt transient mit dem Gal4-
Luciferasereporterkonstrukt in PC3 LV- und PC3 AR ,-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden
fiir 6 Stunden mit DHT bzw. Antiandrogenen jeweils in einer Konzentration von 100 nM
behandelt oder unbehandelt gelassen. In Abbildung 13 sind die Ergebnisse dieser
Transfektionsexperimente dargestellt.
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Abb. 13: Antiandrogen-Behandlung fiihrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors Elk-1,
Vor der Transfektion wurden die Zellen fiir 2 Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS)
kultiviert. Jeweils eineinhalb Millionen PC3 LV und PC3 AR,-Zellen pro Schale wurden in DMEM mit 3 %
CCS transient mit 1 g des Fusionskonstrukts aus Gal4-DBD mit Elk-1 (pSG Gal4-Elk1) und 9 pg eines Gal4-
Luziferase Konstrukts (pG5.E4A38 lux3) cotransfiziert. Nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 2 h in
RPMI mit 3 % CCS, anschlieflend fiir 16 h in RPMI mit 0,5 % CCS inkubiert. Die Behandlung erfolgte fiir 6 h
mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (gestreifte Balken), mit 100 nM DHT (schwarze Balken), mit jeweils 100
nM der Antiandrogene Hydroxyflutamid (HydroxyF), Casodex oder Cyproteronacetat (CPA) (graue Balken) oder
mit 5 ng/ml EGF (weifle Balken). Die Zellen wurden geerntet, auf Eis lysiert und die relativen Lichteinheiten
(relative light units, RLU) als MaB der Luciferaseaktivitit von Extrakten mit gleicher Proteinmenge in einem
Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) gemessen. Das Sdulendiagramm stellt die Mittelwerte und
Standardabweichungen der induzierten Luziferaseaktivititen aus 3 unabhdngigen Experimenten dar. Diese
Aktivitit wurde im Falle der DHT-induzierten Aktivitit des Reporters in PC3 AR,-Zellen in Anwesenheit des
Fusionsproteins aus Gal4-DBD und Elk-1 dem Wert 1 gleichgesetzt. Alle anderen Werte wurden relativ dazu
ausgedriickt.
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Der DHT-induzierten Aktivitit des Gal4-Luziferase Indikatorplasmids in PC3 AR, -Zellen,
welche das Gal4-Elk-1 Fusionskonstrukt coexprimierten wurde der Wert 1 zugeordnet, alle
anderen Werte sind relativ dazu ausgedriickt. Wie in den zuvor beschriebenen Experimenten
(Kapitel 3.1.1) ist die basale Aktivitéit des Gal4-Reporters in PC3 AR -Zellen ca. dreimal hoher
als in den Leervektor-transfizierten PC3-Zellen. Dies ist moglicherweise auf eine geringfiigige
Menge an Androgen im Medium zuriickzufithren. In Anwesenheit des Androgenrezeptors
betrug die antiandrogen-induzierte Reporteraktivitit in Gegenwart von Hydroxyflutamid und
Cyproteronacetat etwa 70 %, fiir Casodex etwa 50 % der DHT-Induktion. In PC3 LV-Zellen
zeigten die Antiandrogene dagegen keinen Effekt. Dies schliefit eine androgenrezeptor-
unabhingige Aktivierung von Elk-1 durch Antiandrogene aus. Obwohl sie also in der Lage
sind, die Transaktivierung durch den Wildtyp-AR zu hemmen, konnen die Antihormone die
funktionelle ERK-Aktivierung nicht verhindern.

Daf} die Antiandrogene bei dieser AR-Wirkung alle selbst als Agonisten wirkten, erklért auch,
weshalb sie nicht in der Lage waren, die DHT-induzierte Phosphorylierung von ERK 1 und
ERK 2 zu hemmen. Sie verdindern jedoch nicht die Spezifitit der MAPkinasen-
Phosphorylierung durch den Androgenrezeptor fiir ERK 1 und ERK 2. Um einen positiven
regulatorischen Einflu auf die Aktivitdit des AR, als Transkriptionsfaktor im Zellkern
auszuiiben, sind wie in Abschnitt 3.1 gezeigt, hohe Antiandrogenkonzentrationen ( fiir
Transaktivierung im Bereich von 100 pM, fiir Transrepression von mindestens 1 UM)
notwendig. Durch die Wirkung der Antiandrogene als Agonisten der ERK-Aktivierung in
niedrigen Konzentrationen kann also vermutlich ein genomischer Effekt ausgeschlossen
werden. Eventuell handelt es sich bei dieser hier beschriebenen Androgenwirkung demnach um
eine  cytoplasmatische  Funktion des AR. Die Untersuchung  verschiedener
Androgenrezeptormutanten konnte Licht auf die Bedeutung dieses nicht-genomischen AR-
Effekts werfen.

3.2.6 Auswirkung von natiirlich vorkommenden Androgenrezeptormutationen
auf die Aktivierung von ERK 1 und ERK 2

Mutationen des AR werden mit verschiedenen patholophysiologischen Erscheinungen in
Verbindung gebracht (zur Ubersicht siche Quigley et al., 1995). Im folgenden wurde
untersucht, welche Auswirkungen solche natiirlich vorkommenden AR-Mutationen auf die
androgen- und antiandrogen-vermittelte MAPkinasen-Phosphorylierung haben. Die dafiir
verwendeten Mutationen waren a) Mutationen in der Hormonbindedomine, welche aus

Prostatatumoren isoliert wurden, b) eine Mutation in der N-terminalen Region, die bei bulbérer
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und spinaler Muskelatrophie (SBMA) auftritt und c) eine Mutation in der DNA-Bindedomine,

welche bei einem Patienten mit komplettem Androgeninsensitivititssyndrom gefunden wurde.

3,2.6.1 Mutationen in der Hormonbindedomiine

Die Mutation in der Hormonbindedomine des AR in LNCaP-Zellen (Veldscholte et al., 1990,
Fenton et al., 1997) und die bei Prostatakrebspatienten gefundenen somatischen Mutationen AR
V715M und AR V730M (siehe Abschnitt 3.1), verdndern die Funktion dieser Rezeptoren. Sie
fithren zu einer im Vergleich mit dem Wildtyp-AR stirkeren Transaktivierung in Anwesenheit
von Antiandrogenen. Die antiandrogen-induzierte Transrepression entspricht dagegen jedoch
derjenigen, welche durch Agonisten erzielt wird. Es stellte sich daher die Frage, ob es auch bei
der ERK-Phosphorylierung als Antwort auf Hydroxyflutamid oder Casodex einen Unterschied
zwischen Wildtyp-AR und diesen Rezeptormutanten gibt.

Um dies untersuchen zu kénnen, wurden PC3-Zellklone hergestellt, welche stabil die cDNAs
der mutierten Androgenrezeptoren AR V715M und AR V730M exprimierten. Abbildung 14 A
(links) zeigt die Expression der mutierten AR-Proteine in den resultierenden PC3 AR V715M-
und PC3 V730M-Zellklonen im Vergleich zur Rezeptormenge in LNCaP- und PC3 AR, -
Zellen. In den verwendeten Klonen wurden die verschiedenen AR-Proteine in dhnlicher Menge
gebildet. Um festzustellen, ob die Expression der AR-Mutanten in diesen Zellklonen auch zu
einer vergleichbaren Transaktivierung fithrt, wurde die DHT-abhéngige Induktion eines
androgen-abhiingigen Maus Mamma Tumor Virus (MMTV)-Luciferasereporterkonstrukts
(pHCwt-luc) in Transfektionsexperimenten untersucht. Dieser Reporter wurde verwendet, da
der long terminal repeat (LTR) des MMTYV vier AR-Bindestellen (androgen response element,
ARE) enthilt und ein gut untersuchtes Modell fiir die positive Genregulation durch den AR
darstellt. Wie im rechten Teil von Abbildung 14 A tabellarisch dargestellt, unterschieden sich
die AR-Mutanten nur geringfiigig in der Fahigkeit, dieses androgen-abhingige
Reporterkonstrukt in Gegenwart von DHT zu transaktivieren. Sie waren deshalb geeignet, um
die DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung vergleichend zu untersuchen.
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Abb. 14: Unverinderte Aktivierung von ERK 1 und 2 durch Antiandrogene in Zellen mit
mutierten Androgenrezeptoren. (A) links: PC3 AR-Zellklone und LNCaP-Zellen exprimieren
vergleichbare Mengen an AR-Protein. Western blot-Analyse mit Extrakten von PC3 LV-, PC3 AR,,-, PC3
V715M-, PC3 V730M- und LNCaP-Zellen, Die Zellen wurden bis zur Konfluenz in RPMI mit 10 % FCS
kultiviert, auf Eis geerntet, lysiert und Extrakte mit den gleichen Mengen Protein in einem 10 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transferieren auf eine Membran wurde das AR-Protein mit dem
spezifischen hAR-Antikorper sp061 (Verdinnung 1:1000) nachgewiesen. rechts: Die mutierten
Androgenrezeptoren zeigen keinen Unterschied zum Wildtyp-AR in der Transaktivierung eines klassischen
androgen-abhingigen Reportergens. Je 5 x 10° PC3 LV, PC3 AR,,-, PC3 AR V715M- und PC3 AR V730M-
Zellen pro Ansatz wurden 24 h vor der Transfektion in DMEM mit 3 % CCS ausplattiert. Mittels der
Calciumphosphat-Coprizipitationsmethode wurden die Zellen mit jeweils 10 pug des Indikatorplasmids pHCwt-
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luc transient transfiziert. Direkt nach der Transfektion wurden die Zellen mit 100 nM DHT oder als Kontrolle mit
Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, auf Eis lysiert und die relativen
Lichteinheiten (relative light units, RLU) als MaB der Luciferaseaktivitit von Extrakten mit gleicher
Proteinmenge in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) gemessen. Die Induktionswerte ergeben sich
aus der Division der DHT-induzierten durch die uninduzierte Luciferaseaktivitit. Die Zahlen der Tabelle
entsprechen den Mittelwerten und Standardabweichungen der DHT-Induktion aus zwei Transfektionsexperimenten,
(B) Hydroxyflutamid und Casodex induzieren ERK-Phosphorylierung in PC3-Zellen mit mutierten
Androgenrezeptoren. Western blot-Experiment mit Extrakten aus PC3 AR V715M-, PC3 AR V730M- und
LNCaP-Zellen. Die Zellen wurden zwei Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS) kultiviert
und zu 80 % konfluent ausplattiert. 16 h vor der Hormoninduktion wurde ein Mediumwechsel zu RPMI mit 0,5
% CCS durchgefiihrt. Die Behandlung der Zellen erfolgte fiir jeweils 30 min mit 100 nM DHT (Spuren 2, 6 und
10), 100 nM Hydroxyflutamid (HydroxyF, Spuren 3,7 und 11), 100 nM Casodex (Cas, Spuren 4, 8 und 12) oder
Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (Spuren 1, 5 und 9). Die Zellen wurden auf Eis geerntet, aufgebrochen und
Extrakte mit den gleichen Mengen Protein in 10 % SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, Nach dem Transfer auf
Membranen wurden die phosphorylierten Formen von ERK 1 und ERK 2 (phospho p42/44) mit einem
spezifischen Antikorper (Verdiinnung 1:1000) nachgewiesen.

LNCaP-Zellen und diese PC3 AR V715M- und PC3 AR V730M-Klone wurden fiir 30 min mit
10 nM DHT bzw. mit 100 nM und 10 UM Hydroxyflutamid oder Casodex behandelt (Abb. 14
B) und die Phosphorylierung von ERK 1/2 untersucht. Dabei zeigte sich kein Unterschied
zwischen den AR-Mutanten beziiglich der ERK-Aktivierung. Bei allen untersuchten Mutanten
wird die Phosphorylierung auch durch die eingesetzten Antiandrogene in vergleichbarer Stirke
induziert. Antiandrogene wirken also auf die untersuchten Mutanten ebenso wie auf den
Wildtyp-AR als positive Regulatoren der ERK-Aktivierung.

