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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Lipophile Steroidhormone wie z.B. Ostrogen, Progesteron, Androgene, Glucocorticoide und
Mineralcorticoide werden von endokrinen Zellen synthetisiert. Sie gelangen mit dem Blutstrom zu
Ihren Wirkorten, wo sie durch Diffusion in die Zellen eindringen und an spezifische Rezeptoren
binden. Nach der Bindung des Liganden kommt es zu einer Aktivierung der intrazellularen
Hormonrezeptoren (HR). Diese koénnen dann spezifisch an konservierte DNA-Elemente (hormone
responsive elements = HRE) oder an andere Transkriptionsfaktoren binden und die Transkription von
cis lokalisierten Genen modifizieren (Gottlicher et al., 1998; Tsai und O Malley, 1994). Bei Saugern
haben die Steroidhormone eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen. Sie regulieren die
Differenzierung, Proliferation, Apoptose und Funktion einer groRen Zahl unterschiedlicher Zelltypen
(Beato et al.,, 1995; Mangelsdorf et al., 1995). Vermutlich wird fast jeder Gewebetypus durch

mindestens eines der verschiedenen Steroidhormone beeinflufit.

1.1 Die Steroidrezeptor-Familie

Das erste Modell fir die Genregulation durch Hormonrezeptoren wurde bereits Ende der 60iger Jahre
vorgestellt (Jensen et al., 1968). Es dauerte aber noch bis zur Mitte der 80iger Jahre bis der
zugrundeliegende Mechanismus im Detail aufgeklart werden konnte (EV@88). Zu dieser Zeit
wurden cDNAs fur eine immer grof3ere Anzahl nukledrer Rezeptoren kloniert, was die Aufklarung der
Rezeptorstruktur ermoglichte. Mittlerweile reprasentiert die Familie der Steroidrezeptoren die grofite
bekannte Gruppe der Transkriptionsfaktoren in Eukaryoten (Becker-Andre et al., 1993; Chang et al.,
1988; Evans, 1988; Hamada et al., 1989; Koelle et al., 1991; Lubahn et al., 1988; Mangelsdorf et al.,
1992; McDonnell et al.,1987). Zu ihr gehdren neben den Rezeptoren fiir die &teronone
Ostrogen (ER), Progesteron (PR), Glucocorticoid (GR) und Androgen (AR) auch die Rezeptoren fiir
das Thyroid Hormon (TR), Vitamin D (VDR), Retinoiedsaure (RAR) und Ecdyson (EcR) (Ming und
O'Mally, 1994). AuRerdem wurde eine gro3e Zalin neuen Genen identifiziert, die hohe
Sequenzhomologie zu den bereits bekannten Steroidrezeptoren aufweisen. Da flr die meisten dieser
Rezeptoren noch kein Ligand bekannt ist, werden diese auch als ,orphan receptors* bezeichnet
(Becker-Andre et al., 1993; Enmark und Gustafsson, 1996). Fir einige dieser Rezkphoten

jedoch spater ein spezifischer Ligand identifiziert werden. So sind beispielsweise die Liganden fir den
Benzoat-X-Rezeptor (BXR) (Blumberg et al., 1998), den Farenosid-X-Rezeptor (FXR) (Kozak et al.,
1996) und den humanen Pregnanrezeptor (PARYydEet al.,1987) mittlerweile bekannt. Aufgrund

von Sequenzhomologien zwischen verschiedenen Rezeptoren wurde vorgeschlagen, die
Rezeptorstruktur in sechs verschiedene Regionen einzuteilen, die mit den Buchstaben A-F bezeichnet
werden (Abbildung 1.2.1.1) (Krust et al., 1986).
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Die N-terminalen Regionen A und B sind am geringsten konserviert. Sie enthalten in vielen Fallen
eine Transaktivierungsfunktion (AF). Diese aktiviert die Transkription von hormonregulierten Genen
durch Interaktion mit Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie und Rekrutierung weiterer
Transkriptionsfaktoren (Giguere et al., 1986; Giguere et al., 198doW&ki et al. 1988; Hollenberg

und Evans, 1988; Kumar et al., 1987; Tora et al., 1989; Webster et al., 1988). Rezeptor-Isoformen die
den gleichen Liganden binden unterscheiden sich oft nur in diesen beiden Regionen. Dennoch kénnen
solche Isoformen oftmals unterschiedliche Gene aktivieren (Keightley, 1998). Die Lange dieser
Regionen kann zwischen 20 Aminosauren beim Vitamin-D3-Rezeptor und 600 Aminosauren beim
Mineralcorticoidrezeptor (MR) schwanken. Aufgrund dieser Unterschiede ist es unwahrscheinlich, dai
die spezifische Transaktivierungsfunktion bei allen nuklearen Rezeptoren erhalten ist.

Die C-Region ist hochgradig konserviert und beinhaltet zwei Typll-Zinkfinger, welche fur die DNA-
Bindung und Dimerisierung essentiell sind (Luisi et al.,, 1991). An die C-Region schlie3t sich eine
variable Verbindungsregion an. Diese erlaubt den Rezeptoren eine Konformationsédnderung und
enthalt oftmals eine Signalsequenz fir die Kernlokalisierung des Rezeptors (GR, PR, ER). AulRerdem
kann in dieser Region eine zuséatzliche Transaktivierungsfunktion lokalisiert sein (TR, GR)(Giguere et
al., 1986; @dowski et al. 1988; Hollenberg und Evans, 1988; Picard und Yamamoto, 1987). Die E-
Region ist vergleichsweise grof260 Aminosauren) und enthalt Bereiche, die fir Kernlokalisation,
Ligandenbindung, Dimerisierung und intramolekulare Repression (PR) verantwortlich sind
(Baniahmad und Tsai, 1993; Bocquel et al., 198%r@y et al.1993; Evans, 1988; Guibon-Mantel

et al., 1989; Kumar et al., 1987; Picard und Yamamoto, 1987; Pike et al., 2000; Pratt, 1993; Webster et
al.,, 1988). Die C-terminale HRegion ist sehr variabel und ist bei den meisten Rezeptoren ohne
Funktion (Kumar et al., 1987) .

Die nukledren Rezeptoren werden nach der Art der DNA-Bindung in zwei Gruppen eingeteilt.
Wahrend Klasse-I-Rezeptoren wie GR, PR, ER, AR und MR als Homodimere an palindromische
Zielsequenzen binden, kdnnen die Kladdeezeptoren wie z.B. der TR, RAR, VDR, RXR direkte
Wiederholungen ihrer Zielsequenzen binden (Cooney et H192; Naar et al., 1991).
Klasse-ll-Rezeptoren kénnen im Gegensatz zu KlalsdRezeptoren auch Heterodimere aus
Rezeptoren fir verschiedene Liganden bilden (Cooney a98I3; Leid et al., 1992; Yu et al., 1991).

1.2 Die humanen Ostrogenrezeptoren

Ostrogen wird vor allem in den Ovarien gebildet, kann aber auch im peripheren Fettgewebe durch die
Aromatisierung von Androgenen entstehen (Korach etl@bg). Es spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation von Wachstum, Differenzierung und Funktion von verschiedenen reproduktiven Geweben
z.B. im Uterus, Ovar, Vagina, und Mamma (Katzenellenbogen, 1996). Aul3koderen Wirkungen

auf nichtreproduktive Gewebe wie z.B. Knochen, Gehirn und Gefalisystem nachgewiesen werden

(Sarrel et al., 1994). Ostrogen vermittelt seine vielfaltigen physiologischen Funktionen hauptséachlich
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Uber zwei Ligand-induzierte nukledre Transkriptionsfaktoren aus der Familie der Steroidrezeptoren,
die Ostrogenrezeptoren BRund ERB, welche die Expression eines komplexen -&tzwerkes
regulieren (Enmark und Gustafsson, 1999; Kushner et al., 2000; Mangelsdorf et al., 1995).

1.21 ERx

Der humane Ostrogenrezeptor ERvurde aus der humanen Mammakarzinom-Zellinie MCF7
kloniert (Green et al., 1986). Das Gen fircERird von Chromosom 6 kodiert und besteht, wie die
Gene aller Steroidrezeptoren, aus 8 Exons (Green et al., 1986). DasPHRein hat ein
Molekulargewicht von etwa 6800 Da und besteht aus 595 Aminoséuren, die in drei Doménen
angeordnet sind (Abbildung 1.2.1.1).

11 453 644 761 1097 1236 1370 1554  1785Bp
Exon 1 (2(3( 4 (5(6(7(8
ATG TGA
WT-ER G
(65kDa) 1 11 538 787 904 1657 1758 Bp
Region
gNHZA( B ( © (D( E (F COOH
1 38 180 263 302 552 595 Aminos.

Kernlokalisation —_—
DNA-Bindung
Liganden-Bindung

Dimerisierung E— EE—

Transaktivierung
AF-1 AF-2

Abbildung 1.2.1.1: Die funktionellen Regionen der Steroidrezeptoren am Beispiel von BR
Die einzelnen Regionen von BERA-F, Mitte) sind dabei der Exonstruktur von &Regentbergestellt (oben).

Die Lage der Rezeptorfunktionen, in Bezug auf mRNA und Protein, ist durch Linien dargestellt (unten).

Exon 1 und 2 kodieren fir die N-terminale Doméne (Region A und B) die eine
Transaktivierungsfunktion (AF1) enthalt. Im Gegensatz zur C-terminal lokalisierte AF2 ist diese
konstitutiv aktiv (Tora et al..1989). Innerhalb dieser Domane wurden verschiedene Abschnitte
gefunden, die zellspezifisch in unterschiedlichem Umfang zur Transaktivierung beitragen (Bunone et
al., 1996; Kato et al., 1995; Metzger et al., 1995). Die AF1-Region vermittelt zudem die Ligand-
unabhéangige Aktivierung durch Phosphorylierung (Kato et al., 1995).

Die etwa 100 Aminosauren groRe DNA-bindende-Doméne (DBD) des Ostrogenrezeptosrwird
Exon 3 und Teilen von Exon 4 kodiert. Wie bei allen Steroidrezeptoren besteht diese Region aus zwei

Zinkfingern, deren Struktur durch jeweils ein Zink-Atom stabilisiert wird, welches mit vier
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Cystidin-Resten koordiniert ist. Beide Zinkfinger sind fiir die DNA-Bindung essentiell. Der erste
Zinkfinger ist fur die Bindung des ERE-Elementes verantwortlich, der zweite stabilisiert die DNA-
Bindung des Ostrogenrezeptors, durch lonenbindung mit den Phosphatgruppen der DNA-Helix.

Teile von Exon 4 sowie die Exons 5-8 kodieren @0 Aminosauren grofe Hormon-bindende
Domane (HBD, Regionen E und F), welche die hormonabhangige Transaktivierungsfunktion (AF2)
enthélt. Wie bei allen Steroidrezeptoren, besteht diese Doméane amdiélites, die eine Tasche
bilden, welche die Bindung des Liganden ermdglicht (Brzozowski et al., 1997). ReiflfiR die
Bindung des Liganden zu einer Rotation der Helix 12, ohne das andere Helices beeinflul3t werden
(Shiau et al., 1998). Durch vergleichende Strukturanalysen verschiedener SteroidreZzeptoren
gezeigt werden, dal3 eine Rotation von Helix 12 die Dissoziation von Korepressoren, Dimerisierung
und die Assoziation von Koaktivatoren herbeifiihrt (Shiau et1898). Die Ostrogenbindung kann
durch Antiéstrogene (z. B. Tamoxifen = TAM) blockiert werden, die kompetetiv an die
Ligandenbindungsdomane binden. In Abhangigkeit von der Struktur des Antitstrogens kann dies zu
einer vollstandigen Inaktivierung oder partiellen Aktivierung/Inaktivierung des Ostrogenrezeptors
fuhren (Dutertre und Smith, 2000).

1.2.2 ER

Bis Mitte der 90-iger Jahre war nur ein einziger Ostrogenrezeptor bekannt. Zahlreiche Versuche einen
zweiten Ostrogenrezeptor aufgrund von Sequenzhomologien muzERlonieren waren gescheitert.
Allerdings konnten dabei zwei ,orphan“ Rezeptoren, genannt ,estrogen related receptors“ (ERR) 1
und 2, kloniert werden, die auffallige Homologie zucE&ufweisen (Giguere et al., 1988).

Spater wurde jedoch die cDNA fir einen zweiten Ostrogenrezeptor aus dem Gewebe von Ratte
(Kuiper et al., 1996), Mensch (Mosselman et al., 1996) und Maus (Tremblay et al., 1997) kloniert. Der
neue Ostrogenrezeptor wurde alspEBezeichnet, der bereits bekannte Ostrogenrezeptor als [EHR

beiden Ostrogenrezeptoren haben eine Sonderstellung unter den Steroidrezeptoren, da sie von zwei
unterschiedlichen Genen kodiert werden. Varianten anderer Steroidrezeptoren entstehen durch
alternative Transkription/Translation des gleichen Gens (Keightley, 1998).

Das Gen von ER st auf Chromosom 14 lokalisiert und kodiert BBO Aminosauren grof3es Protein,

das in Teilbereichen hohe Sequenzhomologie zw ERfweist. So unterscheiden sich die DNA-
bindenden-Doménen der beiden Rezeptoren nur in 3 Aminosduren voneinander. Daher ist es nicht
uberraschend, daB beide Ostrogenrezeptoren das gleiche ERE binden (Hyder et al., 1999). Hingegen
zeigt die aminoterminale Doméne (Region A/B) nur einen sehr geringen Grad an Homologie (20 %).
Diese Region ist jedoch bei Mensch-, Maus- und RaBffi hochgradig konserviert. Somit kann
angenommen werden, daf3 diese Region funktionell bedeutsam ist. Eine hohe Variabdiit
aminoterminalen Region ist typisch fiir die Steroidrezeptoren und fiihrt zumeist zu funktionellen

Unterschieden. Zum Beispiel unterscheiden sich die Progesteronrezeptor-lsoformen A und B
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ausschlieBlich in der N-terminalen Domane, aktivieren aber Zelllinien-spezifisch unterschiedliche
Gene (Tora et al., 1988). Esnnte gezeigt werden, dald die AF1 vonpER Vergleich zu der des

ERa sehr schwach ist, wahrend die AF2 der beiden Ostrogenrezeptoren etwa gleich stark ist. Die
Aktivitat von ERx ist daher starker als die von ERwenn die Transaktivierung von beiden
Transaktivierungsfunktionen abhangig ist (Delaunay et al., 2000).

Die Ligandenbindungsdoméne von &gt bei ERB maRig konserviert (58 %) (Ogawa et 41998).

Die Homologien zwischen den Ligandenbindungsdoméanen der beiden Rezeptoren entspricht damit
ungefahr der Homologie zwischen den Ligandenbindungsdoménen von Progesteronrezeptor und
Glucocorticoidrezeptor. Dieser Vergleich 1a03t vermuten, dafx ERd ER Rezeptoren mit
unterschiedlicher Lingandenbindungsaffinitdt sind. Es konnte jedoch gezeigt werden, dafl} beide
Ostrogenrezeptoren R<Ostradiol mit vergleichbarer Affinitat binden und durch Antiéstrogene
inhibiert werden konnen (Kuiper et all997). Einige Phytotstrogene werdeon ER3 erheblich

besser gebunden als von &RDaher werden einige Phytodstrogene, wie z.B. das Genistein,
zumindest bei niedrigen Konzentrationen, alf3ESRezifisch angesehen (Kuiper et al., 1997; Kuiper et

al., 1998). Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dfi3 wR z.B. der Vitamin-D-Rezeptor,

Liganden aus der Nahrung bindet.