Die fiir diesen Effekt ausreichenden Antiandrogenkonzentrationen von 100 nM liegen auch hier
deutlich unter derjenigen, welche fiir Transrepression durch den Wildtyp-AR und fiir
Transaktivierung und Transrepression durch die AR-Mutanten AR V715M und AR V730M
notwendig war (vergleiche Abschnitt 3.1)., Die MAPkinasen-Phosphorylierung stellt also eine
spezifische Antwort des Androgenrezeptors dar, welche auch durch Antiandrogene aktiviert

wird.

Die untersuchten AR-Mutationen innerhalb der Hormonbindedoméine haben also keinen Einfluf
auf die ERK-Phosphorylierung in Gegenwart von DHT und Antiandrogenen. Es wurden
deshalb Mutationen in anderen Regionen des AR untersucht, um festzustellen, ob diese in
Bezug auf die ERK-Phosphosphorylierung einen Unterschied zum Wildtyp-Rezeptor zeigen.
Dies liele moglicherweise einen Schluf} auf die Eigenschaften des Rezeptors zu, die fiir eine
ERK-Aktivierung notwendig sind.
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3.2.6.2 Mutationen in der aminoterminalen Doméne des Androgenrezeptors:
Verlangerung der Glutaminhomopolymerfolge

Im N-Terminus des AR gibt es variable Regionen, welche aus Homopolymerabfolgen von
Glycinen und Glutaminen bestehen, den sogenannten Glycin- bzw. Glutaminstretches.
Glutamine werden durch die Nucleotidsequenz CAG codiert. Die Linge des Glutaminstretches
variiert bei der Gesamtpopulation zwischen 10 und 36 CAG-Folgen, bei einer X-chromosomal
vererbten Krankheit, der spinalen und bulbdren Muskelatrophie (SBMA, auch als Kennedy-
Syndrom bezeichnet) ist diese Glutaminabfolge iiber die normale Variabilitidt hinaus auf 40 bis
62 CAGs verlédngert (La Spada et al., 1991). Vermutlich fiihrt eine solche Rezeptormutation
nicht zu einem Funktionsverlust des AR (Neuschmid-Kaspar et al., 1996), dennoch ist diese
Krankheit in manchen Fillen von einer leichten Form der Androgenresistenz begleitet (Warner
et al., 1992, Brooks et al., 1997). Um den Effekt dieser amplifizierten Glutaminregion auf die
MAPkinase-Aktivierung zu untersuchen, wurde eine Rezeptormutante, welche eine Abfolge
von 77 Glutaminen enthielt (AR Q77) stabil in PC3-Zellen transfiziert. In Abbildung 15 ist die
Western blot-Analyse der DHT-induzierten MAPK-Phosphorylierung eines PC3-Zellklons
dargestellt, welcher AR Q77 in dhnlicher Quantitdt exprimiert, wie die in dieser Arbeit bisher
beschriebenen AR-Mutanten.

AR Q77

p44
phospho pd2

. phospho p38
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Abb. 15: DHT-Effekt auf MAPkinasen in Zellen, welche einen mutierten AR mit
verlingerter Glutaminabfolge im Aminoterminus exprimieren. Western blot-Analyse mit
Extrakten von PC3 AR Q77-Zellen. Die Zellen wurden zwei Tage in DMEM mit 3 % Aktivkohle-behandeltem
FCS (CCS) kultiviert und zu 80 % konfluent ausplattiert. 16 h vor der Hormoninduktion erfolgte ein Wechsel zu
Medium mit 0,5 % CCS. Die Behandiung der Zellen erfolgte fiir die angegebenen Zeiten mit 100 nM DHT
(Spuren 2-6) oder fiir 10 min mit 5 ng/ml EGF (Spur 7) oder Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (Spur 1) behandelt
wurden, AnschlieBend wurden die Zellen auf Eis geerntet, aufgebrochen und Extrakte mit den gleichen Mengen
Protein in einem 10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transferieren auf eine Membran wurden die
verschiedenen Proteine mit spezifischen Antikorpern nachgewiesen. Die Detektion des AR Q77 (oberstes
Kistchen) erfolgte mittels eines Antikorpers gegen den menschlichen AR (F 39.4.1, 1:1000), die
Immunnachweise der phosphorylierten Formen von ERK 1/2 (phospho p42/p44, mittleres Késtchen) und p38
(phospho p38, unterstes Kistchen) wurden mit den entsprechenden phospho-spezifischen Antikérpern
(Verdiinnung jeweils 1:1000) durchgefiihrt.

Die Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 als DHT-Antwort ist auch bei diesem Zellklon zu
beobachten. Die Hormonaktivierung dieses Rezeptors fiihrte, im Unterschied zu den bisher
untersuchten AR-Varianten, auflerdem zu einer Phosphorylierung der MAPkinasen-Isoform
p38. Die p38-Phosphorylierung ist nach 2 min zu erkennen und hélt tiber 4 Stunden in gleicher
Intensitét an. Ob diese zusétzliche Funktion des mutierten Rezeptors in Zusammenhang mit der
durch die Verldngerung der Glutaminabfolge hervorgerufenen Krankheit steht, wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Das FErgebnis zeigt jedoch, daf die
Aminosédurenhomopolymere in der aminoterminalen regulatorischen Doméne des AR bei der
Bestimmung der Subtypspezifitit der MAPkinasen-Antwort vermutlich eine wesentliche Rolle
spielen. Zusitzlich weist die MAPK-Phosphorylierung bei dieser AR-Mutante eine etwas
verdnderte Kinetik im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor auf: nach 4-stiindiger Behandlung der
Zellen war die ERK-Phosphorylierung noch sichtbar erh6ht, wihrend sie beim AR, zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr zu beobachten war. Dieses Charakteristikum war auch bei einer weiteren
natiirlich vorkommenden Mutante zu beobachten, die im folgenden beschrieben wird.
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3.2.6.3 Ein kerntranslokationsdefekter Androgenrezeptor ist noch in der Lage,
die Aktivierung von ERK 1 und ERK 2 zu induzieren

Die schnelle Kinetik der Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 durch DHT und die
Tatsache, dal Antiandrogene hierbei als Agonisten wirken konnen, legt die Vermutung einer
nicht-genomischen Wirkung des Androgenrezeptors nahe. Um dies zu verifizieren, wurde die
Verfiigbarkeit eines mutierten Androgenrezeptors genutzt, welcher bei einem Patienten mit
komplettem Androgeninsensitivitdtssyndrom (auch als Androgenresistenz bezeichnet) und
demzufolge weiblichem Phinotyp identifiziert wurde. Dieser Rezeptor enthilt eine
Punktmutation in der Kernlokalisationssequenz (NLS, nuclear localization sequence, Jenster et
al., 1993), welche zu einem Aminos4durenaustausch von Arginin zu Prolin an Position 617 fiihrt
(AR R617P). Dieser Rezeptor zeigt keinen Unterschied in der Steroidbindungsfahigkeit im
Vergleich zum Wildtyp-AR (Zoppi et al., 1992). Da die Mutation in der fiir den Kerntransport
notwendigen NLS liegt, wurde untersucht, ob diese AR-Mutante wie der Wildtyp-Rezeptor
nach Behandlung mit DHT in den Kern transloziert. Dazu wurden Zellen der AR-negativen
Affennierenzellinie Cos-7 transient mit einem Konstrukt transfiziert, welches die cDNA des
Wildtyp-AR bzw. der AR R617P-Mutante enthielt. Die Bestimmung der Lokalisierung des
Rezeptors erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung eines monoklonalen
anti-AR Antikorpers (F39.4.1) und eines Rhodamin-gekoppelten sekundédren Antikorpers. Es
zeigte sich, dal DHT-Behandlung der Zellen fiir 1 h eine vollstindige Translokation des
Wildtyp-Rezeptors in den Zellkern bewirkte (Abbildung 16 A, oberer Teil, vergleiche zweites
und viertes Bild von links). Dagegen verblieb die NLS-Rezeptormutante AR R617P auch nach
Hormonbehandlung ausschlieflich im Cytoplasma (Abb. 16 A, unterer Teil, vergleiche zweites
und viertes Bild von links). Jeweils das erste und dritte Bild von links in der Abbildung zeigt
die entsprechenden Zellen, bei welchen mittels Farbung mit dem kernspezifischen Farbstoff bis-
Benzimid (Hoechst Nr. 33250, Sigma) die Nuclei sichtbar gemacht wurden. Bei einer
transienten Transfektion wird das transfizierte Konstrukt, hier die cDNA des Wildtyp- und des
mutierten AR, nur von einigen Zellen aufgenommen und exprimiert. Der Vergleich zwischen
Kernfiarbung und Immunfluoreszenzsignal dokumentiert also die Spezifitit des AR-
Immunnachweises, denn nur ein Teil der Zellen (welche demzufolge ein
Androgenrezeptorprotein bildeten) wiesen ein Fluoreszenzsignal auf. Bei den AR,-
exprimierenden Zellen befand sich ein Teil des AR-Proteins bereits vor der Hormonbehandlung
im Zellkern, die NLS-Mutante dagegen war vollstindig vom Kerntransport ausgeschlossen
(vergleiche oben und unten, 2. Bild von links).
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Der kernlokalisationsdefekte Rezeptor AR R617P wurde stabil in PC3-Zellen transfiziert. Dabei
ergaben sich einige Schwierigkeiten, da das mutierte AR-Protein offensichtlich durch seine
ausschlieBlich cytoplasmatische Expression weniger stabil ist als das Wildtyp-AR-Protein.
Durch die stabile Transfektion wurde nur ein Zellklon erhalten, in welchem der mutierte
Rezeptor, wie durch Immunnachweis mit einem spezifischen AR-Antikorper (sp061) gezeigt, in
nachweisbarer Menge exprimiert wurde. Es stellte sich heraus, daB es nicht moglich war,
diesen stabilen Zellklon fiir ldngere Zeit in hormonfreiem Medium zu kultivieren, da dies zu
einem schnellen Verlust der AR-Expression fiihrte. Dagegen bewirkte Behandlung der Zellen
mit DHT eine Stabilisierung des AR R617P-Proteins (siehe Abb. 16 B, oberstes Kistchen, AR
R617P). Diese auch beim Wildtyp-AR zu beobachtende Stabilisierung beruht vermutlich direkt
auf der Bindung des Hormons durch eine resultierende Interaktion zwischen N-Terminus und
Hormonbindedoméne des AR (Kemppainen et al., 1992, Zhou et al., 1995). Um den Verlust
des Rezeptors zu verhindern, wurden die PC3 AR R617P-Zellen deshalb in Medium mit 10 %
foetalem Kilberserum (FCS), das geringe Mengen an Hormon mit androgener Aktivitit enthilt,
kultiviert. Erst 16 h vor exogener Hormongabe im Experiment wurde die Serumkonzentration
auf 0,5 % CCS reduziert.

A
- Hormon 100 nM DHT
Kernfirbung anti-AR Kernfirbung anti-AR
ARy
AR R617P
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Abb. 16: Die DHT-induzierte Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 erfordert keinen
Kerntransport des Androgenrezeptors. (A) Bestimmung des Kerntransports von Wildtyp-AR und AR
R617P mittels indirekter Immunfluoreszenz. Cos7-Zellen wurden durch Elektroporation mit je 15 pg der
Expressionsvektoren von Wildtyp-AR (obere Bildreihe) und AR R617P (untere Bildreihe) pro Ansatz transfiziert
und in DMEM mit 10 % FCS auf Deckgldschen in Kulturschalen verteilt. Zwei Tage nach der Transfektion
wurde das Medium gegen DMEM mit 3 % CCS ausgewechselt und die Zellen fiir weitere 16 h inkubiert. Die
Induktion erfolgte fiir eine Stunde mit 100 nM DHT oder mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine. Die Zellen
wurden mit 3 % Paraformaldehyd in wissriger Losung fiir 15 min fixiert, anschlieBend wurde die Fixierlosung
abgesaugt und die Zellen fiir 15 min mit 50 mM NH4C] behandelt. Unspezifische Bindungen wurden durch
Vorinkubation mit 0,2% Gelatine in PBS fiir 20 min abgesittigt. Die Inkubation mit dem AR-spezifischen
Antikorper F 39.4.1 (BioGenex) erfolgte fiir eine Stunde in einer Verdiinnung von 1:10 mit 0,2 % Gelatine in
PBS bei RT. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir je 5 min wurde der Rhodamin-markierte Ziege anti-Maus-
Sekundérantikorper (Dianova) in einer Verdiinnung von 1: 50 mit 0,2 % Gelatine in PBS fiir 1 h appliziert.
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AnschlieBend wurde fiir 5 min 1:1000 in PBS verdiinntes bis-Benzimid (Hoechst Nr, 33250, Sigma) fiir die
Kernfirbung zugegeben. Die Deckgldschen wurden mit EinschluBmedium (mounting medium, Dako, Glostrup,
Dinemark) auf Objekttrager montiert, mit Nagellack abgedichtet und im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)
betrachtet. (B) DHT-Induktion der ERK-Phosphorylierung in Zellen mit kernlokalisationsdefektem AR. Western
Blot-Analyse mit Extrakten von PC3 AR R617P-Zellen. Die Zellen wurden bis zur 80 %igen Konfluenz in
RPMI mit 10 % FCS kultiviert, 16 Sunden vor Zugabe der Induktoren wurden sie in Medium mit 0,5 % CCS
gehungert. AnschlieBend erfolgte die Behandlung fiir die angegebenen Zeiten mit 100 nM DHT (Spuren 2-10)
oder fiir 30 min mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (Spur 1). Die Zellen wurden auf Eis geerntet, aufgebrochen
und Extrakte mit den gleichen Mengen Protein in 10 % SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Nach dem Transfer
auf Membranen wurden das mutierte AR-Protein (AR R617P, oberes Kistchen), die phosphorylierten Formen
von ERK 1 und ERK 2 (phospho p42/44, mittleres Késtchen) und das gesamte exprimierte ERK 1/2 (p42/p44,
unteres Késtchen) mit spezifischen Antikérpern (Verdiinnung jeweils 1:1000) nachgewiesen. (C) Der mutierte
AR R617P kann ein klassisches androgenabhingiges Reportergen nicht transaktivieren. Je 5 x 10° PC3 AR,,-,
PC3 AR R617P- und PC3 LV-Zellen pro Ansatz wurden 24 h vor der Transfektion in DMEM mit 3 % CCS
ausplattiert. Mittels der Calciumphosphat-Copriézipitationsmethode wurden die Zellen mit jeweils 10 pg des
Indikatorplasmids pHCwt-luc transient transfiziert. Direkt nach der Transfektion wurden die Zellen mit 100 nM
DHT oder als Kontrolle mit Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, auf
Eis lysiert und die relativen Lichteinheiten (relative light units, RLU) als MaB der Luciferaseaktivitit von
Extrakten mit gleicher Proteinmenge in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) gemessen. Die
Induktionswerte ergaben sich durch Division der Luziferaseaktivititen der Extrakte der jeweiligen DHT-
behandelten durch die der Extrakte der unbehandelten Zellen. Die Zahlen der Tabelle (links) entsprechen den
Mittelwerten und Standardabweichungen der DHT-Induktion aus zwei Transfektionsexperimenten. rechts:
Western blot-Analyse der AR-Menge in Extrakten der mit pHCwt-luc transfizierten PC3-Zellklone. Die Zellen
jeweils einer Schale der transfizierten PC3 AR, (Spur 1), PC3 AR R617P- (Spur 2) und AR LV-Klone (Spur
3) wurden nach 24-stiindiger Behandlung mit 100 nM DHT auf Eis geerntet, aufgebrochen und Extrakte mit den
gleichen Mengen Protein fiir einen Immunnachweis des AR-Proteins in einem Western blot-Experiment mit dem
AR-spezifischen Antikorper F 39.4.1 eingesetzt.

Wie in Abbildung 16 B dargestellt, ist dieser ausschlieBlich cytoplasmatisch lokalisierte
Rezeptor immer noch in der Lage, die schnelle Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 zu
vermitteln. Auch in diesem AR R617P exprimierenden Zellklon war wie bei den PC AR Q77-
Zellen nach 4 Stunden noch eine Phosphorylierung der ERKs nachweisbar.

Der mutierte Androgenrezeptor war, wie durch seine cytoplasmatische Lokalisierung zu
erwarten, auch nicht in der Lage, ein klassisches androgen-abhingiges Reporterkonstrukt
(pHCwt-luc) zu transaktivieren, wihrend AR,, eine starke DHT-induzierte Expression dieses
Reporters zeigte (Abb. 16 C, links). Der parallel durchgefiihrte AR-Immunnachweis zeigt, daB3
AR, - und AR R617P-Protein gebildet wurden. Die fehlende DHT-Induktion in PC3 AR
R617P-Zellen war also nicht auf einen Verlust der Expression des Rezeptors zurlickzufiihren
(Abb. 16 C, rechts).
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Die Tatsache, dafl diese kernlokalisations- und transaktivierungsdefekte AR-Mutante dennoch
die ERK-Phosphorylierung als schnellen Effekt vermittelt, zeigt eindeutig, dafl es sich hierbei
um eine neue, cytoplasmatische Funktion des AR handelt. Wie und auf welcher Ebene der AR
im Cytoplasma der Zelle in den normalerweise durch Wachstumsfaktoren induzierten

Signaltransduktionsweg eingreift, wurde im folgenden genauer analysiert.

3.2.7 Verschiedene Kinaseinhibitoren @ und dominant-negative Kinasen
verhindern die dihydrotestosteron-induzierte ERK-Phosphorylierung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal die Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 zur
Aktivierung der nachfolgenden Signalkette und zur verstirkten Expression des immediate early
Gens c-fos fiihrt (siche Abschnitte 3.2.3 und 3.2.4). Um die Abfolge der Ereignisse vom AR
zur Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 ndher zu charakterisieren, wurde die Beteiligung
verschiedener Proteinkinasen an der DHT-Antwort in PC3 AR, -Zellen untersucht.

Einer der ersten Schritte bei der wachstumsfaktor-vermittelten Aktivierung ist die
Tyrosinphosphorylierung der MAPkinase. Darum wurde geklirt, ob Tyrosinkinasen an der
Induktion des AR-vermittelten Effekts beteiligt sind. Hierzu wurden die Zellen 15 min vor der
Hormoninduktion mit dem Tyrosinkinaseninhibitor Genistein (Geissler et al., 1990)
vorbehandelt und der Effekt auf die DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung in einer Western
blot-Analyse untersucht. Es zeigte sich, daB Genistein in der Lage war, den DHT-Effekt,
ebenso wie die EGF-Antwort, die als Positivkontrolle betrachtet wurde, vollstindig zu
blockieren (Abbildung 17 A). Dies zeigt eine Parallele zwischen Wachstumsfaktor-
Signaltransduktion und der DHT-Wirkung in AR-positiven PC3-Zellen.
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Aus diesem Grund wurde die Beteiligung anderer Proteinkinasen, welche in
Signaltransduktionswege durch Wachstumsfaktoren involviert sind, untersucht. Dazu wurde
die Verfligbarkeit folgender spezifischer Inhibitoren genutzt: a) PD98059 (Dudley et al., 1995),
ein Inhibitor der MAPK/ERK-Kinase (MEK). b) Wortmannin, ein Inhibitor der
Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3 K) (Ward et al., 1996) und ¢) GF109203X (Toullect et al.,
1991), ein Inhibitor der Proteinkinase C (PKC). Auflerdem wurden die Zellen 16 h mit TPA
vorbehandelt. Eine solche verlidngerte TPA-Behandlung bewirkt eine Desensibilisierung der
Zellen gegeniiber Induktoren der PKC-Aktivitidt durch verringerte Expression verschiedener
Isoformen dieses Enzyms (Fabbro et al., 1986). Normalerweise wirksame Stimuli konnen dann
nicht mehr zur Aktivierung phorbolester-sensitiver PKC-Subtypen fiihren. Das Ergebnis der
Untersuchungen mit den Proteinkinaseinhibitoren ist in Abbildung 17 B dargestellt.
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Abb. 17: MEK, PKC und PI3 Kinase sind an der DHT-induzierten Phosphorylierung von
ERK 1 und ERK 2 beteiligt. (A) Beteiligung von Phosphotyrosinkinasen. Phospho ERK 1/2-
Immunoblot mit Extrakten von PC3 AR,,-Zellen. Die Zellen wurden fiir 15 min mit Genistein (50 pM, Spuren
2, 4 und 6) oder Vehikel (hier 0,1 % DMSO, Spuren 1, 3 und 5) alleine vorinkubiert und anschlieBend fiir 10
min mit 5 ng/ml EGF (Spuren 3 und 4) oder fiir 30 min mit 100 nM DHT (Spuren 5 und 6) oder Vehikel (0,1 %
Ethanol) alleine (Spuren 1 und 2) behandelt. (B) Inhibitoren von MEK, PKC und PI3 Kinase hemmen die DHT-
induzierte Phosphofylierung von ERK 1/2. Western blot-Analyse mit Extrakten von PC3 AR,-Zellen. Die
Zellen wurden fiir 2 Tage in RPMI mit 3 % Aktivkohle-behandeltem FCS (CCS) und anschlieBend fiir 16 h in
RPMI mit 0,5 % CCS kultiviert. Die Behandlung der Zellen erfolgte mit 100 nM DHT (Spuren 2-6) oder mit
Vehikel (0,1 % Ethanol) alleine (Spur 1) in Abwesenheit oder Anwesenheit verschiedener Inhibitoren. Als
Kontrolle erfolgte eine Induktion der ERK-Phosphorylierung durch 10 mininiitige Behandlung mit 5 ng/ml EGF
(Spuren 7-10) oder 80 ng/ml TPA (Spuren 11-14) ebenfalls in An- oder Abwesenheit der Inhibitoren. Die
Inhibitoren wurden 15 min vor Zusatz der Induktoren zugegeben, Abwesenheit der Inhibitoren bedeutet dabei
Zugabe von Vehikel (fiir die Inhibitoren: 0,1 % DMSO) (Spuren 1, 2, 7 und 11). Bei den verwendeten
Inhibitoren handelte es sich um 50 uM PD98059 (Spuren 3 und 8), 500 nM GF109203X (Spuren 4, 9 und 12)
und 100 nM Wortmannin (Spuren 6, 10 und 14). Im Falle einer verlidngerten Vorbehandlung mit Phorbolester
(TPA 16 h, Spuren 5 und 13) wurden die Zellen 16 h vor der Zugabe der Induktoren mit 80 ng/ml TPA
inkubiert. Die Zellen wurden auf Eis geerntet, aufgebrochen und Extrakte mit den gleichen Mengen Protein in 10
% SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Nach dem Transfer auf Membranen wurden die phosphorylierten Formen
von ERK 1 und ERK 2 (phospho p42/44, A, oberes Késtchen in B) und das gesamte ERK 1/2 (p42/p44, unteres
Kistchen in B) mit spezifischen Antikorpern (Verdiinnung jeweils 1:1000) nachgewiesen. (C) Dominant-negative
Mutanten der PI3 Kinase und von Raf-1 hemmen die DHT-induzierte Erhéhung der transkriptionellen Aktivitét
von Elk-1. PC3 AR,,-Zellen wurden vor der Transfektion fiir mindestens 2 Tage in Medium mit 3 % CCS
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kultiviert. Eineinhalb Millionen Zellen wurden transient mit 1 pg des leeren Expressionsvektors RSV-H20
(Vektor) oder dominant-negativem p85 (p85 A) oder dominant-negativem cRafC4, 1 pg der Gald-DBD alleine
(pSG424) oder als Fusionskonstrukt mit Elk-1 (pSG Gal4-Elk-1), und 8 png eines Gal4-Luziferase Konstrukts
(pG5.E4A38 lux3) cotransfiziert. Nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 2 h in Medium mit 3 % CCS,
anschlieBend fiir 16 h in Medium mit 0,5 % CCS inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 6 h mit Vehikel
(0,1 % Ethanol) alleine (gepunktete Balken), mit 100 nM DHT (gestreifte Balken) oder mit 5 ng/ml EGF (weifle
Balken) behandelt. Danach wurden die Zellen geerntet, auf Eis lysiert und ein Luziferasetest mit gleichen Mengen
Protein durchgefiihrt. Als Mal der Luciferaseaktivitit wurden die relativen Lichteinheiten (relative light units,
RLU) von Extrakten mit gleicher Proteinmenge in einem Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) gemessen.
Das Siulendiagramm stellt die Mittelwerte und die Standardabweichungen der induzierten Luziferaseaktivititen
aus flinf unabhdngigen Experimenten dar. Diese Aktivitdt wurde im Falle der Basalaktivitdt des Reporters in
Anwesenheit des Fusionsproteins aus Gal4-DBD und Elk-1 und RSV-H20 (Vektor) dem Wert 1 gleichgesetzt.
Alle anderen Werte wurden relativ dazu ausgedriickt.