1.2.3 Gewebeverteilung und Funktionen voroERd ER3

Die Gewebeverteilung von BRdeutet drauf hin, daR dieser ein wichtiger Ostrogenrezeptor in
verschiedenen Geweben wie z.B. im Knochengewebe, Kardiovasculargewebe, Urogenitalgewebe
sowie in Immunzellen und dem Zentral-Nervensystem (ZNS) ist (Byers et al., 1997; Gustafsson, 2000;
Kuiper et al., 1996). Dies gilt inshwsdere fir die Ovarien, in denen ERtwa neunmal hoher
exprimiert wird als ER (Sar und Welch, 1999). BRscheint der dominante Ostrogenrezeptor im
Uterus sowie in der Brust und in der Leber zu sein (Couse et al., 1997). Innerhalb eines Gewebes
kénnen beiden Rezeptoren exprimiert werden. Sie sind jedoch oft auf unterschiedliche Zelltypen
verteilt. Zum Beispiel scheint die Expression vonoEiRh Ovar auf die Zellen der Theca sowie die
interstitialen Zellen beschrankt zu sein, wahren@ EBeziell in den Granulosazellen hoch exprimiert

wird (Sar und Welch, 1999).

Die Gewebesperzifitat der Expression vonoEtd ERB deutet auf die unterschiedliche Funktion der
beiden Subtypen hin. Diese Annahme wird durch die unterschiedlichen Ph&notypen der knockout
Méause fur ER (ERaKO) und ERB (ERBKO) bestatigt. Die ERKO-Maus zeigt deutlich weniger
Fehlbildungen, die nach vorlaufigen Daten vor allem auf die Ovarien beschrankt sind und zu
verringerter Fertilitdt fihren. Die EFKO-Maus ist infertil und zeigt neben Fehlbildungen der Ovarien
auch eine Hypoplasie des Uterus und eine Unterentwicklung der Brustdriisen und andere Defekte

(Couse et al.,, 2000). Bei mannlichen dO-Mausen konnte zudem eine gestdrte Spermatogenese
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sowie Unfruchtbarkeit festgestellt werden. Damit wurde erstmalig nachgewiesen, dal? Ostrogen auch
fur die Funktion mannlicher Reproduktionsorgane bedeutsam ist (Eddy1&394),

Mittlerweile liegen erste Daten tUber ERind ERB doppel KO-Mause vor. Bei weiblichen Mausen ist

der Follikel zu einer Testis-&hnlichen Struktur umgewandelt. Auch bei diesen M&usen sind jedoch

nicht alle Ostrogen-vermittelten Funktionen ausgefallen, wie durch den Vergleich mit ovarektomierten

Mausen gezeigt werden konnte. Daher wird (iber die Existenz eines weiteren Ostrogenrezeptors

spekuliert (Couse et al., 1999).

1.2.4 Varianten der Ostrogenrezeptoren

Die mRNA von ERx ist deutlich heterogener als die von anderen Steroidhormonrezeptoren. Die
Transkription des E&®Gens wird von mindestens finf verschiedenen Promotoren initiiert, die in
verschiedenen Geweben in unterschiedlichem Umfang aktiv sind (Grandien, 1996; Grandien et al.,
1993; Green et al., 1986; Hayashi et al., 1997; Thompson et al., 1997). Die mRNAs der verschiedenen
Promotoren unterscheiden sich nur in der nicht translatierten 5‘Region und kodieren deshalb fiir das
gleiche Protein. ER mRNA-Varianten die fur unterschiedliche Proteine kodieren entstehen zumeist
durch alternatives Splicen. Mittlerweile sind mehr als zehn verschiedene Splice-Variannten des
Ostrogenrezeptors bekannt (Murphy et al., 1997). Neben dem ViTsER Varianten mit Deletionen

der Exons 4, 7 und 5 am hochsten exprimiert (Zhang et al., 1996)4DQiadA7-Varianten zeigen in
Reportergen-Studien einen inhibitorischen Effekt aubtERuqua et al., 1992; Park et al., 1996). Die
A5-Variante ist konstitutiv aktiv (Fuqua et al991) und kann die Aktivitdt des WT-EReprimieren

(Desai et al.,, 1997). Fur einige andere Varianten, wie z.BAS8tel-Variante, konnte ein positiver
Effekt auf ERx nachgewiesen werden (Coultts et al., 1988).

Ebenso wie fur ER sind auch fur ER zahlreiche Varianten beschrieben worden. Fir den humanen
ERB wurde eine Variante mit zusatzlichen 45 Aminosduren im N-terminalen Bereich identifiziert
(Ogawa et al., 1998). Fast zeitgleich wurde auch bei Ratten eine Variante mit zusatzlichen 64
Aminosduren am N-Terminus gefunden (ERB5) (Leygue et al., 1998). Neben den N-terminal-
modifizierten Varianten konnten drei Arbeitegpen unabh&angigoneinander die cDNA eine€s03
Aminosduren grof3en Isoform mit einer Insertion in der Ligandenbindungsdoméane klonieren (Chu und
Fuller, 1997; Hanstein et al., 1999; Petersen et al., 1998). Bei dieser Variante, diBzlseZ&chnet

wird, ist zwischen Exon 5 und 6 ein zusatzliches Miniexon mit einer Grof3e von 54 bp oder 18
Aminoséauren integriert (Enmark et al.,, 1997). Anders als die beiden N-terminal verlangerten
Varianten zeigt ER2 eine 100-fach geringere Ostrogenaffinitat alsoEfd ERB. Bei niedrigen
Ostrogenkonzentrationen kann [ERals dominant negativer Regulator voncERnd ERB wirken
(Maruyama et al., ). Sowohl BBRals auch ER kdénnen mit ER2 Heterodimere bilden und an ERE-
Elemente binden (Petersen et al., 1998).
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Aulerdem konnten mehrere REfarianten mit divergenten C-Termini kloniert werden. Diese
Varianten entstehen durch alternatives Splicen nach Exon 7 (Moore et al., 1998; Ogawa et al., 1998).
Durch den Austausch von Exon 8 fehlen diesen Varianten wichtige Aminosauren, die an der
Ligandenbindung und Transaktivierung beteiligt sind. Es ist daher nicht Uberraschend, dal3 fir eine
dieser Variante, den sogenannte fEX (,C-terminal exchanged®), weder Ligandenbindung noch
Reportergen-Aktivitdt nachgewiesen werden konnteBE&R dimerisiert vorrangig mit ER und zeigt

einen dominant negativen Effekt auf die ERermittelte Reportergen-Aktivierung (Moore et al.,
1998).

1.3 Regulation der Transkription durch Ostrogenrezeptoren

1.3.1 Regulation von Promotoren mit ERE-Elementen

Die Ostrogenrezeptoren BRund ERB stimulieren die Transkription von Genen die sogenannte
estrogen responsive elements (EREs) enthalten. Das Konsensus-ERE ist ein 13 bp grofRes
palindromisches Element mit der Konsensussequenz 5-AGGTCANNNTGACCT-3". Der

Mechanismus der ERE vermittelten Genregulation ist in Abbildung 1.3.1.1 gezeigt.

E/
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Transkription
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Abbildung 1.3.1.1: Modell fir die Genaktivierung durch ERa tUber ERE-Elementen.
E = Ostrogen; ER = Ostrogenrezeptor; TBP = TATA binding-Protein; TAFs = tightlyiatsibéactors; A, B, F
= TFIIA,B,F; Pol Il = RNA-Polymerase Il.
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Ostrogen zirkuliert frei im Blut oder ist an Plasma-Carrier wie z.B. ,sex-hormone binding globulin*
(SHBG) gebunden (ca. 95%). Das ungebundene hydrophobe Ostrogen kann vermutlich frei durch
Kapillarwand und Zellmembran von Zielzellen diffundieren. Ob Ostrogen frei durch das Zytoplasma
diffundieren kann, oder durch aktiven Transport in den Zellkern gelangt, ist zur Zeit noch unklar.
Vermutlich gelangt das Ostrogen durch freie Diffusion durch die Kernporen in den Zellkern.

Sowohl der Ligand-gebundene Ostrogenrezeptor, als auch der freie Ostrogenrezeptor sind im Zellkern
lokalisiert. Solange der Ostrogenrezeptor keinen Liganden gebunden hat, ist er an einen Hsp90
Chaperonin-Komplex gebunden (Pratt und Toft, 1997). Der Hsp-Komplex dient vermutlich der
Stabilisierung der Rezeptorstruktur. Durch die Bindung von Ostrogen an den Ostrogenrezeptor kommt
es zu einer Konformationsanderung, welche die Freisetzung des Hsp-Komplexes bewirkt und eine
Dimerisierung des Ostrogenrezeptors ermoglicht (Pike et al., 2000). Der aktivierte Ostrogenrezeptor
kann sowohl Homodimere als auch Heterodimere voo BRI ERB bilden. Das Rezeptordimer kann

dann an das ERE-Element im Promotorbereich Ostrogen-regulierter Gene binden. Der
Ostrogenrezeptor kann selbst als Transkriptionsfaktor wirken und/oder andere Transkriptionsfaktoren

zum Promotor rekrutieren, welche die Transkription initiieren (Klinge, 2000).

Die Initiation der Transkription ist ein komplexer Vorgang bei dem zahlreiche Proteine am Promotor
interagieren. Wenn der Ostrogenrezeptor an ein ERE-Element gebunden ist, interagiert er mit
Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie und anderen Proteinen inklusive Koaktivatoren,
welche die ER-vermittelte Transkriptionsaktivierung verstarken. Es wird angenommen, daf3 der
Ostrogenrezeptor und seine Koaktivatoren die Bindung der basalen Transkriptionsfaktoren
stabilisieren und dadurch den Aufbau des Initiationskomplexes fiir die Transkription férdert. Wenn der
Initiationskomplex vollstandig aufgebaut ist, wird die RNA-Polymerase-ll zum Transkriptions-
Startpunkt rekrutiert und die Transkription eingeleitet.

Der Initiationskomplex besteht aus den Komponenten TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF und TFIIH
(Greenblatt, 1997; Roeder, 1996). TFIID besteht aus dem ,TATA-box binding protein“ und
mindestens 8 weiteren sogenannten ,tightly associated factors* (TAFs) mit einem Molekulargewicht
von 18 bis250 kDa (Verijzer und Tijian, 1996). Steroidrezeptoren interagieren mit den basalen
Transkriptionsfaktoren TFIIB, TBP und verschiedenen TAFs von TFIID (Keighfléegg). ERi
interagiert zudem direkt mit TFIIB (Ing et al., 1992) und mit TBP, wobei die Interaktion sowohl mit
AF1l als auch mit AF2 erfolgt (Sadovsky et all995). Aulerdem interagiert die
Ligandenbindungsdoméane von &Ringandenabhangig mit TB0. Es konnte nachgewiesen werden,
dal3 diese Interaktionen Voraussetzung fur die EBrmittelte Transkriptionsaktivierung ist (Jacq et

al., 1994). Eine vergleichbare Interaktikonnte auch mit TA28 nachgewiesen werden (May,
1996). TAR135 scheint hingegen die Transkriptionsaktivierung durclu EiRht zu beeinflul3en,
obwohl ein solcher Effekt fur andere Steroidrezeptoren (TR, RAR, VDR) nachgewiesen werden

konnte.
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1.3.2 Regulation von Promotoren ohne ERE-Elemente

Genregulation durch Ostrogenrezeptoren ist nicht auf Promotoren beschrankt die ERE-Elemente
enthalten. Daher missen neben der ERE-vermittelten Genregulation alternative Mechanismen der
Genregulation existieren. Tatsachlich konnte fir den Ostrogenrezeptor und andere Steroidrezeptoren
die Regulation von Promotoren mit alternativen responsiven Elementen gezeigt werden (Gottlicher et
al., 1998). So vermittelt ER die Regulation von Promotoren die Bindungsstellen fur das AP-1-
Protein enthalten, welches aus den Transkriptionsfaktoren Fos und Jun besteht (Gaub et al., 1996;
Paech et al., 1997; Hips et al., 1993; Rochefort, 1995; Tora et al., 1988; Umayahara et al., 1994;
Webb et al., 1995; Webb et al., 1999). Die Regulation de®rmReduktase Gens ist von einem
~elektrophile response element* abhangig, das durch ATF-Transkriptionsfaktoren gebunden wird, die
mit Jun dimersieren kénnen (Montano und Katzenellenbdd2®i/) und der Promotor des Cyclin-D-

Gens wird von ER Uber ein CRE-ahnliches Element reguliert, das ebenfalls ATF/Jun binden kann
(Geum et al., 1997).

Der Ostrogenrezeptor modifiziert aber auch die Aktivitit von Promotoren, die durch andere
Transkriptionsfaktoren reguliert werden. So wird der Promotor des E2F-Gens lber eine GC reiche
Sequenz in Kombination mit einer SP1-Bindungsstelle reguliert (Wang et al.,, 1999) AuRerdem
konnten in einigen Promotoren Sequenzen identifiziert werden, die eine Ostrogen-abhangige
Regulation vermitteln, fir die aber bisher noch keine Transkriptionsfaktoren bekannt sind (Dubrik und
Shiu, 1992; Elgort et al., 1996; Liu et al., 1994k&uich et al.,1994; Yang et al., 1996). Bei keinem
dieser Promotoren konnte eine direkte Interaktion des Ostrogenrezeptors mit der Promotor-DNA
nachgewiesen werden. Daher wird angenommen, dafl der ER (ber Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren an den Promotor bindet.

Wahrend die Genregulation Uber ERE-Elemente bereits bis in die molekularen Details untersucht ist,
ist die Regulation Uber ,crosstalk” mit andern Transkriptionsfaktoren bisher kaum charakterisiert. Am
besten untersucht ist die Interaktion vonoElhd AP-1 (Kushner et al., 2000). In Reportergen-Studien
konnte in Abhéangigkeit von der verwendeten Zelllinie sowohl Repression als auch Aktivierung von
Promotoren mit AP-1-Elementen nachgewiesen werden (Doucas et al., 1991; Shemshedini et al.,
1991; Tzukerman et al., 1990). Wie der Ostrogenrezeptor die Aktivitat des AP-1-Proteins modifiziert
ist bisher noch unklarln vitro konnte eine direkte Interaktion des Ostrogenrezeptors mit Jun aber
nicht mit Fos nachgewiesen werden (Webb et al., 1995). AuRdwiante gezeigt werden, dafd in den
Proteinkomplex am AP-1-Element auch Koaktivatoren der Ostrogenrezeptoren, wie SRC-1 und CBP
integriert sind (Kamei et al., 1996; Torchia et al., 1997). Die RepresgsiofPromotoren mit AP-1-
Elementen ist moglicherweise auf eine Titration dieser Transkriptionfaktoren durch den
Ostrogenrezeptor zuriickzufiihren (Kamei et al., 1996; Lee et al., 1998). Ostrogen kann den AP-1-
Komplex nur uber ER stimulieren, ber ER wirkt Ostrogen reprimierend auf den AP-1-Komplex
(Paech et al., 1997).
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Obwohl die relative Bedeutung der Genregulation Uber heterologe responsive Elemente zur Zeit noch
unklar ist, konnte sie ahnlich bedeutsam sein wie die Genregulation Uber ERE-Elemente. In Zelllinien
in denen AP-1 durch ER reprimiert wird, wird auch die Proliferation durch &Rnhibiert. Bei
Zelllinien deren Proliferation durch ERstimuliert wird, wird auch AP-1 stimuliert (Philips et al.,
1998). Daher wird angenommen, daf} die Interaktion ERx und AP-1 in die Kontrolle der

Proliferation eingebunden ist.