Um sicher zu sein, daf die Kinaseinhibitoren in den Zellen wirksam waren, wurde ihr Effekt
auf die EGF- (Abb. 14 B, Spuren 7-10) und TPA- (Spuren 11-14) induzierte ERK-
Phosphorylierung getestet. Die Vorbehandlung mit den verschiedenen Inhibitoren fiihrte dabei
zu den erwarteten Effekten. So verhinderte der MEK-Inhibitor PD98059 (Spur 8), nicht jedoch
der PKC-Inhibitor (Spur 9), die durch den epidermalen Wachstumsfaktor EGF induzierte ERK-
Phosphorylierung. Wortmannin zeigte eine hemmende Wirkung (Spur 10), dies entspricht
Beobachtungen, dafl in manchen Zellen die Stimulation von EGF zur Aktivierung der PI3
Kinase fiihrt (Bjorge et al., 1990, Jackson et al., 1992, Akimoto et al., 1996). Die TPA-
induzierte ERK-Aktivierung konnte zwar durch den PKC-Inhibitor GF109203X (Spur 12) und
Behandlung der Zellen mit TPA tiber Nacht (Spur 13) gehemmt werden, nicht jedoch durch den
PI3 Kinaseinhibitor Wortmannin (Spur 14).

Die DHT induzierte ERK-Phosphorylierung in PC3 AR,-Zellen entsprach beziiglich der
Beteiligung der untersuchten Kinasen weder vollstindig der durch TPA- noch der durch EGF-
vermittelten ERK-Aktivierung: Es zeigte sich, da der MAPK/ERK Kinaseinhibitor PD98059
die DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung verhinderte. Hemmung des DHT-vermittelten
Effekts durch 15 miniitige Vorbehandlung mit dem Inhibitor GF109203X zeigte die Beteiligung
einer PKC-Isoform an der Signaltransduktion durch den AR. Dies wurde durch den
vollstidndigen Verlust der ERK-Phosphorylierung bei verldngerter Vorbehandlung mit TPA tiber
Nacht bestitigt. Flinfzehn miniitige Vorbehandlung der Zellen mit Wortmannin fithrte ebenfalls
zu einer starken Hemmung des DHT-Effekts auf ERK 1 und ERK 2.

Um die Beteiligung der PI3 Kinase und die Spezifitdt der Hemmung durch Wortmannin zu
verifizieren, wurde die Verfiigbarkeit einer dominant-negativen Mutante der regulatorischen 85
kDa-Untereinheit der PI3 Kinase (p85A, Brennan et al., 1997) genutzt. Dieser Mutante fehit die
Bindestelle fiir die katalytische 110 kDa-Untereinheit der PI3 Kinase (p110). Sie verhindert
darum die Regulation des aktiven Enzymkomplexes und seine Rekrutierung an die
Plasmamembran (Dhand et al., 1994). Entsprechend zu den in Abschnitt 3.2.4 beschriebenen
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Cotransfektionsexperimenten mit dem Gal4-Elk1-Konstrukt, wurde die Wirkung dieses
dominant-negativen p85A auf die DHT- und EGF-induzierte Aktivierung des Gal4-Luziferase
Reporters in PC3 AR ,-Zellen untersucht. Das in Abbildung 17 C dargestelite Ergebnis zeigt,
daB die DHT-induzierte Reporteraktivitiit vollstdndig durch Coexpression von p85A gehemmt
wird und bestitigt so die Beteiligung der PI3 Kinase an der DHT-induzierten Aktivierung von
ERK 1 und 2. Auch die EGF-induzierte Aktivierung des Reporterkonstrukts wird durch p85A-
Coexpression vermindert, Die PI3-Kinase ist also sowohl in die DHT- als auch in die EGF-
Signaltransduktion in PC3 AR, -Zellen involviert. Dies wurde schon aufgrund der in Abbildung
14 A zu erkennenden Hemmung der ERK-Aktivierung durch Wortmannin vermutet.

Da Raf-1 als MAPkinase Kinase Kinase oberhalb von MEK innerhalb der Kaskade von
regulatorischen Ereignissen ist, welche zu einer verstéirkten Aktivierung von ERK 1 und ERK 2
filhren, wurde zusitzlich der Effekt einer dominant-negativen Mutante von Raf-1 (RSV-
cRafC4, Bruder et al.,, 1992) auf die Elk-1 Aktivitit untersucht. Coexpression von cRafC4
filhrte wie die Coexpression von p85A zu einer Reduktion der basalen Reporteraktivitit auf
etwa die Hilfte. Die DHT- und EGF-induzierte Aktivierung wurde vollstindig gehemmt.
Insgesamt weisen diese Ergebnisse aus den Transfektionsexperimenten also darauf hin, da
DHT den MEK/MAPK-Signaltransduktionsweg {iber einen PI3 Kinase und Raf-1
einschliefenden Weg aktiviert.

Zusammengefal}t zeigen die in Kapitel 3.2 dargestellten Ergebnisse, daf es eine spezifische
cytoplasmatische Funktion des Androgenrezeptors gibt, welche die schnelle Aktivierung der
MAPkinasen ERK 1 und ERK 2 ecinschlieft. Wie durch die Verwendung von
Proteinkinaseinhibitoren und dominant-negativen Kinasen gezeigt wurde, stellt die
Signaltransduktion des Androgensignals einen eigenen Weg dar, der sich von dem durch EGF
oder Phorbolester induzierten Signalweg unterscheidet. Diese Wirkung unterscheidet sich
hinsichtlich ihrer Hemmbarkeit durch die verwendeten Antiandrogene von den bisher bekannten
klassischen Funktionen des Androgenrezeptors als Transkriptionsfaktor. Die AR-induzierte
Aktivierung des M APkinase-Signaltransduktionswegs muf3 deshalb in Zukunft beriicksichtigt
werden, wenn nach wirkungsvolleren Androgenantagonisten fiir die Therapie von

Prostatakrebs gesucht wird.
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4 Diskussion

Eine Funktion des Androgenrezeptors ist seine Kklassische Wirkung im Zellkern als
Transkriptionsfaktor mit der Fihigkeit zur positiven und negativen Genregulation. Zusétzlich
wurde in dieser Arbeit beschrieben, daB der AR auflerdem nicht-genomische Wirkungen als
Vermittler der cytoplasmatischen Signaltransduktion besitzt. Insbesondere wurde der Effekt von
Antiandrogenen, welche bei der vollstindigen Androgenablationstherapie bei Prostatakrebs
angewandt werden, auf die verschiedenen Funktionen des AR analysiert. Auflerdem wurde die
Auswirkung von Mutationen des AR im Hinblick auf die verschiedenen AR-Wirkungen

untersucht.

4.1 Klassische Funktionen des Androgenrezeptors

Der Androgenfezeptor ist wie alle Steroidhormonrezeptoren zur klassischen
Kernrezeptorfunktion in der Lage, d.h. er kann als Transkriptionsfaktor die Expression von
Genen positiv oder negativ regulieren. Die transkriptionelle Aktivitdt von Kernrezeptoren kann
durch Antihormone inhibiert werden. Diese Beobachtung bildet die Basis fiir die therapeutische
Anwendung solcher Hormonantagonisten. Es gibt jedoch Fille, in denen die Antihormone
selbst als positive Regulatoren wirken, das bedeutet, sie sind ebenfalls in der Lage
Transaktivierung und Transrepression durch den Steroidhormonrezeptor zu vermitteln. Im Falle
des AR kann dies beobachtet werden, wenn bestimmte Mutationen in der Hormonbindedoméne
des Rezeptors auftreten (zur Ubersicht siehe Barrack, 1996 und Tabelle in Abschnitt 1.3.1). Da
solche Mutationen bei Patienten mit Prostatakrebs gefunden wurden, wird postuliert, da3 ihr
Vorhandensein die Insensitivitdt des AR gegeniiber einer Antiandrogenbehandlung bestimmt.

In Abschnitt 3.1 dieser Arbeit wurde die Transaktivierung und Transrepression durch zwei
dieser mutierten Rezeptoren analysiert. Diese AR-Mutanten enthalten identische
Aminosgurenaustausche von Valin zu Methionin an nahe zusammenliegenden Positionen in der
Hormonbindedoméne des Rezeptors (AR V715M und AR V730M). Die Sensitivitdt dieser
Mutanten gegeniiber den Antihormonen Hydroxyflutamid und Casodex, welche bei der
Prostatakrebstherapie hdufig eingesetzt werden, wurden in transienten

Transfektionsexperimenten bestimmt.
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4.1.1 Transaktivierung in Gegenwart von Antiandrogenen

Die antiandrogen-abhingige Transaktivierung durch die mutierten Androgenrezeptoren wurde in
Cotransfektionsanalysen in der rezeptornegativen Affennierenzellinie CV-1 untersucht (siche
Abschnitt 3.1). Als Beispiel fiir ein durch Androgene positiv reguliertes Gen wurde ein
Reporterkonstrukt mit einer dimerisierten AR-Bindestelle vor einer TATA-Box und einem
Chloramphenicol-Acetyltransferasegen (ARE, TATA CAT) verwendet. Ein solches Konstrukt
erlaubt es, gezielt die durch DNA-Bindung des AR vermittelte Transaktivierung zu betrachten.
AR V715M und AR V730M zeigten eine gegeniiber dem Wildtyp-AR signifikant erhohte
Fihigkeit, dieses Reportergen in Gegenwart von hohen Antiandrogenkonzentrationen (100 uM)
zu transaktivieren.

Das Verhalten eines AR mit einer Mutation in der Hormonbindedoméne (HBD) kann durch eine
genauere Analyse der HBD moglicherweise besser bewertet werden. Anhand
rontgenkristallographischer  Spektren wurden die dreidimensionalen  Strukturen der
Hormonbindedoménen des menschlichen Retinsdurerezeptors ¥ (RARY) und des menschlichen
9-cis Retinsdurerezeptors . (RXRa) (Bourguet et al., 1995) beschrieben. Basierend auf diesen
Kristallstrukturen wurden die Hormonbindedoménen verschiedener Mitglieder der
Steroidhormonrezeptorfamilie in 12 a-Helices (H1-H12) und zwei [-Faltblattstrukturen
eingeteilt (Wurtz et al., 1996). Von besonderer Bedeutung ist dabei die Helix 12, welche nach
Ligandenbindung in das Zentrum der dreidimensionalen Struktur umklappt.

In Untersuchungen am Estrogenrezeptor (ER) wurde gezeigt, dal H3, H6, H8, H11, H12 und
die zwei [3-Faltblattstrukturen gemeinsam die dreidimensionale Struktur der ligandenbindenden
Kavitit bilden (Brzozowski et al., 1997). Die unterschiedlichen Positionierungen der Helix 12,
welche in Gegenwart von Estrogenen und Antiestrogenen beobachtet wurden, waren dabei fiir
die beobachteten funktionellen Unterschiede bei der Transaktivierung verantwortlich
(Brzozowski et al., 1997, Nichols et al., 1998). Dies bedeutet, nur der agonisten-beladene ER
konnte die geeignete Konformation fiir die Transaktivierung und fiir die Rekrutierung von
Cofaktoren einnehmen. Es wurde jedoch gezeigt, da3 Mutationen in der HBD dazu fiihrten, daf3
auch Antagonisten die fiir die Transaktivierung notwendige Positiohierung der Helix 12
induzieren konnten (Nichols et al., 1998).

Ordnet man die Aminosduren der AR-Hormonbindedomine aufgrund der bekannten
Kristallstrukturen der Retinsdurerezeptoren den einzelnen Helices zu, so befinden sich die
meisten der bisher bei Prostatakrebspatienten identifizierten Mutationen in H3, H11, und H12
(Fuhrmann et al.,, 1997). Die mutierten Aminosiduren an Positionen 715 und 730 liegen
vermutlich zwischen H3 und H4 bzw. in H4 der HBD des Rezeptors. Diese Aminosduren
befinden sich damit in der Néhe der fiir den ER beschriebenen Helices, welche an der Bildung
der hormonbindenden Oberflidche beteiligt sind.
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Moglicherweise verdndern also die Aminosdurenaustausche die sterische Konformation der
Ligandenbindungsdoméne der mutierten AR so, dafl sowohl Androgene als auch Antiandrogene
die Fahigkeit zur Transaktivierung vermitteln konnen. Falls zukiinftige funktionelle Analysen
der noch nicht charakterisierten AR-Mutanten eine dhnliche erweiterte Steroidspezifitit zeigen
wie AR V715M und AR V730M, wiirde dies darauf hinweisen, daB die diese Mutationen
tragenden Helices ebenfalls einen wichtigen Teil der ligandenbindenen Oberfliche des AR
bilden. Eine solche Hypothese lieBe sich mit Rontgenkristallstrukturanalysen an Wildtyp- und
mutierten Androgenrezeptoren nachweisen. Solche Untersuchungen wurden bisher am AR
jedoch nicht durchgefiihrt.

Aktivierung eines mutierten AR durch Antiandrogene wurde erstmals in der
Prostatakarzinomzellinic LNCaP beschrieben. Diese Zellen sind metastasierende
Prostatakrebszellen, welche einen funktionellen AR mit einem Aminosdurenaustausch von
Threonin zu Alanin an Position 877 (T877A) der HBD exprimieren. (In Analogie zur Struktur
der Retinsiurerezeptoren entspriiche dies der Helix 11.) In diesen Zellen reichte bereits eine
niedrige Konzentration (10 nM) an Hydroxyflutamid aus, um die positive genregulatorische
Funktion des mutierten AR T877A zu induzieren (Veldscholte et al., 1990, Veldscholte et. al.,
1992, Berrevoets et al., 1993). Mehrere Erklarungsmoglichkeiten wurden fiir dieses verénderte
Verhalten des mutierten Rezeptors vorgeschlagen. So weist diese AR-Mutante zum Beispiel
eine stirkere Affinitit zu Hydroxyflutamid (Veldscholte et al., 1990), eine erhohte
Stabilisierung (Kemppainen & Wilson, 1996) und eine verénderte Konformation in Gegenwart
des Antiandrogens (Kuil & Mulder, 1994) auf.

Bei der Untersuchung der mutierten Rezeptoren AR V715M und AR V730M auf diese
Eigenschaften wurde deutlich, daB sie nicht diesen Charakteristika der AR-Mutation aus
LNCaP-Zellen entsprechen. Sie zeigten zum Beispiel keinen Unterschied gegeniiber AR, in
einem partiellen tryptischen Verdau, bei welchem eine unterschiedliche Konformation der
Rezeptoren durch eine Veridnderung des Fragmentmusters sichtbar gemacht werden kann. Fiir
den AR wurde beschrieben, da8 in einem solchen Test, aufgrund einer Konformationsidnderung
nach Bindung eines Agonisten, ein 30 kDa-Fragment, welches die Hormonbindedomine
enthélt, vor dem proteolytischen Abbau geschiitzt wird (Kallio et al., 1994). Bei der Mutante
AR T877A aus LNCaP-Zellen konnte dieses fiir Agonisten charakteristische Fragment auch in
Gegenwart von Hydroxyflutamid beobachtet werden. Beim hydroxyflutamid-beladenen
Wildtyp-Rezeptor trat ein solches Fragment dagegen nicht auf (Kuil & Mulder, 1994).

Bei der Analyse der hier verwendeten Androgenrezeptormutante AR V715M zeigte sich jedoch,
da3 bei niedrigen Konzentrationen an Hydroxyflutamid und Casodex das Fragmentmuster
ebenso wie das des Wildtyp-AR dem des unbeladenen AR entsprach. Dagegen wurde bei hohen
Konzentrationen der beiden Antiandrogene sowohl bei AR, als auch bei der Mutante das fiir
Agonisten charakteristische 30 kDa-Fragment geschiitzt, der Wildtyp-AR und AR V715M
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nahmen also die "aktive" Konformation ein (Peterziel et al.,, 1995). Diese
Konformationsénderung kann demzufolge nicht die beschriebene im Vergleich zu AR, erhohte
Transaktivierung durch die AR-Mutante bei 100 WM Konzentrationen an Antiandrogen erkléren.
Dies schlief3t jedoch nicht aus, daB} sich der Wildtyp-AR und die zwei Mutanten AR V715M und
AR V730M in ihrer Konformation unterscheiden. Moglicherweise konnte durch Verwendung
geeigneter anderer Proteasen oder, wie oben beschrieben, in Rontgenstrukturanalysen eine
verdnderte Konformation gezeigt werden.

In Untersuchungen der Bindungsaffinitit von Hydroxyflutamid und Casodex zu AR V715M
bzw. AR V730M und AR, zeigte sich ebenfalls keinen Unterschied zwischen diesen
Rezeptoren. Bei einer Konzentration von 100 puM verdridngten die Antiandrogene das
hochaffine synthetische Androgen R1881 (Methyltrienolon) vollstédndig von der Bindung an
den Wildtyp- bzw. die mutierten Rezeptoren (Peterziel et al., 1995). Die verstirkte
Transaktivierung durch die mutierten Rezeptoren in Gegenwart von Hydroxyflutamid und
Casodex hat also moglicherweise andere Griinde als die direkte Liganden-Rezeptor-Interaktion.

Betrachtet man die in dieser Arbeit dargestellten Transaktivierungsexperimente genauer, so wird
deutlich, daB Hydroxyflutamid und (in geringerem MaBe) Casodex in einer Konzentration von
100 uM auch das Transaktivierungspotential des Wildtyp-AR erhohen, allerdings deutlich
schwicher als das der AR-Mutanten. Dies ist in Ubereinstimmung mit Daten einer anderen
Arbeitsgruppe, die zeigten, dal hohe Konzentrationen (= 10 puM) Hydroxyflutamid in
transienten Transfektionsexperimenten in CV-1-Zellen zur Transaktivierung eines androgen-
responsiven Reporters durch den Wildtyp-AR fithren (Wong et al., 1995, Kemppainen &
Wilson, 1996).

Auch fiir Estrogenrezeptor (ER) und Progesteronrezeptor (PR) ist eine ErhShung der
Transaktivierung in Abhéngigkeit von Zelltyp und Promotorkontext durch Antihormone
beschrieben worden (Berry et al., 1990, Katzenellenbogen et al.,, 1996, Meyer et al., 1990,
Sartorius et al., 1993). In diesen Féllen gibt es Hinweise darauf, dal Wechselwirkungen mit
Cofaktoren determinieren, ob die Antihormone agonistische oder antagonistische Wirkung
haben (Jackson et al., 1997, Smith et al., 1997). Antihormone kdnnen demnach vermutlich
nicht nur durch kompetitive Bindung an den jeweiligen Rezeptor dessen
Transaktivierungsfunktion hemmen. Statt dessen konnen antihormon-beladene Rezeptoren
moglicherweise auch direkt Corepressoren zum Transkriptionskomplex rekrutieren und so die
Transaktivierung durch den Rezeptor verhindern. Diese Hypothese basiert auf Untersuchungen
in denen gezeigt wurde, daB die Uberexpression eines Corepressors zur Hemmung der
Antiestrogen-stimulierten Genexpression fiihrte, wihrend kein Effekt auf die Estradiol-
induzierte Transaktivierung zu beobachten war. Eine Uberexpression von Coaktivatoren fiihrte
dagegen zu einer verstirkten Transaktivierung in Gegenwart von Antihormonen (Smith et al.,
1997)
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Wie bei ER und PR konnten Interaktionen von Androgen/Antiandrogen-beladenen
Androgenrezeptoren  mit  verschiedenen  Coaktivatoren und  Corepressoren  die
genregulatorischen Eigenschaften des AR beeinflussen und zu einer Verstirkung der
Transaktivierung fithren. Mutationen des AR wiren dann moglicherweise in der Lage, durch
Anderung der Konformation des Rezeptors das komplexe Wechselspiel zwischen Rezeptor und
Cofaktor zusétzlich zu modifizieren. So ist es denkbar, daB das im Vergleich zum Wildtyp-AR
erhohte Transaktivierungspotential der Mutanten AR V715M und AR V730M in Gegenwart der
Antiandrogene auf eine veridnderte Interaktion mit Cofaktoren zuriickzufiihren ist. Bisher
wurden drei Coaktivatoren des Androgenrezeptors beschrieben. Diese sind das in der
Prostatakarzinomzellinie DU145 identifizierte AR-assoziierte Protein ARA,, (Yeh & Chang,
1996), das CREB (cAMP response element binding protein )-Bindeprotein CBP (Aarnisalo et
al., 1998) und der transcription mediator/intermediary factor TIF2 (Voegel et al., 1996).
Untersuchungen mit ARA,, haben gezeigt, dal es in Anwesenheit eines Agonisten das
Transaktivierungspotential des Wildtyp-AR um das gleiche Mal3 erhoht wie das der mutierten
Rezeptoren. ARA,, bindet jedoch nicht an den Antiandrogen-beladenen Wildtyp-AR (Yeh &
Chang, 1996) und es gibt keinen Hinweis, da3 es an der Verstirkung der Transaktivierung von
AR V715Mund AR V730M in Gegenwart von Hydroxyflutamid und Casodex beteiligt ist (J.
Schneikert, personliche Mitteilung). Auch Uberexpression von TIF2 (Voegel et al., 1996) und
CBP (Aarnisalo et al., 1998) bewirken in transienten Transfektionen eine Verstirkung der
Transaktivierung durch den AR; liber die Wirkung von Antiandrogenen auf diese Effekte und
die Aktivitét der hier untersuchten Punktmutationen ist jedoch nichts bekannt.

Die Punktmutationen in AR V715M und AR V730M fiihren also zu einer Erhthung der
Transaktivierung durch den Rezeptor in Gegenwart von Hydroxyflutamid und Casodex. Von
besonderer Bedeutung ist jedoch die Beobachtung, dafl die Antiandrogene auch am Wildtyp-
Rezeptor als Agonisten wirken konnen. Diese agonistische Wirkung zeigte sich noch deutlicher
bei der Untersuchung der Transrepression in Gegenwart von Hydroxyflutamid und Casodex

am Beispiel des Collagenase I-Promotors.

4.1.2 Transrepression in Gegenwart von Antiandrogenen

In Abschnitt 3.1.2 dieser Arbeit wurde beschrieben, da Wildtyp- und mutierte
Androgenrezeptoren keinen Unterschied beziiglich der Effizienz der Transrepression am
Collagenase I-Promotor in Anwesenheit der Antiandrogene Casodex und Hydroxyflutamid
aufweisen. Dies wurde in transienten Transfektionsexperimenten analysiert, bei denen die
mutierten Rezeptoren und AR, mit einem Collagenase I-Promotorkonstrukt in CV-1-Zellen
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cotransfiziert wurden. Der Wildtyp-AR (AR,,) und die Mutanten AR V715M und AR V730M
waren in der Lage, in Gegenwart von Konzentrationen = 1 uM dieser Antiandrogene die
induzierte Transkription des Reportergens anndhernd ebenso stark zu reprimieren, wie in
Gegenwart von 100 nM DHT. Dieses Ergebnis war unerwartet, da die Antihormone im
Vergleich zu den Beobachtungen bei der Transaktivierung (Kapitel 3.1.1) sogar in niedrigeren
Konzentrationen als Agonisten wirkten. Die Griinde fiir diese agonistische Wirkung der
Antiandrogehe sind nicht bekannt. Eine Moglichkeit wire, dal, wie fiir die Transaktivierung
beschrieben, auch bei der Transrepression durch den AR die Rekrutierung bestimmter
Cofaktoren eine Rolle spielen konnte.