Da die meisten natirlichen Promotoren Bindungsstellen fir verschiedene Transkriptionsfaktoren
enthalten, kénnen die Ostrogenrezeptoren z.T. gegenlaufige Effekte iiber diese Elemente ausiiben (z.B.
ERB Uber ERE und AP-1). Die Transkriptionsrate ist daher das Resultat aus stimulierenden und
reprimierenden Einfliissen, die Uber verschiedene Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren vermittelt
werden. Demnach kann die unterschiedliche Expression von Transkriptionsfaktoren und
Koaktivatoren die gewebespezifischen Effekte von Ostrogenen und Antidstrogenen erklaren
(Gottlicher et al., 1998; Graham et al., 2000).

1.4 Koaktivatoren und Korepressoren der Ostrogenrezeptoren

Fur ERx konntein vitro die Interaktion mit einer Vielzahl von Proteinen gezeigt werden. Diese
Interaktionen haben oft erhebliche Konsequenzen auf die t&Emittelte Transkription. In den

letzten 5 Jahren konnten die Existenz von mindestens 19 sogenannten Koaktivatoren nachgewiesen
werden (Klinge, 2000). Diese werden zum Teil auch als ,receptor associated proteins® (RAPs) oder
.feceptor interacting proteins“ (RIPs) bezeichnet, obwohl nicht alle Proteine die mit dem
Ostrogenrezeptor interagieren als Koaktivatoren wirken. Koaktivatoren sind per Definition Proteine,
die direkt mit dem Steroidrezeptor interagieren und dadurch die Transkription verstarken (Horwitz et
al., 1996). Koaktivatorerkdnnen die Transkription von steroidregulierten Genen auf verschiedene
Weise Dbeeinflussen: (1) Sie integrieren den Transaktivierungskomplex in die basale
Transkriptionsmaschinerie und koénne so spezifisch die Transaktivierung durch Steroidrezeptoren
verstarken; (2) Sie integrieren  zusatzliche  Transkriptionsfaktoren in die basale
Transkriptionsmaschinerie; (3) Sie besitzen oftmals eine Histonacetyl-Transferase (HAT), welche die
Bindung der Histone modifiziert und dadurch die Transaktivierung verbessert.

Es konnte nachgewiesen werden, daR die Uberexpression eines Steroidrezeptors die Transkription
durch einen Anderen inhibieren kann (Meyer et al., 1989). Daher wird angenommen, dal’ die
Steroidrezeptorenn vivo um eine begrenzte Menge an Koaktivatoren konkurrieren. Am besten
untersucht sind die 160 kDa groRRen Koaktivatoren der SRC-1li&gauch p160-Koaktivatoren)

sowie die 300 kDa grof3en Koaktivatoren p300 und CBP (Klinge, 2000).
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1.4.1 Die p160 Familie der Koaktivatoren

Die Interaktion von ER mit den Mitgliedern der p160-Koaktivatoren Fien SRC-1 (Halachmi et

al., 1994; Onate et al., 1995), TIF2 (Voegel et al., 1996) und AIB1 (Anzick et al., 1997) wird durch die
Wechselwirkung von AF2 mit der sogenannte NID (nuclear receptor interaction domain) Doméane
vermittelt. Diese besteht aus einem 5 Aminoséuren langen Leucin-reichen Motiv mit der Sequenz
LXXLL, wobei X jede beliebige Aminosaure sein kann (McKenna et al, 1999). Durch
Mutationsanalysen von ERkonnte gezeigt werden, dal} fiir die Erkennung der NID die Helices 3,4,5
und 12 der Ligandenbindungsdoméne verantwortlich sind (Shiau et al., 1998). Obwohl alle drei
Koaktivatoren einen grofRen Grad von Homologie zueinander haben, konnte nachgewiesen werden,

dal? sie unterschiedliche Funktionen haben.

Der erste Koaktivator fur den eine direkte Interaktion mitiERzeigt wurde, war der Steroidrezeptor
Koaktivator SRC-1 (ERAP-160NCcoAl) (Halachmi et al., 1994; Onate et al., 1995). In Reportergen
Studien konnte SRC-1 die Transaktivierung durch aERund ERB verbessern. Die
Ligandenbindungsdoméane (LBD) von &mindet die NDI Sequenzen von SRC-1 nur nach Bindung
von Ostrogen, Tamoxifen vermitteln keine SRC-1 Bindung an die LBD. SRC-1 verstarkt die
Ostrogen-vermittelte Transkription tiber Rnd ERB und verbessert die Interaktion zwischen der N-
und der C-terminalen Doméane von &REs wird daher angenommen, dal3 SRC-1 die Integration von
AF1 und AF2 von ER ermoglicht und damit die Aktivitdt von BRsteigert. Obwohl SRC-1 nach
TAM-Bindung nicht an die AF2 gebunden wird, konnte gezeigt werden, dall SRC-1 die TAM
induzierte Aktivitat von ERE-Reportergenen uberoEReigern kann (Smith et al., 1997). Es ist daher
nicht Uberraschend, dal} eine direkte Interaktion von SRC-1 mit AF1 nachgewiesen werden konnte,
welchein vivo vermutlich zum agonistischen Effekt von 4-OHT beitragt (Webb et1888). Wie
aufgrund der Homologie von EBRund ERB zu erwarten war, bindet SRC-1 auch an die LBD vof8 ER
(Tremblay et al., 1997). Die niedrignservierte AF1 scheint hingegen beifEkeine Bindungsstelle

fur SRC-1 zu enthalten (Cowley und Parker, 1999). Durch Mutationsanalysen derobBERx und

ERB konnte gezeigt werden, dal3 die Interaktion mit Kofaktoren bei beiden Rezeptoren tber Helix 12
der LBD erfolgt (Cowley und Parker, 1999). SRC-1 stimuliert die Ostrogen-vermittelte Transkription
sowohl durch Homodimere von ERoder ERB, als auch tUber EHRER(3-Heterodimere (Tremblay et

al., 1999).

Die Histonacetyltransferase-Funktion (HAT) von SRC-1 befindet sich in der C-termialen Region und
ist spezifisch fur die Histone H3 und H4 (Spencer et al., 1997). Die Acetylierung dieser Histone fuhrt
zu einer schwacheren DNA-Bindung, was den Aufbau des Initiationskomplexes fordert und damit die
Transkriptionsrate steigert. Neben seiner Interaktion mit Steroidrezeptoren interagiert SRC-1 mit
weiteren Transkriptionsfaktoren wie z.B. Fos und Jun (Lee et al, 1998) und den basalen
Transkriptionsfaktoren TBP und TFIID (Ikeda et al., 1999). Daher wird angenommen, dal} SRC-1 als
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Vebindungsfaktor wirkt, der den ERERE-Komplex und/oder den ERAP-1-Komplex mit dem

RNA-Polymerase ll-Initiationskomlex zu einem Gesamtkomplex verbindet (Takeshita et al., 1996).

Der Transkriptionsfaktor TIF2 (SRC-2/GRIP-1/NcoA-2) (Voegle et al., 199@ngHet al.,1996)
stimuliert ebenso wie SRC-1 die ligandenabhangige Transaktivierung durch den ARPERGR,

TR, RXR, RAR, und VDR. Wie SRC-1 bindet TIF2 die AF2 voncEeéhd ERB nur nach Bindung

von Ostrogen, aber nicht ohne Ligand oder nach Bindung von Tamoxifen (Cowley und P2@Rr,
Ebenfalls konnte eine Interaktion mit AF1 von &ERachgewiesen werden (Webb et al., 1998). Die N-
terminale A/B-Domane von HR bindet nicht an TIF2 (Webb et al., 1998). Wahrend die
Transaktivierung durch ER von TIF2 stark stimuliert wird, wird die BR vermittelte
Transaktivierung nur in geringem Umfang stimuliert (Webb et al., 1998). Vermutlich windd&Reh

TIF2 starker stimuliert, weil die gleichzeitige Bindung von AF1 und AF2 eine Integration der beiden

Aktivierungsfunktionen ermoglicht.

Der Koaktivator AIB1 (SRC3;ACTR;RAC3;TRAM1;p/Cip) (Anzick et al., 1997; Chen et al., 1997; Li

et al., 1997; Takeshita et al., 1997; Torchia et al., 1997) zeigt grof3e Homologie zu SRC-1 und GRIP2.
Durch Kotransfektion von ER und GRIP2 konnte eine Steigerung der Ostrogen-vermittelten ERE-
Reportergen-Akitivitat erzielt werden (Anzick et al., 1997). Dig3BRrmittelte Transkription konnte
hingegen nicht gesteigert werden (Suen et al., 1998). Damit ist AIB1 der erste und bislang einzige
bekannte Kofaktor der selektiv nur einen der beiden Ostrogenrezeptoren aktiviert.

Wie fir die anderen Mitglieder der p160 Rhenist auch fur AIB1 eine HAT-Aktiviat nachgewiesen
worden (Suen et al.,, 1998). Auf3erdem wird AIB1 selbst durch p300/CBP acetyliert. Diese
Acetylierung wird in MCF7-Zellen durch Ostrogen gefordert. Daher wird angenommen, daR fur die
Acetylierung ein Komplex aus ERp300/CBP und AIB1 verantwortlich ist (Chen et al., 1999). Die
Acetylierung von AIB1 schwachh vitro die Interaktion von AIB1 und ERab. Diese Daten lassen
darauf schlie3en, dalR die hormoninduzierte Transkription ein dynamischer Prozess ist, der durch
Acetylierungen von Histonen stimuliert und Acetylierung von Kofaktoren reprimiert werden kann
(Chen et al., 1999).

Fur AIB1 konnte eine Uberexpression in verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien und in 64% der
primaren Mammakarzinome nachgewiesen werden (Anzick et al., 1997). In einer gro3en Studie mit
1157 Mammakarzinomen und 122 Ovarialkarzindmente eine Uberexpression jedoch nur bei 4,8%

der Mamma- und bei 7,4% der Ovarialkarzinome gefunden werden. In den Mammakarzinomen zeigte
sich jedoch eine Korrelation mit BR PR und der TumorgréRe (Bautista et al., 1998). Die Bedeutung
von AIB1 als Marker fiir Ostrogen-sensible Mamma- und Ovarialkarzinome ist damit weiterhin

unklar.
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1.4.2 Die p300 Koaktivatoren

Die nahe verwandten Koaktivatoren p300 und CREB-binding protein (CBP), sind anders als die p160
Familie der Koaktivatoren nicht spezifisch flr Steroidrezeptoren, sondern interagieren auf3erdem mit
einer Vielzahl von anderen Faktoren, wie z@53 (Gu und Roeder, 1997; Gu und Shi, 1997) und
NFkB (Na et al., 1998; Perkins et al., 1997). Sie werden auch als Kointegratoren bezeichnet, da sie
Signale verschiedener Signaltransduktionswege integrieren. CBP und p300 binden selbst nicht an
DNA, werden aber durch sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren zum Promotor rekrutiert (Yang et
al., 1996). p300 interagiert nicht nur mit dem Ostrogenrezeptor (Hanstein et al., a8@&nsauch

mit SRC-1 (Jenster et al., 1997), TIF2 (Voegel et al.,, 1998) und AIB1 (Torchia et al., 1997). In
transient transfizierten Zellen steigern SRC-1 und CBP synergistisch die Stimulation dur? ER
(Jenster et al., 1997; Smith et al.,, 1996). In Zellextrakten ist CBP mit dem RNA-Polymerase-II
Komplex assoziiert. Daher wird angenommen, da? der Komplex aus Steroidrezeptor, CBP und
anderen Koaktivatoren den Aufbau des RNA-Polymerasell Intitiationskomplexes fordert (Kee et al.,
1996). CBP war der erste Koaktivator fiir den eine HAT-Aktivitat nachgewiesen wurde (Ogryzko et
al., 1996). Die beiden Koaktivatoren acetylieren nicht nur verschiedenen Histone (Bannister und
Kouzarides, 1996),amdern auch viele Transkriptionsfaktoren wie B3 (Gu und Roeder, 1997; Gu

und Shi, 1997) und AIB1 (Chen et al, 1999), sowie Komponenten der basalen
Transkriptionsmaschinerie wie z.B. TFAEund TFIIF (Imhof et al., 1997). Die Acetylierung der
nuklearen Proteine fiihrt zumeist zu einer Steigerung der-VeRnmittelten Transaktivierung, kann

aber auch - wie fur AlIB gezeigt wurde - reprimierend wirken.

1.4.3 Korepressoren

Waéhrend die Interaktion von Steroidrezeptoren mit Koaktivatoren bereits sehr gut untersucht ist,
liegen zu der Interaktion von Steroidrezeptoren mit Korepressoren vergleichsweise wenig Daten vor.
Die beiden Korepressoren NCoR und SMRT wurden urspriinglich als Repressoren von Klasse |
Rezeptoren identifiziert. An diese sind beide Korepressoren gebunden, solange diese keinen Ligand
gebunden haben (Horlein et al., 1995; Horwitz et al., 1996; Kurokawa et al., 1995).

Beide Korepressoren reduzieren die agonistische Aktivitat von Tamoxifen aber nicht die von Ostradiol
(Glass und Rosenfeld, 2000; McLenna et al., 1999). Wenn Tamoxifen ang&funden, ist kann
dieser direkt mit SMRT und NCoR interagieren. Ohne Ligand oder mit Ostrogen als Ligand werden
beide Korepressoren nicht von &Bebunden (Lavinsky et al., 1998).

Im Gegensatz zu den Koaktivatoren besitzen die beiden Korepressoren keine HAT-Aktivitat sondern
eine Histon-Deacetylase (HDAC). Es wird angenommen, dal3 eine Deacetylierung eine starke
Kondensierung des Chromatins bewirkt, die den Transkriptionsfaktoren den Zugang zu ihren
Bindungsstellen erschwert und damit die Trankriptionsrate senkt (Alland et al., 1997; Heinzel et al.,
1997; Nagy et al., 1998).
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Durch Mikroinjektion von Antikérpern gegen SMRT und NCoR, in die Ostrogen-abhangige
Mammakarzinomzelllinie MCF7, wird das antagonistische Tamoxifen zu einem Agonisten konvertiert
(Lavinsky et al., 1998). Diese Daten deuten darauf hin, dal3 die InterakiionERx mit
Korepressoren fir die antagonistische Wirkung von Tamoxifen bendtigt wird. Moglicherweise ist eine
niedrige Expression von NCoR, SMART und anderen Korepressoren fur den antagonistischen Effekt
von Tamoxifen verantwortlich, der in manchen Geweben beobachtet werden kann. Ob SMRT und
N-CoR unterschiedliche Funktionen haben und ob sie auch rfiitii&agieren kénnen, ist zur Zeit

noch unklar.

1.5 Nichtgenomische Ostrogen-Effekte

Die Effekte von Ostrogenen und SERMs werden zumeist durch Interaktion mit den nukledren
Rezeptoren und die nachfolgenden Modifikationen der Transkriptionsmaschinerie erklart. Einige
Effekte von Steroidhormonen treten jedoch bereits nach wenigen Sekunden auf und lassen sich daher
nicht Gber eine Verdnderung der Transkriptionsrate erklaren. Zahlreiche experimentelle Belege fiir
solche ,schnellen* Effekte sind gefunden worden: In myometrialen Zellen bewirkt Ostrogen einen
schnellen Calcium-Influx (Pietras und Szego, 1975). Schnelle Effekiel3- und la-Estradiol

konnten auch in neuronalen Zellen (Mermelstein et1896), Granulosazellen (Morley et al., 1992)

und anderen Geweben nachgewiesen werden (Wehling et al., 1995). In patch-clamp-Experimenten
konnte gezeigt werden, daR Ostrogen eine schnelle Offnung VeKaxalen verursacht (Valverde et

al.,, 1999). Ostrogen bewirkt zudem eine Aktivierung der Mitegetivated-Protein-Kinase (MAP-

Kinase) mit nachfolgender Aktivierung der NO-Synthethase in vascularen Muskelzellen (Chen et al.,
1999).