Bisher ist jedoch noch wenig tiber die Transrepression von Genen durch den Androgenrezeptor
bekannt. Dies macht es schwierig, ein Modell fiir die agonistische Wirkung der Antihormone
bei dieser Rezeptorfunktion aufzustellen. Die Expression von Collagenase I wird durch die
Aktivierung von AP-1 und dessen Interaktion mit einem Mitglied der Ets-Familie der
Transkriptionsfaktoren positiv reguliert (Gutman & Wasylyk, 1990). In einer Untersuchung zur
negativen Regulation durch den AR wurde beschrieben, dal die Transrepression der
Collagenase I-Expression durch den Androgenrezeptor vermutlich nicht auf einer Protein-
Protein-Interaktion des AR mit AP-1, sondern mit dem Ets-Protein beruht (Schneikert et al.,
1996). Eine solche Wechselwirkung zwischen AR und dem Ets-Faktor ERM (ets related
molecule) wurde auch in in vitro-Interaktionstests nachgewiesen. Die Hemmung der
Collagenase I-Expression durch Androgen erfordert den Kerntransport aber weder DNA-
Bindung noch Dimerisierung des Androgenrezeptors (Schneikert et al., 1996). Moglicherweise
werden bei der Transrepression also vollig andere Anforderungen an die Ligandenbindung
gestellt als bei der Transaktivierung, so da3 auch Antihormone in der Lage sein konnten, diese
Funktion zu vermitteln. Dies wiirde moglicherweise auch die niedrigere wirksame

Antiandrogenkonzentration bei der Transrepression erklédren.

Die untersuchten Rezeptormutanten verhalten sich also beziiglich der negativen Genregulation,
wie hier am Beispiel der Collagenase I gezeigt, in Gegenwart von Antiandrogenen nicht anders
als der Wildtyp-AR. Hinsichtlich einer moglichen Bedeutung von AR-Mutationen am
Fortschreiten von Prostatatumoren, schlie3t dies den Verlust der Fahigkeit zur Transrepression
als Erkléarung fiir die Insensitivitit gegeniiber Antiandrogenbehandlung aus. Andererseits wird
jedoch deutlich, da3 weder Wildtyp- noch mutierte Rezeptoren durch Antiandrogene vollstidndig
in ihrer Funktion blockiert werden. Dies gilt in besonderem MaBe fiir die im zweiten Teil dieser

Arbeit beschriebenen Untersuchungen zur nicht-genomischen Wirkung des Androgenrezeptors.

96



Diskussion

4.2 Androgene und Signaltransduktion

Durch die Analyse von schnellen Androgeneffekten in Prostatazellen wurde in dieser Arbeit
gezeigt, da der AR als Mediator nicht-genomischer Signale wirken kann. Es gibt inzwischen
einige Beispiele in der Literatur dafiir, dal Steroidhormone schnelle Effekte auslosen, die nicht
mit der Funktion ihrer Rezeptoren als Transkriptionsfaktoren im Zellkern erklért werden koénnen
(Lieberherr & Grosse, 1994, Migliaccio et al., 1996, Caelles et al., 1997, Endoh et al., 1997,
Watters et al,, 1997, Migliaccio et al., 1998). Statt dessen sind vermutlich zelluldre

Signaltransduktionskaskaden involviert.

4.2.1 Erhohung der cytosolischen Calciumionen-Konzentration  durch

Androgen

Verinderungen in der cytosolischen Calciumkonzentration wurden nach Behandlung von Zellen
mit verschiedenen Steroidhormonen, darunter Androgenen (Gorczynska & Handelsman, 1991,
Steinsapir et al., 1991, Lieberherr & Grosse, 1994), Estrogenen (Morley et al., 1992, Farhat et
al., 1996) und 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (Morelli et al.,, 1993, Jones & Sharpe, 1994),
beschrieben. In keinem dieser Fille ist bekannt, ob die entsprechenden
Steroidhormonrezeptoren fiir diese Effekte verantwortlich sind, oder ob sie auf einer
Membranwirkung der Hormone selbst beruhen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen unter Verwendung von AR-negativen und AR-positiven
Prostatakarzinomzellen, da3 der Androgenrezeptor eine Verdnderung der Calciumkonzentration
durch DHT vermittelt. Dies wurde durch das Auftreten von Calciumoszillationen in Rezeptor-
exprimierenden  Zellen  verdeutlicht.  Solche  Oszillationen  der  intrazelluldren
Calciumkonzentration ([Ca**],) stellen eine allgemeine Form der zeitlichen Organisation von
zelluldren Signalen dar. Die Zelle besitzt zu diesem Zweck verschiedene calciumbindende und -
transportierende Proteine und Calciumkanile, welche den extrazelluldren Calciumeinstrom oder
die Freisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum regulieren.
Plasmamembranoszillationen findet man hdufig bei erregbaren Zellen, hier werden sie durch das
Offnen und SchlieBen von spannungsabhingigen Calciumkanilen gesteuert. Uber den
Mechanismus durch den cytosolische Calciumoszillationen entstehen, ist noch wenig bekannt
(zur Ubersicht siehe Berridge, 1993, Tsunoda, 1993, Thomas et al., 1996).
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Verénderungen von [Ca*], sind weitverbreitete intrazelluldre Signale, welche unter anderem
Kohlenhydratmetabolismus, Zellzyklus und Genexpression regulieren. Calciumionen wirken
dabei als Botenstoffe, sogenannte second messenger, welche nach Stimulation von Zellen durch
extrazellulire Hormone oder Wachstumsfaktoren freigesetzt werden (zur Ubersicht siehe
Kenedy, 1989, Schulman, 1993, Berridge, 1993). Es wird angenommen, da3 Calcium die
Konformation von Proteinen verdndern kann und daB durch Calciumoszillationen

frequenzmoduliert Proteinphosphorylierungen reguliert werden.

4.2.2 Androgenrezeptor-vermittelte Phosphorylierung von ERK 1 und 2

Phosphorylierung von Proteinen ist einer der wesentlichen Schritte bei der Signaliibertragung
durch mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPkinasen, MAPK), deren Aktivierung in vielen
Zelltypen durch Ca* als second messenger ausgelost wird (Chao et al., 1992, Rosen et al.,
1994). Da der Androgenrezeptor die Erhéhung von [Ca""*]i vermitteln kann, gab es also
stichhaltige Griinde, anzunehmen, dal der AR auch an der Phosphorylierung verschiedener
Proteine der zelluldren Signaltransduktionskaskaden beteiligt sein konnte.

Tatséchlich zeigte die Analyse des Androgeneffekts auf die Aktivierung der MAPkinasen ERK
1 und ERK 2, daB der AR in diesen Signaltransduktionsweg eingreift. Die Wirkung von DHT
auf die MAPkinasen ERK 1 und ERK 2 erwies sich als schnell und transient. Der Nachweis
einer Aktivierung war schon nach zweiminiitiger Androgenbehandlung moglich, der Effekt hielt
eine Stunde an, mit einem Maximum bei 30 min. Dies wurde anhand von zwei verschiedenen
Analysen gezeigt: 1) durch den Nachweis einer Phosphorylierung von ERK 1/2 durch
Androgen im Western blot und 2) durch die Fihigkeit des AR die in vitro Phosphorylierung des
Myelin-basischen Proteins (MBP) zu vermitteln. Solche schnellen Wirkungen von Androgenen
wurden bisher nicht mit dem AR in Verbindung gebracht. Hier konnte jedoch gezeigt werden,
daB die Aktivierung von ERK 1 und ERK 2 strikt abhidngig von der Anwesenheit des
Androgenrezeptors ist, da in AR-negativen Zellen dieser DHT-Effekt nicht zu beobachten war.
Die Androgenantwort ist dabei subtypspezifisch, andere MAPK wie JNK 1 und JNK 2 oder
p38 werden nicht aktiviert. Diese Spezifitit der MAPkinasen-Aktivierung entspricht den
Beobachtungen, daB die Aktivierungsprofile der. verschiedenen Isoformen durch
unterschiedliche extrazelluldre Stimuli nicht identisch sind. Zum Beispiel haben Induktoren,
welche eine starke ERK-Phosphorylierung bewirken, hdufig nur einen geringen oder keinen
Effekt auf die JNKinasen und umgekehrt (zur Ubersicht siehe Cano & Mahadevan, 1995,
Karin, 1995).
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In Abschnitt 3.2.4 dieser Arbeit wurde gezeigt, dafl die schnelle und transiente Aktivierung der
MAPkinase-Aktivitdt durch DHT mit einer ebenso schnellen und transienten Expression des
immediate early Gens c-fos (siehe Abschnitt 3.2.4, Abb. 11) korreliert ist. Dies weist darauf
hin, daf es sich bei diesem AR-Effekt um einen regulatorischen Prozef} handelt, welcher fiir die
Erhohung der Aktivitidt spezifischer Transkriptionsfaktoren funktionell relevant sein konnte.
Eine Erhohung der ERK- und c-fos-Aktivitdt resultiert hdufig in einer verstirkten
Zellproliferation. Die DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung konnte also in vivo zur
Stimulation der Zellproliferation fithren, da MAPkinase- und AR-Signalwege mit diesen
Prozessen in Zusammenhang gebracht worden sind (Cunha et al., 1987, Fanger et al., 1997).

Die Aktivierung von c-fos wird durch gemeinsame Bindung von Elk-1, einem direkten Substrat
von ERK 1 und ERK 2, als ternary complex factor (TCF) und dem serum response factor SRF
(Gille et al., 1995a, Treisman, 1996) an den Promotor des c-fos-Gens vermittelt. In den in
Kapitel 3.2.4 dargestellten Cotransfektionsexperimenten mit einem Gal4-Elk-1
Fusionskonstrukt und einem Gal4-Luciferasereporter konnte der AR folgerichtig auch die
transkriptionelle Aktivitdt von Elk-1 erhShen. Diese Beobachtung ermdglichte die Anwendung
solcher Transfektionsanalysen als zusitzlichen Weg zur Untersuchung der an dieser AR-

Signaltransduktion beteiligten Schritte.

4.2.2.1 Aktivierungsschritte der cytoplasmatischen Androgenrezeptorwirkung

Es gibt in letzter Zeit verschiedene Untersuchungen zur ERK-Phosphorylierung durch
Steroidhormonrezeptoren (Migliaccio et al., 1996, Migliaccio et al., 1998), wobei jedoch in
diesen Fillen bisher keine nachfolgenden Effekte dieser Aktivierung beschrieben wurden. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dafl der schnelle AR-vermittelte Androgeneffekt auf die
ERK-Phosphorylierung mit einer transkriptionellen Aktivierung des endogenen c-fos-Gens
korreliert ist. Es ist wahrscheinlich, daB diese Aktivierung aufgrund ihrer Schnelligkeit nicht auf
die klassische Transaktivierungsfunktion des AR zuriickgefiihrt werden kann. Verschiedene
Untersuchungen an Progesteronrezeptor (PR) und Mineralocorticoidrezeptor (MR) haben
gezeigt, da die Bindung des entsprechenden Hormons an den Rezeptor und dessen
Kerntransport etwa 5-10 Minuten erfordert (Fefes-Toth et al., 1998). Die Transkription
hormonabhingiger Gene beginnt etwa nach 15 min und erreicht ihr Maximum nach 1 Stunde.
Zu diesem Zeitpunkt ist die Aktivierung von c-fos durch die MAPkinase bereits abgeschlossen.
Moglicherweise stelit diese Androgenwirkung also einen cytoplasmatischen AR-Effekt dar.
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Den Beweis einer solchen cytoplasmatischen Funktion des AR bei der schnellen MAPkinase-
Aktivierung erbrachten die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente, bei denen ein
kerntranslokationsdefekter mutierter AR (AR R617P) immer noch in der Lage war, ERK 1 und
ERK 2 zu aktivieren (siche Abschnitt 3.2.6.3, Abb. 16). Dieser Effekt dauerte etwas lidnger an,
nach 4 h war noch eine deutliche Erhéhung der ERK-Phosphorylierung zu erkennen, wihrend
dies bei AR, nicht der Fall war. Eine Erkldrung fiir diese verldngerte Androgenantwort konnte
sein, daB der NLS (nuclear localization signal)-mutierte AR R617P im Cytoplasma der Zellen
verbleibt, wihrend zur Kerntranslokation fihige AR-Proteine bereits wenige Minuten nach
Hormonbehandlung zum groften Teil im Zellkern zu finden sind. Dadurch kann dieser mutierte
AR moglicherweise effektiver mit cytoplasmatischen Partnern interagieren. Einen weiteren
Hinweis fiir die Richtigkeit dieser Vermutung liefert die in Abschnitt 3.2.6.2 beschriebene
Beobachtung, da3 ein AR mit verldngerter Glutaminabfolge (AR Q77) ebenfalls eine verldngerte
ERK-Phosphorylierung zeigt. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem reduzierten oder fehlenden
Kerntransport, welcher fiir AR Q77 und einen weiteren mutierten AR mit einer erhohten Anzahl
an Glutaminen beobachtet wurde (M. Becker, personliche Mitteilung, Brooks et al., 1997).

Die Androgenrezeptormutante AR Q77 vermittelte zusitzlich die Phosphorylierung der
MAPkinase p38 durch Androgen. AR-Mutationen mit einer Verldangerung der Glutaminabfolge
im Aminoterminus des AR sind korreliert mit dem Auftreten von spinaler und bulbirer
Muskelatrophie (SBMA), einer sich spit manifestierenden neurodegenerativen Erkrankung
(Kennedy et al., 1968). Ob die in dieser Arbeit beobachtete Verldngerung der ERK-
Phosphorylierung und der zusitzliche Effekt auf die Phosphorylierung der MAPkinase p38 mit

dieser Erkrankung in Zusammenhang stehen, wurde hier nicht analysiert.

Zusitzlich zum Auftreten der verlidngerten Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2
unterschied sich der kerntranslokalisationsdefekte AR R617P in einer weiteren Beobachtung
vom Wildtyp-AR. Wihrend bei Wildtyp-AR exprimierenden Zellen eine zweite Erhthung der
ERK-Phosphorylierung nach 6-8 h eintrat, zeigten AR R617P-Zellen nur die schnelle ERK-
Phosphorylierung (2 min bis 4 h). Dies verdeutlicht, dal der AR die Aktivierung der
MAPkinase auf zwei Arten vermittelt, er besitzt einen frilhen und einen spiten Effekt.
Moglicherweise ist die zweite Induktion der ERK-Phosphorylierung auf eine Aktivierung von
A-Raf zuriickzufiihren, eines Mitglieds der Raf-Protoonkogenfamilie. A-Raf besitzt ebenso wie
Raf-1 die Fahigkeit, die Raf-MEK-MAPK Proteinkinasekaskade zu aktivieren (Rapp, 1991,
Avruch et al., 1994). Es gibt Untersuchungen, da der Glucocorticoidrezeptor A-Raf durch
Bindung an zwei glucocorticoid response elements (GRE) im humanen A-Raf-Promotor positiv
reguliert (Lee et al., 1996). In vielen Fillen kann der AR an die gleichen response elements
binden, wie der GR (Cato et al., 1987, Ham et al., 1988, Beato 1989). Aus Untersuchungen an
der Maus ist aulerdem bekannt, da3 A-Raf vor allem im Urogenitaltrakt, also Niere, Hoden
und Epididymis (Nebenhoden), exprimiert wird (Wadewitz et al., 1993, Winer et al., 1993).
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Nach Kastration der Mause ist keine A-Raf-Expression in den Nebenhoden mehr nachweisbar,
durch exogene Androgengabe wird die Expression wiederhergestellt (Winer & Wolgemuth,
1995). Dies weist auf eine physiologische Regulation des A-Raf-Gens durch den AR hin,
welche dann moglicherweise wiederum die spite ERK-Phosphorylierung auslosen konnte. In
dieser Arbeit wurden jedoch nur die schnellen nicht-genomischen Effekte des

Androgenrezeptors néiher analysiert.

4.2.2.2 Effekt von Kinaseinhibitoren und dominant-negativen Kinasen auf die
dihydrotestosteron-induzierte ERK-Phosphorylierung

Um die einzelnen Schritte zu identifizieren, iiber die der AR die ERK-Aktivierung induziert
wurden verschiedene spezifische Kinaseinhibitoren verwendet. Dabei zeigte sich, dal der MEK
Inhibitor PD98059 die DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung hemmt. Die MAPkinase Kinase
(MEK) ist die Kinase in der Signaltransduktionskaskade, welche ERK 1 und ERK 2 an jeweils
einem  Threonin und einem Tyrosin  phosphoryliert.  Diese  dualspezifische
Phosphorylierungsfunktion von MEK selbst wird durch die MAPkinase Kinase Kinase (MEK-
Kinase) Raf-1 aktiviert. Die Aktivierung erfolgt durch Phosphorylierung von MEK an zwei
Serinpositionen durch cRaf-1 (zur Ubersicht siche Cano & Mahadevan, 1995, Su & Karin,
1996). Die Raf-1-Aktivierung kommt durch Interaktion mit Ras-GTP und anschlieBende
Translokation zur Plasmamembran oder durch Oligomerisation im Cytoplasma zustande
(Marshall, 1996). In dieser Arbeit wurde darum untersucht, welchen Effekt eine fehlenden Raf-
1-Aktivierung auf die DHT-induzierte Aktivierung der MEK/MAPK-Kaskade hat. In den in
Abschnitt 3.2.7 dargestellten Transfektionsexperimenten inhibierte ein dominant negatives Raf-
1 Konstrukt die DHT-induzierte Elk-1-Aktivierung, was auf die Beteiligung von cRaf-1 an
diesem Signaltransduktionsweg durch Androgene hinweist. Dieses Ergebnis 148t darauf
schlieBen, daf} die androgenabhingige Aktivierung von ERK 1 und ERK 2 iiber Raf-1 oder
einen Angriffspunkt oberhalb Raf-1 in der MEK/MAPK-Signaltransduktionskaskade verlduft.
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Ein weiterer Signaltransduktionsweg, welcher mit der Aktivierung von MAPkinasen verkniipft
sein kann ist der Phosphatidylinositol-3 Kinase (P13 Kinase)-Weg. Den ersten Hinweis auf eine
Beteiligung dieses Signaltransduktionswegs an der DHT-induzierten ERK-Aktivierung lieferte
die beobachtete Hemmung der ERK-Phosphorylierung durch den PI3 Kinaseinhibitor
Wortmannin im Western blot. Bestitigt wurde diese Mitwirkung der PI3 Kinase an der
cytoplasmatischen Signaltransduktion des AR zusétzlich durch den inhibitorischen Effekt einer
dominant-negativen Mutante der regulatorischen PI3 Kinase-Untereinheit (p85A) bei der
Aktivierung von Elk-1 in Transfektionsexperimenten (Abschnitt 3.2.7). Die PI3 Kinase besitzt
sowohl Protein- als auch Lipidkinaseaktivitit und spielt bei der Ubermittlung mitogener
Signale, Inhibition von Apoptosis, intrazelluldrem Vesikeltransport und -sekretion und bei
Zellmotilitit eine wichtige Rolle (zur Ubersicht siehe Carpenter & Cantley, 1996). Vor kurzem
wurde beschrieben, dal die PI3 Kinase iiber einen Proteinkinase B (Akt) einschlieBenden
Signalweg die Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F induziert. Die Induktion der E2F-
Aktivitiit ist ein wichtiger Kontrollpunkt bei der Zellzyklusprogression, die PI3 Kinase kann
damit direkt in diesen ProzeB eingreifen (Brennan et al., 1997). Es wire darum interessant, in
Zukunft zu untersuchen, ob der Androgenrezeptor auch die Aktivierung dieses PI3
Kinasesignalwegs vermitteln kann.

Die PI3 Kinase stimuliert verschiedene Ras-abhéngige zelluldre Prozesse (Hu et al., 1995, King
et al., 1997) oder bewirkt iiber die neue (novel, n) PKC-Isoform € die Aktivierung von Raf-1
(Toker et al., 1994, Cacace et al., 1996). Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse, dafl
ein PKC-Inhibitor oder die Verringerung der PKC-Expression durch TPA die Aktivierung von
ERK 1 und ERK 2 durch DHT verhindert, spricht zugunsten der Beteiligung einer solchen
nPKC-Isoform an diesem AR-Signalweg. Alternativ dazu wire eine unabhingige Aktivierung
von PKC und PI3 Kinase durch den DHT-beladenen AR denkbar, welche parallel zur
Aktivierung der MAPK-Signaltransduktionskaskade fithren konnte. Die Aktivierung von
PKCao durch die estradiol-induzierte Freisetzung der second messenger DAG und IP, in
menschlichen Hepatomazellen (Marino et al., 1998) und eine Beteiligung von PKC-Isoformen
an der MAPK-Aktivierung durch 1,25-Dihydroxycholecalciferol in promyeloischen
Leukémiezellen wurden vor kurzem beschrieben. In letzterem Fall ist jedoch nicht bekannt, ob
diese Wirkung durch den Vitamin D-Rezeptor vermittelt wird (Marcinkowska et al., 1997). Es
ist also denkbar, daB der AR selbst, moglicherweise iiber einen Ca®*-abhingigen Weg,
verschiedene klassische PKC-Isoformen aktiviert.

In Abbildung 18 sind die Aktivierungsschritte des Signaltransduktionswegs durch den AR im

Cytoplasma, wie sie aus den Ergebnissen dieser Arbeit postuliert werden konnen, als Schema
dargestellt.
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Abb. 18: Signaltransduktion durch den AR. Schematische Darstellung der moglichen Angriffspunkte
des AR bei der ERK-Aktivierung. Kursiv gedruckt sind die Inhibitoren, welche die DHT-Antwort blockieren
konnen. Der mittlere Teil der Abbildung zeigt vereinfacht den Signaltransduktionsweg, iiber den der epidermale
Wachstumsfaktor (EGF) bzw. Phorbolester wie TPA zur Phosphorylierung der MAPkinasen ERK 1 und ERK 2
filhren. AR, Androgenrezeptor; ARE, androgen response element; DHT, Dihydrotestosteron; EGF(R),
epidermaler Wachstumsfaktor (-Rezeptor); cPKC, klassische (classical) Proteinkinase C; n/fa PKC, neue
(novel)/atypische PKC; PI3 Kinase, Phosphatidylinositol-3 Kinase; SRF, serum response factor, SRE, serum
response element, GF 109203X, PKC-Inhibitor; PD98059, MEK-Inhibitor; Wortmannin, PI3 Kinaseinhibitor
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Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fiir die Hypothese, dal nach Androgenbindung ein Teil
der AR-Molekiile ,,auf dem Weg" in den Kern mit cytoplasmatischen Proteinen, wie z.B. der
p85 regulatorischen Untereinheit der PI3 Kinase, interagiert. Es gibt mindestens zwei Arten der
Aktivierung der PI3 Kinase. Eine davon beruht auf der direkten Interaktion von Proteinen mit
der p85 Untereinheit und deren anschlieende Tyrosinphosphorylierung. Die zweite am besten
charakterisierte Art der PI3 Kinaseaktivierung ist die Assoziation der src homology 2 (SH2)
Domiéne ihrer p85 Untereinheit mit dem Motiv Y*XXM (dabei bezeichnet Y* ein
Phosphotyrosin, M steht fiir Methionin, X fiir eine beliebige Aminoséure) im cytoplasmatischen
Teil von Zelloberflachenrezeptoren (Ward et al., 1996, Shimizu & Hunt, 1996). Diese
Assoziation verstirkt die katalytische Aktivitdt der p85-assoziierten p110 Untereinheit der PI3
Kinase und fiihrt zu ihrer Translokalisation an die Membran, wo sie mit Substraten und
zusitzlichen Aktivatoren wie Ras interagieren kann (Rodriguez-Viciana et al.,, 1994), Zwei
solche YXXM-Motive befinden sich in der Hormonbindedoméne des AR. Sollte eines dieser
Motive am Tyrosinrest phosphoryliert werden, so wére der Rezeptor dadurch ein moglicher
Aktivator der PI3 Kinase. Die Vermutung einer solchen Membranwirkung des AR wird
unterstiitzt durch die Beobachtung eines spezifischen Signals an der Zellmembran von LNCaP-
Zellen in Immunfluoreszenzexperimenten mit einem anti-AR-Antikorper (M. Becker,
personliche Mitteilung). Dies weist darauf hin, daB ein Teil des in den Zellen exprimierten
klassischen AR direkt an der Zellmembran lokalisiert sein konnte. In dieser Arbeit konnte eine
direkte Interaktion zwischen PI3 Kinase und Androgenrezeptor jedoch nicht gezeigt werden.
Bisher wurde keine hormoninduzierte Tyrosinphosphorylierung des AR beobachtet, obwohl die
DHT-induzierte ERK 1- und ERK 2-Phosphorylierung durch Genistein, einen
Tyrosinkinaseninhibitor, gehemmt werden kann. Dies konnte jedoch auf die mangelnde
Sensitivitidt der Detektionsverfahren zuriickzufiihren sein. Eine Moglichkeit, diese Frage zu
kldren, wére die Mutation der zwei YXXM-Motive im AR und die Untersuchung, ob die auf
diese Weise mutierten Rezeptoren immer noch in der Lage sind, die MAPkinaseaktivitdt zu
induzieren. Moglicherweise befinden sich die fiir die PI3 Kinaseaktivierung notwendigen
Phosphotyrosinmotive aber auch auf einem anderen, mit dem AR assoziierten Protein. Einen
Hinweis auf die Richtigkeit dieser Vermutung liefert die Beobachtung der Interaktion eines von
p85 verschiedenen, tyrosinphosphorylierten Proteins mit dem AR nach 5 miniitiger Behandlung
von LNCaP-Zellen mit DHT (S. Mink, personliche Mitteilung).