Es wird angenommen, daR diese Effekte tber membranstindige Ostrogenrezeptoren vermittelt
werden. Unter Verwendung spezifischer Antikérper konnten Membran-Bindungstellen fiir Ostrogen
identifiziert werden (Norfleet et al., 1999). Mdglicherweise werden der nukledre und der Membran-
Ostrogenrezeptor aus dem gleichen Transkript gebildet (Razandi et al., 1999).

Die Bindung von Ostrogen an den membranstiangigen ER fiihrt zur Aktivierung eines G-Proteins,
welches dann in eine- und in einefy-Untereinheit dissoziiert. Digy-Untereinheit aktiviert die
Phospholipase ¢, welche Phosphatidylinositol-Pyrophosphate zu Diacylglycerol und Inositol
Triphosphat umsetzt. Dies bewirkt in Osteoblasten den Efflux von Ca2+ aus dem Endoplasmatischem
Retikulum (Le Mellay et al., 1999).

In MCF7 Mammakarzinom-Zelllinien ist der Anstieg der intrazelluldren Calzium-Konzentration mit
einer Aktivierung der MAP-Kinase verbunden (Improta-Brears et al., 1999nhofe et al. 2000).

MAP Kinasen sind Serin/Threonin Kinasen, die Signale von verschiedenen Membranrezeptoren zu
intrazellularen Targets wie Transkriptionsfaktoren, Cytoskelett-Proteine und Enzymen weiterleiten.

Die Aktivierung der MAP-Kinasen fiihrt Uber eine sequentielle Aktivierung von Ras, Raf und der



1 Einleitung 15

Mitogen-Activated-Kinase (MEK) zur Proliferation (Collins und WettB99). Welche Bedeutung die
Membran-Rezeptoren fiir Ostrogen im Gesamtkontext der Ostrogenwirkung haben, ist zur Zeit noch

unklar.

1.6 Ostrogenwirkung in der Karzinogenese

Die ersten Belege fiir einen Zusammenhang zwischen Ostrogen und Brustkrebs wurde im Jahre 1896
von dem britischen Chirurgen Beatson erbracht (Beat$886). Dieserkonnte zeigen, dal3 die
Entfernung der Ovarien bei prdmenopausalen Frauen zu einer Regression von fortgeschrittenen
Mammakarzinomen filhren kann (Beatson, 1896). Bereits wenige Jahre spater wurde eine Studie
veroffentlicht, die zeigte, dal3 es bei ca. 1/3 aller Mammakarzinom-Patientinnen nach Oophorektomie
zu einer Tumor-Regression kommt (Boyth00). Steraihormone waren zu dieser Zeit noch nicht
bekannt. Der erste Beweis flir deren Existenz in der Follikelflissigkeit und ihr karzinogenes Potential
wurde erst 30 Jahre spater erbracht (Lacassagne, 1932).

Durch Tierversuche konnte der EinfluR von natirlichen und synthetischen Ostrogenen auf die
Entstehung und Progression von malignen und benignen Karzinomen mittlerweile eindeutig belegt
werden (Lupulescu, 1993). Dabei scheinen die Stieoomone eher mitogene Koaktivatoren als
Tumorpromotoren zu sein (Beckmann et al., 1997; Cohen und Ellwein, 1991; Devilee und Cornelisse,
1996).

Die spezifische Rolle der Steroidhormone in der Progression von Mamma- und
Endometriumkarzinomen ist noch immer weitgehend unverstanden. Unter physiologischen
Bedingungen steuert Ostrogen die Proliferation und Apoptose des Driisenepithels der Mamma und des
Endometriums, indem es die Expression einer Vielzahl von Genen in den Ostrogen-abhéangigen
Epithelzellen reguliert. (Katzenellenbogen, 1996). Dabei stehen die Ostrogenrezeptoren in
Wechselwirkung mit anderen Regulationssystemen der Proliferations- und Zellzyklus-Kontrolle. Es
konnten Wechselwirkungen mit Wachstumsfaktoren (z.B. EGF,oaTGEH3, PDGF, IGF-I und IGF-

II), Protooncogenen (z.B. Fos, Jun, myc, int-2bb&, ras), Tumorsuppressorgenen (z.B. TP53,
BRCAL, MST1, HIC, NME1) Zellzyklus-Regulatoren (z.B. Cyclinen, CDKs, pl16, p21), Telomerase,
Mutatorgenen (z.B. MSH2, MLH1, PMS1/2) und Apoptose-Genen (CD95, bcl2) gezeigt werden
(Ciocca und Fanellil997; Lemieux und Fuqua, 1996; Shayamala, 1997; Sutherland et al., 1998).
Fehlfunktionen in diesen Regulationssystemen sind wichtige Schritte in der Mehrschritt-
Karzinogenese von Mamma- und Endometriumkarzinomen. Vermutlich filhren diese Defekte zu einer
unphysiologischerOstrogen-induzierten Proliferation und zu einem Verlust der Ostrogen-induzierten
Apoptose (Beckmann et al., 1997; Dickson und Stancel, 2000).

Daher sind synthetische Antiostrogene, wie z.B. das Tamoxifen, welches die Interaktion von
Hormonen und Steroidrezeptoren blockieren, effektive Therapeutika zur Behandlung

hormonabhéngiger Tumore (Jordan, 1998).
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1.7 Selective Estrogen Receptor Modulators (SERMS)

Brustkrebs ist in der westlichen Welt die haufigste Todesursache bei Frauen im Alter von 35-50
Jahren. In Deutschland erkrankt durchschnittlich eine von zehn Frauen bis zu ihrem 85. Lebensjahr an
Brustkrebs (Garfinkel et al., 1994). Da ein GroRteil der Mammakarzinome Ostrogen-abhangig ist,
haben Antitstrogene, wie z.B. Tamoxifen (TAM), eine grof3e klinische Bedeutung in der Onkologie
(Osborne, 1998).

Antidstrogene wirken als kompetetive Inhibitoren der Ostrogenbindung. Die physiologische Wirkung
der verschiedenen Anitdstrogene zeigt eine ausgepragte Gewebespezifitdt. So wirkt TAM in der Brust
als Ostrogen-Antagonist und im Endometrium als Agonist, wahrend Raloxifen (RLX) in beiden
Geweben als Antagonist wirkt (Jordat®98). Daher werden Antidstrogene mit gewebespezifischer
Wirkung auch als ,Selective Estrogen Receptor Modulators® (SERMs) bezeichnet (Abbildung
1.7.1.1). Andere Ostrogen-Antagonisten kénnen die Dimerisierung der Ostrogenrezeptoren inhibieren
und wirken daher als reine Ostrogen-Antagonisten und werden deshalb nicht zu den SERMs gezahlt.

Zur Behandlung des Mammakarzinoms ist zur Zeit nur Tamoxifen zugelassen.

(I
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§
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Tamoxifen Raloxifen

Abbildung 1.7.1.1: Der natiirliche Ligand Ostrogen und die synthetischen SERMs Raloxifen und

Tamoxifen.
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Die Expression von ERs und PRs in Zellen von Mamma- und Endometriumkarzinomen ist ein Indiz
fur deren Hormonabhangigkeit. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dal3 etwa 60% aller
Patientinnen mit einem fortgeschrittene d=positiven Mammakarzinom, von einer Therapie mit
Tamoxifen profitieren. Eine langfristige Therapie mit TAM kann jedoch zu TAM-resistente Tumoren
fuhren (EBCT-Group, 1992; EBCT-Group, 1996; EBCT-Group, 1998 \itro Studien konnte eine

TAM resistente Zelllinie durch stabile Transfektion mit &€Rn eine TAM sensitive Zelllinie
verwandelt werden. Wahrend der Progression werden die meisten Tumore jedoch TAM-resistent, ohne
den ER zu verlieren (Devilee und Cornelisse, 1996; 1988yivo kann TAM das Wachstum von
TAM-resistenten ER-positiven Tumoren sogar fordern (Osborne und Fuqua, 1994; Umayahara et al.,
1994). In Mausen steigert die Langzeitapplikaton TAM das Wachstum von ER positiven
Mammakarzinom-Zellen. RLX zeigt dieses Pha&nomen nicht (Gottardis und Jordan, 1988).
Steroidhormon-Antagonisten mit anderen Wirkmechanismen (z.B. Aromatase-Inhibitoren) kodnnen
eine Tumor-Reduktion bei TAM-resistenten Tumoren bewirken. Verschiedenen Mechanismen sind als
Ursache fir die primare und sekundare (Anti) Hormonresistenz postuliert worden: (1) Verlust der
Expression des ER oder Selektion von ER negativen Zelllinien; (2) Funktionsverlust des ER durch
Mutationen oder alternatives Splicen; (3) Verédnderte Expression von ER Subtypen (5) Verénderte
Expression, Verlust oder Mutation von Kofaktoren (Beckmann et@98; Brzozowski et al., 1997)

Obwohl fast 60% aller Endometriumkarzinome cExprimieren, bewirkt TAM nur bei 15% aller
Patientinnen eine Tumorreduktion. TAM scheint sogar als Induktor der Endometrium-Karzinogenese
zu wirken (Fisher et al., 1998). Im Gegensatz zu TAM hat RLX keinen stimulierenden Effekt auf
Endometrium-Zellen. In histologischen Untersuchungen konnte sogar eine Regression festgestellt
werden (Delmas et al., 1997).

Die Ursachen fiir die gewebespezifische Wirkung verschiedener SERMs sind noch nicht vollstandig
verstanden. Auf Promotoren mit ERE-Elementen wirkt TAM als partieller Agonist/Antagonist von
ERa und als reiner Antagonist von BR(Hall und McDonnel,1999). Eine Rezeptor-spezifische
Wirkung von TAM und RLX konnte auch fir Promotoren mit AP-1-Elementen nachgewiesen werden
(Jones et al., 1999; Paech et al., 1997). Auf Promotoren mit AP-1-Elementen wirken TAM und RLX
Uber ERx reprimierend, tber HRhingegen stimulierend (Paech et al., 1997). Die gewebespezifischen
Unterschiede im Expressionsniveau vonoEthd ERB kdnnen daher die gewebespezifische Wirkung

der SERMs zumindest teilweise erklaren (Gustafsson, 1999).

Unterschiedliche Liganden kdnnen zudem spezifische Rezeptor-Konformationen induzieren
(Brzozowski et al., 1997). EkRonnte nachgewiesen werden, dal3 dies zur Bindung von Ligand-
spezifischen Kofaktoren fiihren kann. Zum Beispiel bewirkt TAM, aber nicht Ostrogen, eine Bindung
der Korepressoren NCoR und SMART an die N-terminale Doméne van ERe Inaktivierung

dieser Korepressoren kann die agonistische Wirkung von TAM verstélckeinsky et al., 1998).
Vermutlich bestimmt die gewebespezifische Expression solcher Ligand-spezifischen Kofaktoren die
Gewebespezifitdt der SERMSs.
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2 Problemstellung

Die Ostrogenrezeptor-vermittelte Genregulation iiber EREs ist mittlerweile sehr genau verstanden
(1.3.1). Einige der Ostrogen-vermittelten Effekte lassen sich mit diesem Modell jedoch nicht
befriedigend erklaren. Insbesondere ist unklar, auf welche Weise die fir manche Gene beobachtete
Repression der Genexpression durch Ostrogen erfolgt. AuRerdem konnen die gewebespezifischen
Effekte des Ostrogens und der Antitstrogene mit diesem Modell nur unzureichend erklart werden.
Daher wurde die Existenz von alternativen Regulationsmechanismen postuliert. Mittlerweile konnten
eine Reihe von Genen identifiziert werden, die Ostrogen-abhéngig reguliert werden, aber keine ERE-
Elemente enthalten (1.3.2). Mdglicherweise ist die Regulation Uber alternative responsive Elemente
wie z.B. AP-1-Elemente sogar bedeutsamer als die Regulation tUber EREs. So konnte in humanen
Tumor-Zelllinien bisher kein einziges Gen identifiziert werden, welches Uber ein voll konserviertes
ERE-Element reguliert wird. Die maRig konservierten ERESs, die in einigen Promotoren gefunden
werden konnten, sind in den meisten Fallen nicht funktionell (May und WekH@§).

Ostrogen spielt eine wichtige Rolle in der Karzinogenese von gynékologischen Malignomen (Flétotto
et al., 2001). Daher ist ein besseres Vadis der Genregulation Uber alternative responsive
Elemente ein wichtiger Schritt bei der Entwicklung von Therapeutika zur Behandlung von Ostrogen-
abhangigen Tumoren. Die Mechanismen die der nicht ERE-vermittelten Genregulation zugrunde

liegen sind jedoch noch immer weitestgehend unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die folgenden Aspekte der Genregulation Uber alternative responsive

Elemente untersucht werden:

1) Wie unterscheiden sich die Ostrogenrezeptoren ERd ERB beziiglich der Regulation (iber
alternative responsive Elemente ? Welche Aktivierungsfunktionen der Ostrogenrezeptoren sind an
der Regulation Uber alternative Elemente beteiligt ?

2) Welche Bedeutung haben Kofaktoren bei der Regulation von Promotoren mit alternativen ERs ?
Kann die gewebespezifische Wirkung der SERMs durch die Interaktion mit verschiedenen
Kofaktoren erklart werden ? Konnen Kofaktoren die Regulation Uber alternative responsive
Elemente qualitativ und/oder quantitativ modifizieren ?

3) Binden die Ostrogenrezeptoren direkt an Promotor-gebundene Transkriptionsfaktoren ?

4) Welche Rolle spielen Splice-Varianten der Ostrogenrezeptoren bei der Regulation tiber alternative

Elemente ?
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3 Material und Methoden

3.1 Mikroorganismen

Es wurden folgende Mikroorganismen eingesetzt:

Stamm Referenz

XL1-Blue

Organismus Genotyp
recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
hsdR17, supE44, relAl, ladF pro

ABlac ZAM15 TN10 (Tet)]

Escherichia coli Stratagene

Tabelle 3.1: Mikroorganismen

3.2 Nukleinsauren

3.2.1 Plasmide

Plasmidkarten der verwendeten Plasmide sind im Anhang zu finden. Plasmidkarten von selbst

konstruierten Plasmiden sowie von Reporterplasmiden sind im Ergebnissteil zu finden.

3.2.2 Primer

Es wurden die folgenden Primer eingesetzt:

Primer GrolRe (b) | Sequenz Verwendugszweck

ERBVP16R 37 5'GGGGGGTCGACTTA | Konstruktion von VP16ERBeta und
TGACATTCTACAGTCCT |Beta2 (sense)
GCTGT 3

ERAVP16U 35 3'GGGGGGTCGACTTA | Konstruktion von VP16ERAIpha (sensk)
TGACCATGACCCTCACA
CC5'

ERXVP16R 33 5'GGGGGGCTAGCCA [Konstruktion von VP16ERAIpa, Beta
GTCGAGGCTGTAGAAG |und Beta2 (antisense)
GCA 3

AP-1EXUNI 35 5GGGE&TGCAGAGTA |Eliminierung der AP-1 Sites aus pGL2}
ATAGAACTCTTGCTTGC | Basic
T7G 3

AP-1EXREV | 30 5'GGGGETGCAGGGA | Eliminierung der AP-1 Sites aus pGL2}
AAGTCCTTGGGGTCTTC| Basic und seinen Derivaten
3¢

PP-647PR 30 5'GAGATCT CTGTTCA (Klonierung des proximalen PR-
ACATCTCTACTGAGG Promotors (sense)

PP+30PR 28 5'CCBAGCTT GCTTAC | Klonierung des proximalen PR-
CCCGATTAGTGACS Promotors (antisense)

DP+438PR 25 5'GAAGATCT TTGCGC | Klonierung des distalen PR-Promotors
TCCCCACTTGC 3 (sense)

DP+1084PR | 28 5'CCEBAGCTT CCAAGA | Klonierung des distalen PR-Promotorg
CACTGTCCAGCAG 3’ (antisense)
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pPGLUNI a7 5‘CGACGTTGTAAAACT | Sequenzierung von Promotoren in
ACGGCCAGTTGTATCTT| pGL2-Basic Derivaten (sense)
ATGGTACTGTAACTG

pGLRev 41 CAGGAAACAGCTATGA | Sequenzierung von Promotoren in
CCCTTTATGTTTTTGGC | pGL2-Basic Derivaten (antisense)
GTCTTCCA

B-Actin5 20 5'AGAGATGGCCACGGC| Kontrolle auf Kontaminationen mit
TGCTT 3 genomischer DNA (sense)

B-Actin3 20 S'ATTTGCGGTGGACGA | PCR Kontrolle auf Kontaminationen mjt
TGGAG 3 genomischer DNA (antisense)

GAPDH195S | 18 5'CCATGGAGAAGGCTQG Amplifikation von GAPDH als interner
GGG 3 Standard bei der gqRT-PCR (sense)

GAPDH195A | 20 5'AAAGTTGTCATGGA | Amplifikation von GAPDH als interner
TGACC 3 Standard bei der gRT-PCR (antisensq)

ERB2165 19 5'‘ATTGACCACCCCGGC Nachweis von ER2
AAGC 3'

BH9 5'‘GATCATGGCCTTGAC | Nachweis von ER2
ACAGAG 3'

Tabelle 3.2 Primer. Schnittstellen fur Restriktionsenzyme sind in der Primersequenz durch Fettdruck

hervorgehoben.

3.3 Zellkultur

3.3.1 Zelllinien

Die benutzten, von ,American Type Culture Collection® (ATCC) bezogenen Zelllinien sind
folgendermal3en charakterisiert [Angabe der Kulturbedingungen bezogen auf Normalbedingungen im

»Vollmedium®]

Ishikawa

Diese Zellinie wurde freundlicherweise von Dr. Kluge (Marburg) zur Verfiigung gestellt. Die
Zelllinie wurde 1985 von Nishida et. al. Aus einem gut differenzierten Adenokarzinom des
Endometriums etabliert.

[DMEM-F12, 10 % (v/v) FCS, Antibiotika/Antimykotica/L-Glutamin-L8sung, 15 mM Hepes]

MCF7 (ATCC HTB 22)

Diese Zelllinie wurde von H.D. Soule durch Punktion nach einem Pleuraergul3 einer 69 Jahre alten
Frau mit Mammakarzinom isoliert (Soule et al., 1973).

[DMEM, 10% (v/v) FCS, Antibiotika/Antimykotica/L-Glutamin-Lésung, MEMO x Vitaminlésung]

HelLa
HeLa war die erste aneuploide epitheliale Zelllinie aus menschlichem Gewebe, die in dauerhafte

Kultur genommen wurde. Diese Zelllinie wurde im Jahe®1 aus einem Zervixkarzinom einer 31
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Jahre alten Farbigen gewonnen. Aufgrund seiner frihen Entstehung ist HelLa einer der am besten
untersuchten Zelllinien tiberhaupt. Uber ATCC ist Passage 90 zu beziehen.
[DMEM, 10 % (v/v) FCS, Antibiotika/Antimykotica/L-Glutamin-Lésung, MEM100 x

Vitaminldsung]

Hey

Diese Zelllinie wurde aus einem malig differenziertem Zystadenocarzinom des Ovars gewonnen
(Buick et al., 1985). Sie ist als Ostrogenrezeptor und Progesteronrezeptor positiv beschrieben worden.
Die Zelllinie ist nicht Gber ATCC zu beziehen. Die verwendete Passage dieser Zelllinie ist unbekannt.
[RPMI, 10 % (v/v) FCS, Antibiotika/Antimykotica/L-Glutamin-Lésung, MEMIO x Vitaminldsung]

NIH:Ovcar3

Die Ovcar3 Zelllinie wurde im Jaht982 von einer Patientin mit fortgeschrittenem Adenokarzinom
isoliert (Hamilton et al., 1983). Die Himie ist sowohl Androgenrezeptor als auch Ostrogenrezeptor
positiv.

[DMEM, 10 % (v/v) FCS, Antibiotika/Antimykotica/L-Glutamin-Lésung, MEM100 X

Vitaminlésung]

BT20

Diese Mammakarzinom-Zelllinie wurde im Jalr@58 aus Zellen etabliert, die aus einem in Scheiben
geschnittenem Mammakarzinom auswuchsen. Uber ATCC ist eine spate Passage zu beziehen (p248).
[DMEM, 10 % (v/iv) FCS, Antibiotika/Antimykotica/L-Glutamin-Lésung, MEM100 X

Vitaminldésung]

U2-0S

Diese Zelllinie wurde im Jaht965 aus einem mafRig differenziertem Sarkom des Schienbeins eines
15-jahrigen Madchens isoliert. Die Zelllinie ist hypertriploid und weist zahlreiche chromosomale
Aberrationen wie Briche und Ringe etc. auf. Die Uber ATCC zu beziehende Passagennummer ist
unbekannt.

[DMEM, 10% (v/v) FCS, Antibiotika/Antimykotica/L-Glutamin-Lésung, MEMO x Vitaminldsung]

SK-BR3

Diese Zelllinie wurdel970von G. Tempe und L.J. Old aus einem Pleuraergul3 isoliert. SK-BR-3-
Zellen stammen von einem Mammakarzinom einer 43 Jahre alten Frau und sind hypertriploid bis
hypertetraploid.

[DMEM, 10% (v/v) FCS, Antibiotika/Antimykotica/L-Glutamin-Losung, MEMO x Vitaminldsung]
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3.3.2 Kulturmedien und Zusatze

Es wurden die folgenden Nahrmedien verwendet:

-McCoy 5A Medium (modifiziertes Medium nach McCoy, Gibco) mit oder ohne Phenolrot
-D-MEM Medium (Dulbecco's Modifiziertes Eagles Medium, Gibco) mit oder ohne Phenolrot
-RPMI Medium (Biochrom KG, Berlin)
Jeweils mit folgenden Zuséatzen: 10 % FCS (Gibco)
200 mM L-Glutamin (Gibco)
Antibiotika/Antimykotika-Losung
MEM-Vitamin-Ldsung

-D-MEM-F12 Medium (Dulbecco's Maodifiziertes Eagles Medium, Nutrient Mixture F12, Gibco) mit
oder ohne Phenolrot
Mit folgenden Zusatzen: 10 % FCS (Gibco)

200 mM L-Glutamin (Gibco)

Antibiotika/Antimykotika-Losung 5 ml

Hepes Buffer, 10 mM (Sigma-Aldrich)

-Antibiotika/Antimykotika Losung 10000 IE Penidlin, 1000 g Streptomycin, 2hg Amphotericin B

in 0,85 % Kochsalzlésung)

-MEM-Vitamin-Losung 100 x (NaCl, D-Ca Panthothenat, Cholinchlorid, Folsaure, i-Inositol,
Nikotinamid, Pyridoxal HCL, Riboflavin und Thiamin)

-0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA (Gibco)

-PBS (Seromed)

-Sterilfilterflaschen (Corning', Sigma-Aldrich)

3.3.3 Behandlung von FCS mit Aktivkohle

500 ml FCS wurden mit 1,25 g Akkiohle und 0125 g Dextran 30 Minuten bei 57° C unter Schutteln
inkubiert und anschlieRend bei 16000 g fir 20 Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut mit 1,25 g Aktivkohle unti28, g Dextran versetzt und fir 30 Minuten bei
37 °C unter schitteln inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand durch eine

Sterilfilterflasche filtriert und bei -20 °C gelagert.
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3.3.4 Kultivierung der Zelllinien

Die Kultivierung erfolgte bis zum konfluenten Wachstum in einem Begasungsbrutschrank (Heraeus)
bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in 50, 125 und 250 ml Gewebekulturflaschen (50 ml,
Greiner GmbH, Solingen). Bei allen Zellinien wurde das Medium mindestens zweimal pro Woche
gewechselt. Fur den Mediumwechsel wurde das alte Medium mit einer sterilen Einmalpipette entfernt
und durch frisches, auf 37 °C vorgewarmtes Medium ersetzt. Vor Experimenten bei denen die Zellen
mit Ostrogen oder Antiostrogenen stimuliert wurden, wurden die Zellen fir mindestens 48 Stunden in
Ostrogenfreiem Medium kultiviert. Dazu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in
Medium ohne Phenolrot mit Aktivkohle-behandeltem Serum (3.3.3) weiterkultiviert.

In Stickstoff gelagerte Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut und in 5 ml des jeweiligen Mediums in 50
ml Kulturflaschen inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Medium gegen frisches Medium

ausgetauscht.

3.3.5 Subkultivierung von Monolayerkulturen

Konfluente Kulturen — Kulturen bei denen der Boden der Gewebekulturflasche vollstdndig bewachsen
war - wurden in neue Kulturflaschen tberfihrt (,passagiert). Hierzu wurde das Medium entfernt, die

adharenten Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 0,05 % Trypsin /0,02 % EDTA-LAsung bei

37°C inkubiert, bis sich die Zellen vom Flaschenboden abgel6st hatten (maximal 5 Minuten).

AnschlieBend wurde das Trypsin durch Zugabe einer gleichen Menge Zellkulturmedium inaktiviert.

Die Zellsuspension wurde dann in 15 ml Zentrifugationsrohrchen (Greiner) Gberfuhrt und die Zellen

bei 1000 rpm abzentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in 1 ml Medium resuspendiert und durch

mehrmaliges Aufziehen der Suspension durch eine Kanile (0,8 x 40 mm, Becton Dickinson)
vereinzelt. Die Bestimmung des Zelltiters erfolgte mittels einer Neubauer-Zahlkammer (s.u.). Zum

Anlegen einer neuen Kultur wurden entsprechend der verwendeten Gewebekulturflaschen die
jeweilige Zellzahl ausgesat (zum Beispiel: 5x° 1Bellen in 10 ml Medium in 250 ml

Gewebekulturflaschen).

3.3.6 Bestimmung des Zelltiters

Nach Ernte der Zellen muf3te fur die Subkultivierung (s. 0.) oder die Kryokonservierung der Zelltiter
bestimmt werden. Dies erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Dazu wurden 4 GroRquadrate

ausgezahlt. Der Zelltiter berechnet sich aus folgender Formel:

Zellen/ml = n/16 x 16 (n = gezéhlte Zellen)
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3.3.7 Kryokonservierung

Die Zellen wurden wie unter 3.3.5 beschrieben mit Trypsin/EDTA abgeldst und abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde mit PBS gewaschen, resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Zum Einfrieren
wurden 5 x 10 Zellen in 1 ml Einfriermedium (Kulturmedium mit 5% Dimethyl-sulfoxid, DMSO)

resuspendiert, in Kryoréhrchen utberfihrt (Greiner, 2 ml), bei —80 °C eingefroren und in fliissigem

Stickstoff gelagert.

3.4 DNA-Isolierung

3.4.1 Plasmid Minipraparation aks coli

Das Prinzip dieser DNA-Isolierung ist eine alkalische Denaturierung von Plasmid- und
chromosomaler DNA. Dabei koénnen sich die Einzelstrdnge der zirkuldren, kovalent geschlossenen
Plasmid-DNA nicht voneinander trennen und bilden einen Komplex. Durch Neutralisierung werden
die Plasmide renaturiert. Bei der gro3eren chromosomalen DNA ist das nicht méglich, so dalR diese

zusammen mit den Proteinen abzentrifugiert werden kann.

Alkalischer Lysepuffer
NaOH 0,2M
SDS 1%

Kaliumacetat-Puffer
Kaliumacetat 2,55 M

pH 4,8; eingestellt mit konz. Essigsaure

TE-Puffer

TRIS/HCI 10 mM
EDTA 1mM
pH 8,0

TE(H)-Puffer

TRIS/HCI 50 mM
EDTA 20 mM
pH 8,0

Eine Einzelkolonie wurde Uber Nacht bei 37°C in 6 ml LB-Medium (1 % Trypton, 0,5 % Hefextrakt,
0,5 %b NaCL) mit Ampicilin 00 pg/ml) angezogen. Am nachsten Morgen wurden die Zellen
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abzentrifugiert (5 Minuten, 2500 x g, RT), in 1EDTE(H)-Puffer aufgenommen und durch Zugabe

von 150 pl Lysepuffer lysiert. Die Losung wurde unter gelegentlichem Schwenken inkubiert, bis eine
klare Losung entstand. Zur Neutralisierung der Losung und Renaturierung der Plasmid-DNA wurden
150 pl Kaliumacetat-Puffer zugesetzt. Nach einer kurzen Inkubation auf Eis wurden Proteine und
Zelltrimmer abzentrifugiert (30 Minuten, 15000 x g, 4 °C). Die Aufreinigung der Plasmid-DNA
erfolgte mit PCI (Phenol/Chloform/lIsoamylalkohol im Verhaltnis 25:24:1). Dazu wurden die Lysate
mit 1 Volumen PCI versetzt und fir etwa 1 Minute kréaftig geschiittelt. Durch ein Zentrifugation fur 5
Minuten bei Raumtemperatur wurde die wassrige von der organischen Phase getrennt. Die wassrige
DNA-haltige Oberphase wurde abgenommen, mit 1 Volumen Chloroform/lIsoamylalkohol geschiittelt
und wie zuvor zentrifugiert. Anschlieend wurden die Proben mit 1 Volumen Isopropanol versetzt und
fur 1 Stunde bei —20°C gefallte. Nach Zentrifugation (20 Minuten bei 12000 g) wurde das Pellet kurz

in 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer oder Aqua dest aufgenommen.

3.4.2 Plasmid Midi- und Maxipréperation dtscoli

Die Midi bzw. Maxipaperation von Plasmid DNA erfolgte mit Hilfe des Quiagen Plasmid Midi Kit
bzw. dem Quiagen Plasmid Maxi Kit der Firma Quiagen (Hilden). Das Aufreinigungsprinzip beider
Systeme ist gleich, es werden jedoch unterschiedliche Mengen an Ldsungen und Saulen mit
unterschiedlichen Bindekapazitaten fir Plasmid-DNA eingesetzt. Laut Hersteller liegt die Ausbeute
dieser Methode bellOO pg DNA pro Midipraperation und 50Qug pro Maxipraperation. Das
Trennprinzip ist identisch mit dem der Minipraperation. Die Aufreinigung der DNA erfolgt hierbei

jedoch nicht tGiber eine Phenolextraktion, sondern mit Hilfe einer Anionen-Austauscher-Séule.

Es wurde mit den vom Hersteller gelieferten Lésungen gearbeitet.

Zellen aus einer frischen Vorkultur wurden in 25/100 ml aiffipltaltigem LB-Medium Uber Nacht
angezogen. Am nachsten Morgen wurden die Zellen geerntet (5000 x g, 10 Minuten) und in 4/10 ml
Resuspensionslosung (Puffer P1) aufgenommen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zusatz von 4/10
ml Lysislésung (P2) und 5 miniltige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach anschlie3ender
Neutralisation mit 4/10 ml eiskalter Neutralisationslésung (P3) wurden Zelltrimmer und
chromosomale DNA abzentrifugiert (15000 x g, 10 Minuten, RT). Der Uberstand wurde auf die mit
4/10 ml Aquilibrierungslésung (Puffer QBT) eingestellte Séaule gegeben. Nach zwei Waschschritten
mit 10/30 ml Waschlésung (Puffer QC) wurde die Plasmid-DNA mit 5/15 ml Elutionslésung (Puffer
QF) eluiert und einer Isopropanolfallung zugefiihrt (siehe 3.4.1). Die gefallte DNA wurde nach dem
Trocknen (5 Minuten, 50 °C) in 100/5Q0TE-Puffer oder Aqua dest. aufgenommen.
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3.4.3 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Direkt nach der Entnahme aus der —80 °C Truhe wurde das Gewebe in grobe Stiicke zerteilt. In einer
Teflonkapsel mit Wolframkugel wurden die Stiicke in flissigem Stickstoff abgekuihlt. Danach wurden
diese in einem Mikrodismembranator (Braun Biotech Int., Melsungen) fur 1 Minute bei 2000 rpm
zertrimmert. Das pulverisierte Gewebe wurde in 4 ml Verdaupuffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 100
mM NaCl, 0,5 % SDS) aufgenommen und nach Zugabe von 0,1 mg/ml Proteinase K (Sigma) uber
Nacht bei 50°C unter Schutteln inkubiert.