Wihrend der Durchfiihrung dieser Arbeit wurde von einer anderen Arbeitsgruppe beschrieben,
daf auch ER und PR die Phosphorylierung von ERK 1 und 2 vermitteln (Migliaccio et al.,
1996, Migliaccio et al., 1998). Fiir den ER konnte der erste Schritt dieser Aktivierung eine
Interaktion mit der cytoplasmatischen Proteinkinase Src sein. Fiir den PR wurde ein indirekter
Mechanismus beschrieben. Nur als Heterodimer mit dem ER ist der PR zur ERK-Aktivierung
fahig, beim PR sind fiir diese Dimerisierung vermutlich die #uflersten 168 N-terminalen
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Aminosduren, beim ER der C-Terminus verantwortlich. Fiir den AR gibt es bisher noch keine
Analyse dariiber, ob eine Interaktion mit dem ER fiir die MAPK-Aktivierung notwendig ist. In
den in dieser Arbeit verwendeten PC3-Zellen fiihrte Behandlung mit Estradiol nicht zur
Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2. Es ist jedoch nicht bekannt, ob die Hohe der ER-
Expression in diesen Zellen fiir eine Detektion der estradiol-induzierten ERK-Phosphorylierung
ausreicht. Vorldufige Ergebnisse aus Transfektionsexperimenten mit N-terminalen
Deletionsmutanten des AR weisen auBBerdem daraufhin, daf3 der N-Terminus des AR nicht fiir
die Elk-1-Aktivierung notwendig ist (S. Mink, personliche Mitteilung). Falls N-terminale
Bereiche des AR fiir die Interaktion mit dem ER benétigt wiirden, wie es beim PR der Fall ist,
wiirde dies die Notwendigkeit der Bildung eines ER/AR-Heterodimers fiir die Induktion der
ERK-Phosphorylierung durch DHT ausschlief3en.

Es wire jedoch ebenfalls vorstellbar, daB der AR selbst an Src binden und zu dessen
Aktivierung fiihren konnte. Die src homology 3 (SH3)-Doménen von cytoplasmatischen
Protein-Tyrosinkinasen wie Src oder der verwandten Proteine Fyn und Lyc konnen an eine
Prolin-reiche Doméne in der aminoterminalen Region der regulatorischen p85 Untereinheit der
PI3 Kinase binden (Liu et al., 1993, Pleiman et al.,, 1993, Prasad et al., 1993). Diese
Interaktion konnte der Mechanismus sein, durch den Src und andere cytoplasmatische Protein-
Tyrosinkinasen die PI3 Kinase rekrutieren und aktivieren (zur Ubersicht siehe Schlessinger,
1994). Bis jetzt wurde eine direkte Interaktion des AR mit Src jedoch noch nicht gezeigt. Ob die
Androgenrezeptor-vermittelte PI3 Kinaseaktivierung auf einer solchen Wechselwirkung mit Src
oder auf einem anderen Mechanismus beruht, muf} in Zukunft geklart werden.
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4.2.2.3 Wirkung von Antiandrogenen

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den oben genannten Beobachtungen der ERK-
Aktivierung durch ER oder ER/PR-Heterodimere und der in dieser Arbeit beschriebenen AR-
vermittelten Aktivierung ist die Wirkung von Antihormonen. Antiestrogene bzw. Antiprogestine
verhindern die Bindung an Src und die ERK-Phosphorylierung durch den ER bzw. das ER/PR-
Heterodimer. Fiir den Androgenrezeptor konnte aber durch Western blot-Analysen und
transiente Transfektionsexperimente, bei welchen ein Gal4-Elk-1 Fusionskonstrukt mit einem
Gal4-Luciferasereporter coexprimiert wurde, gezeigt werden, dafl Antiandrogene nicht nur die
DHT-induzierte ERK-Aktivierung nicht hemmen, sondern sogar agonistisch wirken (Kapitel
3.2.5). Dabei zeigten Hydroxyflutamid und Cyproteronacetat einen stirkeren Effekt als
Casodex.

Wie die ERK-Aktivierung durch Antihormone zustande kommt, konnte in dieser Arbeit nicht
geklart werden. Durch verschiedene Experimente mufl in Zukunft diese Antiandrogenwirkung
weiter analysiert werden. So wiire es von Bedeutung festzustellen, ob Tyrosinphosphorylierung
auch fiir die Antiandrogen-induzierte ERK-Phosphorylierung notwendig ist, z.B. indem
untersucht wird, ob mit Genistein die Antiandrogenantwort gehemmt werden kann. Auferdem
muf} aufgeschliisselt werden, ob die durch Antiandrogene stimulierte Signaltransduktion iiber
dieselben Zwischenschritte erfolgt wie die durch DHT-induzierte ERK-Phosphorylierung.

Fiir den Antiandrogeneffekt konnten auch gewebe- oder zelltypspezifische Unterschiede eine
Rolle spielen, wie sie fiir die agonistische Wirkung von Antihormonen bei der genomischen
Steroidrezeptorfunktion beschrieben wurden (Berry et al., 1990, Meyer et al., 1990, Webb et
al., 1995, Katzenellenbogen et al., 1996). In diesem Zusammenhang muf3 genauer untersucht
werden, ob die schnelle ERK-Aktivierung durch den Androgenrezeptor eine fiir Prostatazellen
spezifische Funktion ist und ob es Unterschiede in der Wirkung von Antiandrogenen in Zellen

der normalen Prostata und Prostatatumorzellen gibt.

Fiir Antiandrogene gibt es auller den hier beschriebenen experimentellen auch medizinische
Hinweise, daf3 keine der heute verwendeten Substanzen ein reiner Antagonist ist. Dies ist im
Fall der Behandlung von Mammakarzinomen mit Antihormonen anders. Bei Mammatumoren ist
das Fehlen der Antwort auf Hormonablation gut mit einem Verlust der Estrogenrezeptor- (und
Progesteronrezeptor-) Expression Kkorreliert (Fisher et al., 1983). AuBlerdem wird in
Mammatumorzellen die Rezeptorexpression durch das reine Antiestrogen ICI 182,780
herunterreguliert (Dauvois et al., 1992, McClelland et al., 1996). Bei Prostatatumoren gibt es
jedoch keine solche Korrelation zwischen Androgenrezeptorstatus und der klinischen
Hormonresponsivitidt, der AR wird in mehr als 80 % der Fille von therapieresistenten
Karzinomen exprimiert (Trachtenberg & Walsh, 1982, Benson et al., 1987, Sadi & Barrack,
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1993, Ruizeveld de Winter et al., 1994). Eine mogliche Erkldrung wire die Beobachtung, dafl
neben Androgenen auch Antiandrogene, wie am Beispiel von Hydroxyflutamid gezeigt
(Kemppainen & Wilson, 1996), eine Stabilisierung des Androgenrezeptorproteins bewirken
konnen. Klinische Studien zeigten auflerdem, dafl bei einigen Prostatakrebspatienten in
fortgeschrittenem Stadium ein Absetzen der Antiandrogentherapie eher zu einer Verbesserung
als zur  Verschlechterung  der  klinischen = Symptome  fiihrt.  Dieses  als
Antihormonentzugssyndrom bezeichnete Phianomen wurde fiir verschiedene Antiandrogene,
darunter Casodex und Flutamid beobachtet (Small & Carrol, 1994, Scher und Kelly, 1993, zur
Ubersicht siche Moul et al., 1995). Diese Beobachtungen weisen also auf unerwiinschte
(agonistische) Wirkungen der bisher verwendeten Antiandrogene hin. Die hier beobachtete
Aktivierung der MAPkinasen ERK 1 und ERK 2 durch Androgenantagonisten konnte demnach
eine Ursache fiir das Scheitern der Antiandrogentherapie sein. In Zukunft mufl geklart werden,
welchen Anteil dieser AR-Signaltransduktionsweg an der Entstehung von Prostatatumoren
bzw. an ihrem Fortschreiten zum hormoninsensitiven Status hat. Diese Untersuchungen
konnten einen wesentlichen Beitrag fiir die Suche nach Androgenantagonisten leisten, welche

wirkungsvoller zum Stop des Tumorwachstums eingesetzt werden konnten.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen zeigen, dafl der Androgenrezeptor zur
Gruppe der Steroidhormonrezeptoren gehort, die neben ihrer klassischen Funktion als
Kernrezeptoren schnelle auch nicht-genomische Wirkungen besitzen. Durch diese Funktion
kann der AR die Signaltransduktion in der Zelle beeinflussen, indem er cytoplasmatische
Prozesse reguliert. Diese neue Wirkungsweise muf} in Zukunft néher untersucht werden, wenn
man die wachstumsregulierenden Effekte von Androgenen und Antiandrogenen besser

verstehen mochte.
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Ribonuklease wt
Ribonukleosidtriphosphat wlv
Rous Sarkoma Virus z.B.

9-cis Retinsdurerezeptor

Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosiduren

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile

Lys
Leu

CRTDQTEEmoOO»
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Alanin

Cystein
Asparaginséure
Glutaminsdure
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin

HE<HUIOTIZE

Met
Asp
Pro

Glu
Arg
Ser

Thr
Val

Tyr

stress-activated protein kinase
spinale und bulbére Muskelatrophie
Natriumdodecylsulphat

Sekunden

Src homology

serum response element

serum response factor
sex-determining region of Y
chromosome

standard saline citrate

simian virus 40

Tabelle

Transaktivierungsfunktion
Tris-gepufferte Kochsalzlosung
ternary complex factor
N,N,N”N"-Tetramethylethylendiamin
transcriptional mediator/intermediary
factor2
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat
Tyroidhormonrezeptor
Tetramethyl-rhodamin-isothiocyanat
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA

Enzymeinheiten (Units)
Ultraviolette Strahlung

Volt

Volumen pro Volumen

Vitamin D-Rezeptor

Wildtyp

Masse pro Volumen

zum Beispiel

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin
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