Die Extraktion der DNA erfolgte mit PCI (Phenol/Chloform/Isoamylalkohol im Verhéltnis 25:24:1).
Dazu wurden die Proben mit 1 Volumen PCI gemischt und zur Phasentrennung fir 10 Minuten bei
2000 rpm zentrifugiert. Die wassrige DNA-haltige Oberphase wurde in ein frisches Rd&hrchen
Uberfuhrt, mit einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) grindlich geschuttelt und wie zuvor
zentrifugiert. Die Fallung der DNA erfolgte durch Zugabe von 2,5 Volumen eiskaltem absolutem
Ethanol und 0,5 Volumen 7 M Ammoniumacetat. Nach mindestens 60 Minuten bei —20°C wurde die
prazipitierte DNA durch Zentrifugation (15 Minuten bei 4000 rpm) sedimentiert. Nach vollstandiger

Entfernung des Ethanols wurde die DNA getrocknet und in Aqua dest gelost.

3.4.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mit einem Lambda Bio UV/VIS Spektrometer
von Perkin Elmer be260 und 280 nm (1Egm entspricht 5qug/ml DNA). Die Reinheit der Proben

kann durch Messung bei 280 nm ermittelt werden, da dort das AbsorptionsmaxanuRroteinen

liegt. Bei einer sauberen Praparation sollte das Verhaltnis vagysibei 1,8 bis 2,0 liegen. Die
Grundabsorption der Proben wurde bei 310 nm gemessen.

Die Berechnung der DNA-Konzentration von Proben mit entsprechender Reinheit erfolgte nach

folgender Formel:

c(mg/ml) = (ODyg0 - OD3;0) x 0,05 x VF
¢ = DNA-Konzentration

VF = Verdinnungsfaktor

3.5 RNA-Isolierung

Die zur RNA-Isolierung eingesetzten Ldsungen wurden, um RNAsen zu inaktivieren, mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Dazu wurde DEPC im Verhaltnis 1:10 mit absolutem Ethanol
gemischt und anschlieend im Verhaltnis 1:100 den Lésungen zugesetzt. Nach Inkubation bei 37 °C
Uber Nacht wurde das DEPC durch Autoklavierung zerstort. Spatel und Pinzetten wurden Uber Nacht
bei 300°C im Warmeschrank behandelt.
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3.5.1 Isolierung von RNA aus Gewebe

Der Gewebeaufschlufd erfolgte wie in Punkt 3.4.3 beschrieben. Das pulverisierte Gewebe wurde sofort
in 1 ml Trizol aufgenommen und homogenisiert. Um die Dissoziation von Nukleoproteinkomplexen
zu ermoglichen, wurden die Proben fir ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe
von 200 pl Chloroform wurde die Probe etwa 15 sek von Hand geschiittelt und fir 2 bis 3 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fir 15 Minuten bei 4°C und 12000 rpm
zentrifugiert. Die wassrige RNA-haltige Oberphase wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefald
Uberfuhrt und mit 50Qul Isopropanol versetzt. Nach 10minltiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die RNA durch Zentrifugation (10 Minuten, 4°C, 12000 rpm) pelletiert. Das Pellet wurde mit 1
ml 75% (v/v) Ethanol gewaschen und fiir 5 Minuten bei 9500 g und 4 °C zentrifugiert. Anschliel3end
wurde das Pellet bei 55 °C fur 5-10 Minuten im Thermoblock getrocknet und je nach Ausbeute in 20
bis 100 pl DEPC-Wasser aufgenommen. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte
spektralphotometrisch nach Lambet-Beer. Die mit dieser Methode gewonnenen RNA ist Gesamt-
RNA.

3.5.2 RNA-Isolierung aus Zelllinien

Die adharenten Zellen wurden durch Trypsin/EDTA-Behandlung abgelést und zentrifugiert.
AnschlieRend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und durch Zugabe
von 1 ml Trizol (Gibco) lysiert.

Mit Ostrogenen oder Antiéstrogenen behandelte Zelllinien wurden in 6-Loch Platten kultiviert. Um
Verluste bei der RNA-Isolierung dabei méglichst gering zu halten, wurde die Ernte der Zellen
folgendermalRen modifiziert: Das Medium wurde entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
anschlieRend durch direkte Zugabe von 1 ml Trizol pro Loch (1% lgsiert. Durch mehrmaliges
Aufziehen des Lysates wurde die Probe homogenisiert. Die Proben kdnnen in dieser Form fiir mehrere
Wochen bei —80°C gelagert werden oder direkt zur RNA-Isolierung eingesetzt werden. Die

Aufreinigung der RNA erfolgte wie unter 3.5.1 beschrieben.

3.6 cDNA Synthese

Bei dieser Reaktion wird mit Hilfe einer viralen reversen-Transkriptase RNA in sogenannte cDNA
transkribiert, die im Gegensatz zur chromosomaler DNA keine Introns mehr enthalt. cDNAs von
Genen konnen daher, anders als die chromosomale DNA, zur Expression in Prokaryoten verwendet
werden. Um die gesamte RNA-Population zur erfassen, werden unspezifische Hexanucleotide
(Random-Primer) eingesetzt. Dies ermdglicht parallel mehrere Transkripte zu untersuchen und die

Genexpression zu quantifizieren.
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5 pg RNA wurden zunadchst 5 Minuten bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekihlt. In der

Zwischenzeit wurden die Reaktionsansétze fur die cDNA-Synthese angesetzt.

Reagenzien fir die cDNA-Synthese (Angabe der Endkonzentrationen)

PCR-Puffer (Pharmacia) (50 mM KCI, 10 mM Tris)
MgCI2 7,5 mM

BSA (RNAse frei) 0,1 mg/ml

DTT 15 mM

Nukleotide Je 1 mM

RNAsin (Promega) 1 Uil

Random Primer 1000 pmol

MuLv-Reverse Transkriptase 9,5 U (Pharmacia)
ad 20ul mit H,0 (DEPC-behandelt) pro Reaktion

Zu der denaturierten RNA wurden 20 der Reaktionsansatzes pipettiert und der Reaktionsansatz in
einem Thermo-Cycler (Hybaid, MWG Biotech) 10 Minuten bei 26 °C und 45 Minuten bei 42 °C
inkubiert. Um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren, wurden die Reaktionsansétze fur 5 Minuten
bei 95 °C erhitzt. Nach Abkihlung auf Eis wurden die cDNA Proben bei —20 °C gelagert.

3.6.1 Kontrolle der cDNA durcfi-Actin PCR

Die synthetisierte cDNA wurde mittels einfrActin PCR auf Kontaminationen mit genomischer
DNA und ihre Qualitat untersucht. Die Primer (5-AGAGATGGCCACGGCTGCTT-3"; 5'-
ATTTGCGGTGGACGATGGAG-3"; 35 Zyklen: 94°C 1 Minute, 62°C 1 Minute, 72°C 1 Minute)
wurden so gewahlt, dal’3 die genomische DNA ein 652 bp gro3es Fragment ergibt und die cDNA ein
446 bp groRes Fragment.

3.7 Auftrennung von Nukleinsduren

3.7.1 Agarosegelelektrophorese

Nukleinsduren haben aufgrund der negativen Ladungen des Phosphatriickrates die Eigenschaft im
elektrischen Feld in Richtung der Anode zu wandern. Diese Eigenschaft kann man nutzen, um DNA-
Fragmente nach ihrer Grol3e zu trennen, indem man sie in Agarosegelen auftrennt. Der Siebeffekt der
Agarose hat zur Folge, dal} kleine DNA-Fragmente im Gel schneller wandern als grof3e. Die Laufweite
der DNA-Fragmente ist dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus der Grol3e des Molekils.
Durch Variation der Agarosekonzentration kann man die Trennscharfe von Agarosegelen variieren

und somit DNA-Fragmente Uber einen weiten GréRRenbereich trennen.
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Agarose-Konzentration des Gels (%) Trennbereich linearer DNA-Molekule (kb)
0,3 5,0-60

0,6 1,0-20

0,7 0,8-10

0,9 0,5-7

1,2 0,4-6

1,5 0,2-4

2,0 0,1-3

Tabelle 3.4: Optimale Agarosekonzentration zur effizienten Trennung von lineareBNA-Fragmenten

Erforderliche Losungen:

1 x TBE-Puffer

TRIS 8,9 mM

Borsaure 8,9 mM
EDTA 0,2 mM

pH 8,0

Gelladepuffer

Harnstoff 7™M
Glycerin 40 % (vIv)
EDTA 50 mM
TRIS 10 mM
Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
pH 8,0

Ethidiumbromid-Stammldsung
10 mg/ ml in Agqua dest.

Arbeitskonzentration ag / ml

Agarose(Gibco BRL)

Die Agarose wurde in 1 x TBE suspendiert und durch Aufkochen gelést. Um ein Agarosegel

herzustellen, wurde die Agarose in eine Form mit einem Kamm gegossen, der zur Erzeugung der
Probentaschen dient. Die Elektrophorese erfolgte in einer Horizontalapparatur in 1 x TBE. Die Proben
wurden mit 1/5 Vol. Gelladepuffer versetzt und in die Probentaschen pipettiert. Die Elektrophorese

erfolgte in Abhéngigkeit von der angelegten Spannungl@ZZDV) fir 1-16 Stunden. Zum Anfarben
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der DNA wurden die Gele in Ethidiumbromidldsungpy@'ml) Gberfihrt. Ethidiumbromid interkaliert

in die DNA-Doppelhelix und kann durch UV-Licht (302 nm) zur Fluoreszenz angeregt werden.

3.7.2 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die Detektion von CY-5 markierten DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von DNA-
Sequenzierautomaten (A.L.F. und A.L.F.-Express von Amersham Pharmacia). Bei diesem System
wird die Fluoreszenz der markierten PCR-Fragmente im Polyacrylamid-Gels durch einen Laserstrahl
im unteren Drittel der Gelapparatur angeregt. Die emittierte Strahlung wird von Photodioden bei einer
Wellenldnge von488 nm (A.L.F.) oder 632,8 nm (A.L.F.-Express) detektiert. Die Intensitat der
emittierten Fluoreszenz wird direkt wahrend der elektrophoretischen Auftrennung gemessen und die
Daten werden durch eine gekoppelte EDV erfasst und gespeichert. Nach Beendigung des Laufes kann
dieser mit Hilfe einer speziellen Software ausgewertet werden.

Sequenzgele bestehen aus Polyacrylamid und werden als dinner Film zwischen zwei Glasplatten
gegossen. Da beim Giel3en eines Sequenzgeles schon geringste Verunreinigungen auf den Glasplatten
zu Lufteinschlissen im Gel fuhren kénnen, wurden die Glasscheiben zunachst grindlig® mitdH
technischem Ethanol gereinigt. Fir die Gelldésung wurden 25,2 g Harnstoff und 10 ml Acrylamide/bis-
Acrylamide Losung (19:1 fur Sequenzierungen, 29:1 fir Fragmentanalysen, Sigma) in 25,4 ml Aqua
dest. geldst und fir 10 Minuten mit 5 g Amberlite geriihrt. Parallel wurden 6 ml 6x TBE filtriert und
entgast. Nach dem Rihren wurde die Gelldsung ebenfalls filtriert, dem TBE zugesetzt und der
gesamte Ansatz fUr weitere 5 Minuten entgast. AnschlieBend wurde die Polymerisation mit 200
Amoniumpersulfat (APS, 10 %, w/v, Sigma) und 10 % TEMED (Sigma) gestartet, die Losung
zwischen die Glasplatten gegossen und der Kamm eingesetzt. Nachdem das Gel ausgehértet war
(ca.2h), wurde es in die Elektrophoresekammer eingesetzt, die beiden Puffertanks der
Vertikalapparatur mit TBE-Puffer gefiillt und der Kamm gezogen. Fir die Sequenzanalyse wurde
jeweils ein ganzer Reaktionsansatz (A, C, G oder T) pro Spur aufgetragen (qd). Bei
Fragmentanalysen wurden jeweilgibverdiinnter PCR-Produkte (1:2 bis 1:50) mit A.L.F. Laufpuffer
gemischt und auf das Gel aufgetragen. Vor dem Auftragen wurden die Proben fir 5 Minuten bei 95 °C

denaturiert und fir 5 Minuten auf Eis abgekuihlt.

Laufbedingungen :  Fragmentanalyse Sequenzieranalyse
Spannung : 1500 Volt 1500 Volt

Strom 34 mA 34 mA

Leistung : 38 Watt 30 Watt
Temperatur 40 °C 50 °C

Laufpuffer 0,6 x TBE 0,6 x TBE
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TBE-Puffer
TRIS 100 mM
Borsaure 90 mM
EDTA 16 mM

3.8 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode (Sangel%t73l.Bei

dieser Methode erfolgt die Replikation eines DNA-Stranges bis zum Einbau eines 2'-3’
Didesoxynukleotids in den neusynthetisierten Strang. Dies fuhrt zum Kettenabbruch, da der DNA-
Polymerase eine freie 3° OH-Gruppe fehlt. Dabei enthélt jeder der vier Ansétze einer Sequenzierung
neben den vier Desoxynukleotiden nur eine Variante der Didesoxynukleotide (ddGTP, ddATP, ddTCP
oder ddCTP). Daher finden sich in jedem Reaktionsansatz spezifische DNA-Fragmente, die jeweils
immer auf G, A, T oder C enden. Diese Fragmente werden in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Aus deren Laufweite kann, bei unmittelbarem Vergleich der vier Spuren, auf die Sequenz der DNA
geschlossen werden. Der Startpukt der Sequenzierung kann dabei durch Wahl eines spezifischen
Primers festgelegt werden.

Die zu sequenzierenden DNA-Fragmente werden zunachst durch eine PCR amplifiziert (3.11). Daher

ist bei dieser Methode eine Sequenzierung mit sehr geringen Mengen an Template-DNA moglich.

3.8.1 Sequenzier-Reaktion

Als Ausgangsmaterial wurden mit M13-getaggte Primern amplifizierten und mit Hilfe von MikroSpin-
Saulen (MicroSpin S-300 fur PCR Fragmeqt200 bp; MicroSpin S-400 fur PCR-Fragmenrt200

bp) aufgereinigte PCR-Produkte verwendet. Fir die Sequenzier-Reaktion wurde das ,Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit* der Firma Amersham Pharmacia
verwendet. Die Sequenzierung erfolge in 4 PCR-Cups (0,2 ml) pro Probe (je ein Cup pro Base).

Es wurden CY5- (A.L.F.-Express) markierte Primer verwendet, da die Sequenzier-Reaktion mit Hilfe
eines A.L.F.-Express Sequenzierers detektiert wurde. Um Verdampfungsverluste zu vermeiden, wurde
auf jeden der 4 Ansétze ein Tropfen Minerall gegeben. Vor der Sequenzier-Reaktion wurden die

Proben fur 5 Minuten bei 95 °C denaturiert.
Ein Reaktionsansatz fiir die Sequenzier-Reaktion setzt sich wie folgt zusammen:

Reaktionsansatz:
Template DNA (gereinigtes PCR-Produkt) 5 ul

fluoreszenzmarkierter Primer 1l (ApM/ul)
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Reaktionsmix (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) 2 ul

Gesamtvolumen sul

G, A, T bzw. C Reaktionsmix:
TRIS/HCI (pH9,5) MgCJ, Tween 20, Nonidet P40, 7-deazaGTP, dATP, dTTP, ddXTP, thermostabile
Pyrophosphatase, Thermo Sequenase DNA-Polymerase.

(X steht hier fur den jeweiligen Ansatz, also G, A, T oder C)

Stop Mix (Amersham Pharmacia)

Es wurden die folgenden Sequenzierbedingungen gewahit:

Sequenzierprimer Bedingungen

reversal 55 °C 30 sec
95 °C 30 sec
30 Zyklen

universal 60 °C 30 sec

und alle anderen 95 °C 30 sec
30 Zyklen

Nach Beendigung des Programms wurden die Ansétze mit Stoppmix versetzt und auf Eis

gelagert. Vor dem Auftragen wurden die Proben nochmals fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert.

3.9 Klonierung

3.9.1 Restriktion von DNA

Zur Restriktion von DNA wurden Restriktionsenzyme der Firma Roche verwendet. Es wurden die
von dem Hersteller empfohlenen Puffer verwendet. Bei Mehrfachrestriktionen wurde der Puffer
eingesetzt, bei dem laut Hersteller die grofitmogliche Aktivitat fur alle Enzyme zu erwarten ist. Zur
Restriktion wurde zunéchst eine definierte Menge DNA in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald pipettiert und
unter Berucksichtigung des Endvolumens (einschlie3lich Enzymmenge) mit 10 x Restriktionspuffer
und Aqua dest. versetzt. Als letztes wurden die Restriktionsenzyme zugesetzt, wqlogipka 1

Unit eingesetzt wurde. Die Inkubation des Restriktionsansatzes erfolgte fur 2 Stunden oder tber Nacht

bei 37°C. Zur Entfernung von RNA wurde gegebenenfalls Ribonuklease zugesetzt.

Ribonuclease A:
10 mg / ml in Aqua. dest. lésen, 10 Minuten bei 100°C kochen und langsam abkiihlen lassen,

Lagerung im Kihlschrank bei 4 °C.
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3.9.2 Rickgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Ruckgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick-Gel-Extraction
Kit der Firma Quiagen verwendet.

Das Prinzip dieser Methode ist die Auflosung des Geles durch Natriumperchlorat und die Anbindung
der DNA-Fragmente an eine Anionenaustauscher-Sdule. Nachdem die S&ule mehrfach gewaschen
wurde, wird die DNA direkt in TE-Puffer eluiert.

Es wurden die vom Hersteller bereitgestellten Losungen verwendet.

Nach der Gelelektrophorese wurde das zu isolierende DNA-Fragment mit einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten, in ein gewogenes Eppendorfgefal? Uberfiihrt und das Gewicht des ausgeschnittenen
Blockchens ermittelt. Fir je 100 mg Agar wurden 30@Puffer QX1 zugesetzt. Die Auflésung der
Agarose erfolgte durch Inkubation in einem 50 °C-Heizblock fir 10 Minuten, wobei der Ansatz alle
drei Minuten durchmischt wurde. AnschlieBend wurde 1 Gel-Volumen Isopropanol zugesetzt,
gemischt und der gesamte Ansatz durch eine QIAquick Saule zentrifugiert (1 Minute 10000 x @).
AnschlieBend wurde die Saule einmal mit QX1-Puffer und einmal mit PE-Puffer gewaschen wobei
wie zuvor zentrifugiert wurde. Zur Elution der DNA wurde die Saule fir 1 Minute mid 3&-Puffer

inkubiert und die DNA mit dem TE-Puffer abzentrifugiert (2 Minuten 13000 x g).

3.9.3 DNA-Ligation

Die T4-Ligase ist ein Enzym des Phagen T4. Es ist dazu in der Lage, Uberstehende kompatible und

auch glatte Enden von DNA-Fragmenten miteinander zu verbinden.

Eingesetzte Losungen:

10 x T4 -Ligationspulffer:

TRIS/HCI 660 mM
MgCl, 50 mM
DTT 10 mM
ATP 10 mM
pH 7,5

Ein Ligationsansatz setzte sich wie folgt zusammen:
1 pg DNA (Vektor und Insert in Verhaltnis von 1:4)
1 pl 10 x T4-Ligationspuffer

1 U T4-Ligase

Aqua dest. ad 1l
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Vor Zugabe des Ligationspuffers und der T4-Ligase wurde der Ansatz fur 3 Minuten bei 68 °C erhitzt
und danach auf Eis abgekihlt. Dadurch wurden unerwiinschte Konkatemere aufgeltst. Die Ligation
erfolgte bei 16 °C tber Nacht.

3.9.4 Transformation voR. colimit der CaC] Methode

Als Transformation bezeichnet man die Aufnahme von geldster freier DNA durch Mikroorganismen.

1) Herstellung kompetenter Zellen

Da Mikroorganismen in der Regel keine natirliche Kompetenz zur Transformation besitzen, missen
die meisten Organismen durch Vorbehandlung kompetent gemacht werden.

Bei E. coliwird Kompetenz durch eine Vorbehandlung mit Gaieicht (Mandel und Higa, 1970).

Eingesetzte Losungen:

Lsg. | 100 mM CaCJ (pH 7,0)
Lsg. Il LB-Medium mit 2 % Glucose und 3@y / ml Thiamin

Zur Transformation wurden ddf. coli Stamm XL1-Blue verwendet. Dazu wurden aus einer 7 ml
Ubernachtkultur 50 ml LB-Medium 2 % -ig angeimpft und bis zu eineg@@n 0,6-0,7 kultiviert.

Nach einer 10 minttigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen abzentrifugiert (5000 x g, 5 Minuten, 4
°C). AnschlieBend wurden die Zellen in 5 ml Lésung | aufgenommen, fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert, erneut zentrifugiert (s. 0.) und in 2 ml Lésung | resuspendiert. Die kompetenten Zellen
koénnen in diesem Zustand bis zu 48 Stunden bei 4 °C gelagert werden, oder unter Zusatz von 15 %

Glyzerin fir mehrere Monate eingefroren werden.

Il) Transformation

Ein Transformationsansatz hatte die folgende Zusammensetzung:

Negativkontrolle 200pl Zellen 50ul Lsg. | 20pl TE-Puffer
Positivkontrolle 200pl Zellen 50ul Lsg. | 1ug Vektor DNA (pUCBM20)
Ligationsansatz 200ul Zellen 50pl Lsg. | 1-2pg DNA

Die Ansatze wurden zunachst fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein kurzer
Hitzeschock (42 °C, 3 Minuten). Die Regeneration der Zellen erfolgte durch Zugabe von 1 ml Lsg. Il

und Inkubation fir 90 Minuten bei 37 °C unter langsamen Schiitteln. AnschlieRend wurde der gesamte



3 Material und Methoden 35

Ligationsansatz in 200pl Alliquots auf Selektivndhrbdden ausplattiert. Von Positiv- und

Negativkontrolle wurden jeweils nur einm200 pl auf Selektivndhrbdden ausplattiert.

3.9.5 Transformation durch Elektroporation

Die Elektroporation ist deutlich effizienter als die Transformation mit CaCl2, bei dieser Methode
kénnen standardmaRig Transfektionsraten von 5 % trhsfizierten Zellen prqug pUC18 DNA
erreicht werden (Vergleich CaCt 5 x 10 Zellen). Diese Methode ist daher bei Transformation mit

niedriger Vektorkonzentration, wie z.B. nach ,blunt end” Ligationen, vorzuziehen.

1) Herstellung von kompetenten Zellen

1 L LB-Medium wurden mit 10 mE. coli XL1-Blue aus einer frischen Ubernachtkultur angeimpft.
Die Zellen wurden unter Schitteln bei 37 °C bis zu eineg,O¥n 0,6 angezogen. Anschliel3end
wurden die Zellen fir 30 Minuten auf Eis gestellt und fir 15 Minuten bei 4 °C und 4000 x ¢
abzentrifugiert. Zur Entfernung des restlichen Mediums wurden die Zellen zweimal mit % Liter
eiskaltem 10 % Glyzerin gewaschen, wobei jedesmal wie zuvor zentrifugiert wurde. Nach dem
zweiten Waschschritt wurden die Zellen in 2-3 ml eiskaltem 10 % Glyzerin aufgenommen (Zelltiter
ca. 2 x 1&° zellen/ml). In diesem Zustand kénnen die kompetenten Zellen direkt verwendet werden
oder in 40pul Aliquots bei -80 °C eingefroren werden. Eingefrorene kompetente Zellen bleiben fr

mindestens 1 Jahr verwendbar.

Il) Transformation

Eingefrorene kompetenten Zellen wurden kurz bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieRend auf
Eis gestellt, frische kompetente Zellen wurden direkt verwendet.

In einem eisgekihlten 1,5 ml Eppendorf Tube wurdepl4dder kompetenten Zellen mitd DNA (in

H,O oder TE) gemischt und in eine eisgekiihlte Elektroporations-Kivette (0,2 cm, Biorad) Uberfiihrt.
Die Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV (2@, 25 pF) im Gene-Pulser der Firma Biorad. Nach der
Elektroporation wurde die Kuvette so schnell wie mdglich mit 1 ml SOC-Medium aufgefillt um eine
Lyse der Zellen zu verhindern. Zur Regeneration wurden die Zellen in ein Kulturréhrchen tberfuhrt
und fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert.

AnschlieBend wurde vom Ligationsansatz ein 20Qund ein 20l Aliquot auf Selektivnahrboden
ausplattiert. Von Positiv- und Negativkontrolle wurden jeweils nur einfB@0 pl auf

Selektivnahrbdden ausplattiert.

SOC-Medium
Trypton 2%
Hefe-Extrakt 0,5%
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NacCl 10 mM
KCI 2,5 mM
MgCI2 10 mM
MgSO4 10 mM
Glucose 20 mM

3.10 DNA-DNA Hybridisierung

3.10.1 Koloniefilterhybridisierung

Zur Uberpriifung einer kleinen Anzahl vda coliTransformanten werden Minipraparationen mit
anschlieRender Restriktionsanalyse durchgefuhrt. Haufig ist es jedoch erforderlich, eine grof3e Anzahl
von Klonen zu Uberprifen. Zu diesem Zweck wird eine Koloniefilterhybridisierung durchgefiihrt, bei
der mehrere hundert Klone Uberprift werden koénnen. Dazu wurden die auf einer Agarplatte
angezogenen Transformanten auf eine Nylonmembran dbertragen, indem die Membran fir 10
Minuten auf den Agar aufgelegt wurde. Dabei bleiben die Zellen an dem Filter haften und kdnnen
durch 10 minutiges Auflegen des Filters auf mit 10% SDS getranktem Papier lysiert werden.
AnschlieBend wurden die Zellen auf gleiche Weise fir jeweils 10 Minuten mit Denaturierungs- und
Neutralisierungspuffer behandelt. Die einzelstrangige DNA wurde dann durch eine 30 mindtige

Hitzebehandlung bei 90°C an der Membran fixiert, wobei der Filter gleichzeitig getrocknet wurde.

3.10.2 Southern-Transfer

Beim Southern-Transfer wird die DNA von einem Agarosegel auf einen Filter Ubertragen. Dazu wurde
das angefarbte Agarosegel zunachst photographiert, um eine spéatere Zuordnung der Signale aus dem
immunologischen Nachweis zu definierten Banden des Gels zu ermoglichen. Um den Transfer von
groRen DNA-Fragmenten (>10 kb) zu erleichtern, erfolgte eine Depurinierung durch Inkubation in
0,25 M HCI fur 5 Minuten. Danach wurde das Gel fir jeweils 30 Minuten mit Denaturierungs- und
Neutralisierungspuffer behandelt.

Als Blott-Gefal3 diente eine Wanne, die etwa 10 cm hoch mit Zellstoff ausgelegt worden war. Dariber
wurden drei Blatt 3 MM-Papier (Whatman) gelegt, auf die das Gel aufgelegt wurde. Um seitliche
Kapillarstrome zu vermeiden, wurden die Rander des Gels mit Haushaltsfolie abgedeckt.
AnschlieBend wurde der Nylonfilter luftblasenfrei auf das Gel aufgelegt und die Lage der
Probentaschen auf dem Filter markiert. Hierauf wurden 3 weitere Lagen 3-MM-Papier und eine 20 cm
hohe Zellstoffschicht aufgelegt. Die Apparatur wurde mit einer Glasscheibe abgedeckt und einem
Gewicht von 1-2 kg beschwert. AnschlieRend wurde die Blottwann@0riBESC-Puffer geflllt, so

daR die DNA mit Hilfe des Pufferstroms vom Gel auf den Filter Ubertragen wurde. Der Transfer

erfolgte flr 12-24 Stunden. AnschlieRend wurde die DNA durch 5 minitige UV-Bestrahlung auf dem
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Filter fixiert. Dieser wurde dann direkt zur Hybridisierung eingesetzt oder im getrockneten Zustand

bei 4°C gelagert.

Verwendete Losungen:

0,25 N HCI
Denaturierungspuffer
15M NacCl
05M NaOH
Neutralisierungspuffer
3M NaCl
0,5M TRIS/HCI
pH 7,5
20x SSC
3M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0

3.10.3 Markierung von DNA

Die Markierung von DNA-Sonden wurde mit Hilfe des DIG-DNA-Markierungs- und Detektionskits
der Firma Boehringer Mannheim (Mannheim, BRD) durchgefihrt. Die Synthese der markierten DNA
erfolgte dabei mit Hilfe des Klenow-Enzyms, einem Fragment der DNA-Polymerase H. aaddi,
welches keine 355 Exonukleaseaktivitat besitzt. Dabei diente ein Gemisch von Hexanukleotiden als
Primer, die mit statistischer Verteilung an DNA binden. Der Polymerase wird fir die
Markierungsreaktion, neben den vier Desoxynukleotiden, DIG-gekoppelts dUTP angeboten
(Digoxigenin ist ein Sekundarmetabolit des FingerhuBagjtalis purpureg. Dieses kann bei der
Synthese des neuen Stranges anstelle von dUTP eingebaut werden, wodurch der neusynthetisierte
Strang markiert wird.

Die zu markierende DNA (50-300 ng) wurde in einem Volurmm 15ul Aqua dest. aufgenommen,

fur 10 Minuten bei 95°C denaturiert und auf Eis/NaCl abgekiihlt. Anschlie3end wurde dem Ansatz je
2 pl Hexanukleotidmix und dNTP-Markierungsgemisch (1 mM dATP, 1mM dCTP, 1 mM dGTP, 0,65
mM dTTP, 0,35 mM DIG-dUTP) sowie il Klenow-Enzym (2 Units) zugesetzt. Die Markierung
erfolgte Uber Nacht bei 37°C.
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3.10.4 Hybridisierung von DNA

Es wurden folgende Losungen verwendet:

Hybridisierungslosung

SSC-Puffer 5 x
Blocking-Reagenz 1%
N-Laurylsarcosin 0,1 %
SDS 0,02 %

bei 50°C lésen, Losung bleibt triib

2x Waschlésung

SSC 2 X

SDS 0,1%
0,1x Waschlésung

SSC 0,1x

SDS 0, %

Der Filter wurde mit 20 ml Hybridisierungslésung fur 1h bei 68°C im Hybridisierungsofen
prahybridisiert. Das in der Hybridisierungslésung enthaltene Blocking-Reagenz bewirkt eine
Ausschaltung von unspezifischen Bindungskapazitaten des Nylonfilters. Die denaturierte Sonde wurde
in 20 ml Hybridisierungslésung aufgenommen und der Filter darin Uber Nacht bei 68°C im
Hybridisierungsofen inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Sonde abgegossen und flur weitere
Verwendungen bei -20°C gelagert. Der Filter wurde zweimal fir 5 Minuten mit 2x Waschpuffer bei

Raumtemperatur und zweimal fiir 15 Minuten bei 68°C mit 0,1x Waschpuffer gewaschen.

3.10.5 Immunologischer Nachweis

Der Nachweis der Digoxigenin markierten DNA erfolgte mit Hilfe von Anti-Digoxigenin-Fab-
Fragmenten der Firma Boehringer Mannheim (Mannheim, BRD) die mit alkalischer Phosphatase
gekoppelt sind.

Erforderliche Losungen:

Puffer 1:
Maleinsdure 100 mM
NaCl 100 mM
pH 7,5
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Puffer 2:
1% Blocking-Reagenz in Puffer 1
Waschpuffer:
Puffer 1 + 0,3% Tween 20
Puffer 3:
TRIS/HCI 100mM
NaCl 100 mM
MgCl, 50 mM
pH 9,5
CSPD: 3-(4-methoxyspirpl,2-dioxyethan-3,2'-(5’ -chloro)tricyc[8.3.1.F Jdeca-

4yl)Phenylphosphate, Dinatriumsalz

Der Filter wurde fir eine Minute bei RT in Puffer 1 gewaschen und danach fiir 30 Minuten in Puffer 2
inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran fir 30 Minuten in verdinnter Antikdrperldsung
(1:20000 in Puffer 2) inkubiert. Die Entfernung der ungebundenen Antikorper erfolgte durch zwei 15
minutige Waschschritte mit Waschpuffer. Nach Aquilibrierung der Membran fiir 1 Minute in Puffer 3
erfolgte die Inkubation mit dem Chemilumineszenz-Substrat. Dazu wurde die Membran in eine Folie
gelegt und fur 5 Minuten mit 30l verdinntem CSPD inkubiert. Durch kurzes Auflegen des Filters

auf saugfahigem Papier wurde Uberschissige Lésung entfernt. AnschlieRend wurde der Filter in eine
neue Folie eingeschweil3t und fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Exposition des Filters auf einem
Rontgenfilm erfolgte in Abhangigkeit von der Starke der Signale fir 1@®40s Minuten, wobei

Mehrfachexpositionen innerhalb von 24 h méglich waren.

3.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine schnelle und einfache Methodeirzwitro Amplifikation von DNA. Voraussetzung

fur diese Methode ist die Anlagerung von zwei Primern (Oligonukleotide) an die komplementaren
Einzelstrange der zu amplifizierenden DNA. Die freien 3'OH-Enden der Primer kdnnen dann von
einer DNA-Polymerase zur Synthese der komplementaren Strdnge verwendet werden. Dabei kénnen
Primer verwendet werden, durch die an den Flanken des PCR-Produktes neue Schnittstellen fir
Restriktionsenzyme entstehen. Nach anschliefender Denaturierung der neusynthetisierten DNA kann
der Vorgang wiederholt werden. Die PCR ist somit eine zyklische Amplifikationsmethode. Sie setzt

sich aus drei aufeinander folgenden Schritten zusammen.
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1) Denaturierung des DNA-Doppelstranges durch Erhitzen auf 95°C
2) Anlagerung der Primer an die Einzelstrdnge. Die Anlagerungstemperatur ist dabei abhangig von
der Lange und Basenzusammensetzung der verwendeten Oligonukleotid-Primer und kann nach

folgender Formel hinreichend genau ermittelt werden:

Temp. [°C] = (GCb x 4°C + ATb x 2°C) - 5°C

3) Synthese des komplementdren Stranges durch die Tag-Polymera$bevorophilus aquaticus
oder durch die Pwo-Polymerase Weyrococcus woeséBeide von Boehringer Mannheim, BRD).
Diese bleiben auch bei Erhitzung auf 95 °C intakt und miissen daher nicht fir jeden Zyklus neu

zugesetzt werden. Das Temperaturoptimum der Reaktion liegt bei 72°C.

Durch eine mehrfache Wiederholung dieser 3 Schritte kommt es zur Amplifikation des von den
Primern flankierten DNA-Fragmentes. Nach etwa 30 Zyklen nimmt die Amplifikation der DNA

deutlich ab, da Primer und Nukleotide verbraucht sind und die Polymerase teilweise inaktiviert ist.
AulRRerdem steigt mit der Anzahl der Zyklen die Wahrscheinlichkeit fir eine Fehlamplifikation. Daher
wurden die Amplifikationen mit maximal 34 Zyklen durchgefiihrt. Die PCR wurde, falls nicht anders

angegeben, unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

PCR-Ansatz Amplifikation

1 x PCR-Puffer 1 x 10 Minuten.

150pum dNTPs 34 Zyklen 1 Minute 94°C
40 pmol Primer 1 Minute 58°C
2,5 U Tag-DNA-Polymerase 1 Minute 72°C
Reaktionsvolumen: 50 1 x 8 Minute 72°C

Nach der PCR wurde die wassrige Phase mit einer Pipette vom Mineraldl getrennt und in ein neues
Eppendorfgefal dberfuhrt. Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgte mit Hilfe des Quiaquick-
PCR-Produtct-Purification-Kits der Firma Quiagen. Dabei wurde mit den vom Hersteller gelieferten
Losungen gearbeitet und die vom Hersteller angegebenen Inkubationszeiten eingehalten. Das Prinzip
dieses Verfahrens ist identisch mit dem des Qiaquick-Gel-Extraction-Kits, welches zur

Rickgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen eingesetzt wurde (3.9.2).

3.11.1 Quantitative RT-PCR

Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wurde die Expression voraERRB und ER32 bestimmt. Bei
dieser Methode wird ein Referenzgen koamplifiziert, welches konstitutiv hoch exprimiert wird. Als

Referenzgen wurde GAPDH gewahlt. Die Bedingungen missen so gewahlt werden, dafl} die Menge an
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gebildetem PCR-Produkt unabhdngig von den eingesetzten Mengen Primern, Nukleotiden und Tag-
Polymerase ist und die Reaktion im logarithmischen Bereich ablauft. Die Detektion der PCR-Produkte

erfolgte mit Hilfe des A.L.F.-Sequenzers und der Fragment Manager Software (Pharmacia)(3.7.2).

PCR-Produkte PCR-Ansatz Amplifikation

Ostrogenrezeptax: 438 bp 1 x PCR-Puffer 1 x 10 Minuten.

GAPDH: 195 bp (27 Zyklen) | 150um dNTPs 32/27x 45sec 94°C
je 30 pmol ERA-Primer 1 Minute 58°C
30 pmol GAPDH-Primer 1 Minute 72°C

2,5 U Tag-DNA-Polymerase |1 x 8 Minute 72°C

Reaktionsvolumen: 50l

ERB: 171 bp 1 x PCR-Puffer 1 x 10 Minuten.

ERB2: 225 bp 150pum dNTPs 32/27x 1 Minute 94°C

GAPDH: 195 bp (27 Zyklen) |40 pmol ERB-Primer 1 Minute 58°C
30 pmol GAPDH-Primer 1 Minute 72°C

2,5 U Tag-DNA-Polymerase |1 x 8 Minute 72°C

Reaktionsvolumen: 50l

3.12 Reportergen Assays

Zum Studium der Regulation von Promotoren wurden Reportergen Assays durchgefiihrt. Dazu wurden
die untersuchten Promotoren in ein Reporterplasmid kloniert, welches die Expression einer Luciferase
unter Kontrolle dieser Promotoren erméglicht. In Zellen die mit diesem Reporter Plasmid transfiziert
worden sind, ist die Luciferase-Aktivitat daher ein Mal3 fir die Aktivitat des klonierten Promotors. Die
Luciferase-Aktivitdt kann mittels einer Chemilumineszenz-Reaktion aus dem Lysat der transfizierten
Zellen bestimmt werden. Um die Regulation von Promotoren zu untersuchen, kénnen
Expressionsplasmide fir verschiedene Transkriptionsfaktoren mit dem Reporterplasmid kotransfiziert
werden. Bei induzierbaren Transkriptionsfaktoren, wie z.B. dem Ostrogenrezeptoren, kann zudem
zwischen dem induzierten und dem nicht induzierten Zustand unterschieden werden, indem die

kotransfizierten Zellen mit oder ohne Induktor (z.B. Ostrogen) kultiviert werden.

Die Transfektion der Zelllinien erfolgte mittels Lipofektion oder Elektroporation. In jedem Falle
wurden die Zellen 48 Stunden vor der Transfektion in phenolrot-freiem Medium kultiviert, da
Phenolrot ein Nebenprodukt mit dstrogenartiger Wirkung enthalt. Au3erdem wurde dieses Medium
mit Aktivkohle behandeltem Mediumupplementiert, um keine Stedbiormone aus dem Serum in das

Medium einzutragen (3.3.3).
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Um Schwankungen bei der Effektivitdt der Transfektion auszugleichen, wurde ein Plasmid welches
eine B-Glactosidase exprimiert kotransfiziert. Die Aktivitat drGlactosidase wird Uber einen
B—-Galactosidase-Test bestimmt (siehe unten) und kann als interner Standard verwendet werden, gegen
den die Luciferase-Aktivitdt normalisiert wird. Bei jedem Experiment wurden die einzelnen Anséatze in

dreifacher Ausfuhrung durchgefihrt. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt.

Verwendete Materialien:

1 x PBS (ohne Caund Magnesiuf)
FugeneTM Liopofektions-Agenz (Roche)
LipofektaminTM (Gibco)

Elektroporations-Kivetten (Biorad, 0,4 cm)

1 x Lysispuffer: 5 x Lysispuffer (Promega) mit,®hgest PH 7,0 mischen (1:5; v/v); Lagerung bei

Raumtemperatur (vor jedem Gebrauch DTT (Endkonz; 1 mM) hinzuftigen).

12-Loch und 6-Loch Gewebekultur-Platten (Nunc)
Optimem I-Medium (Gibco)

3.12.1 Transfektion humaner Zelllinien mit Fughe

Die Transfektion von humanen Zelllinien wurde, insofern dies mit ausreichender Effizienz méglich
war, mit Fugeng' (Roche) durchgefiihrt. Die genaue Zusammensetzung von Flgistenicht
bekannt, es handelt sich aber nach Angabe des Herstellers um ein nicht liposomales (aber lipidhaltiges
) Transfektionsagenz. Mit FugBh lassen sich viele Zelllinien effizient transfizieren. Angaben Uber

die Mengenverhdlt der transfizierten Plasmide sind dem Ergebnissteil zu entnehmen.

Aussdhen der Zellen

Nach 48 Stunden Kultivierung auf Ostrogen-freiem Medium werden die Zellen trypsiniert und so in
12-Loch Platten ausgeséht, daR sie am folgenden Tag ca. 60 % konfluent walneh®dzoch).

Nach 24 h wird der Zustand der Zellen mikroskopisch tberprift und das Medium vor der Transfektion
erneuert (80Qul/well, ohne Phenolrot mit SFCS).

Transfektion der Zellen

100 pl Optimen™-Medium (Gibco) pro Well wurden in ein groRes Falcon-Tube vorgelegt.
AnschlieRend wurden pro Well 1) Fugene zugesetzt, vorsichtig gemischt und fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert (Losung A) (Fugen¥-6Reagenz mufR direkt zum Medium gegeben

werden, um eine Absorption am Rohrchen zu verhindern).
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Die DNA (0,5 pg/Loch/12-Loch-Platte) wurde in ein separates kleines Falcon-Tube vorgelegt,
tropfenweise LOsung A zugesetzt, vorsichtig gemischt und der Ansatz fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.Von dem DNA/Fugene6-Gemisch wurden anschlieRend tropfenweise 100
pl/Loch zu den Zellen mit Phenolrot-freiem Kulturmedium gegeben. Anschliel3end wurden die Platten
geschwenkt, um eine gleichméafiige Verteilung des Transfektionsagenz zu erzielen.

Nach 24 Stunden wurde in Ethanol geldstes und mit Kulturmedium verdiinntes Ostrogen (bzw. TAM,
RLX) in einer Endkonzentration von 1Mol zugesetzt (10Ql). Dabei wurde darauf geachtet, daR die
finale Ethanolkonzentration 0,1 % nicht Ubersteigt.

Nach weiteren 24 Stunden werden die Zellen 2 x mit PBS (ohne Ca2+, Mg2+) gewaschen, und
anschlie3end mit 6Ql/well 1 x Lysispuffer mit 1 mM DTT (Promega) lysiert. Anschliel3end werden

die Zellen mit einem Zellschaber (Nunc) abgekratzt. Die Lysate kdnnen zur spateren Verwendung bei

—80 °C eingefroren werden.

3.12.2 Transfektion mit Lipofektamil’

Obwohl sich die meisten Zellen sehr gut mit Fugéneransfizieren lassen, lassen sich andere
Zelllinien besser mit Lipofektamif® transfizieren. Im Rahmen der Experimente die in dieser Arbeit

vorgestellt werden, wurde Lipofektamiffenur zur Transfektion von Ishikawa-Zellen verwendet.

Die Zellen wurden zunéchst in 12-Well Platten ausgesat {axdl) und dabei gleichzeitig auf
Phenolrot-feies Medium (mit Aktiv-Kohle-behandeltem FCS) gesetzt (1 ml/well), so das die Zellen

am kommenden Tag etwa 60 % konfluent waren.

Transfektion

Die Plasmid DNA (0,5pg insgesamt/well) wurde in Eppendorf-Reaktionsgefallen 9@ pl
serumfreien Optimem | Medium gemischtéung A).

Fir jede Transfektion wirdpl Lipofektamin mit 200ul Optimem | gemischtL(@Gsung B).

Anschlie3end wurdehtsung A undLdsung B gemischt und zur Komplexbildung fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Wéhrend der Komplexbildung werden die Zellen 1x mit serumfreiem
Optimem | (Gibco) gewaschen. Danach wurden @0Optimem | zu den vereinigten Lésungen A und

B gegeben, das Medium von den Zellen abgenommen, durch die Mixtur ersetzt und die Zellen bei
37°C und 5% Ce@inkubiert. Nach 6 Stunden wurde 4D phenolrotfeies Medium mit Aktivkohle-
behandeltem Serum zugesetzt. 18 Stunden spater wurde das Medium von den Zellen abgenommen,
durch frisches Medium mit Ostrogen, Tamoxifen oder Raloxifen (jeweilM)@rsetzt und die Zellen

fur weitere 24 Stunden kultiviert. Die Lyse der Zellen erfolgte analog zur Lyse nach der ugene

Transfektion.
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3.12.3 Transfektion durch Elektroporation

Die Elektoroporation erlaubt die Transfektion einer Vielzahl von unterschiedlichen Zelllinien. Die
Bedingungen fiir die Elektroporation, insbesondere die Spannung, missen dabei jedoch fur jede
Zelllinie optimiert werden. Die Transfektion mittels FugeneTM oder Lipofektdtirist jedoch
deutlich einfacher in der Durchfihrung, zudem wird fur die Elektroporation der meisten Zelllinien
eine deutlich gréRere Mengen an Plasmid-DNA benétigt. Die Lipofektion ist daher der
Elektroporation im allgemeinen vorzuziehen.

Die humane Osteosarkom-Zellinie U2-OS, laRt sich jedoch weder mit Fligemsch mit

Lipofektamin™ effektiv transfizieren. Diese Zelllinie wurde daher mittels Elektroporation transfiziert.

Vor der Transfektion wurden die Zellen fir mindestens 48 h auf Phenolrot-freiem Medium (mit
Aktivkohle behandeltem Serum) inkubiert.

AnschlieRend wurden die Zellen trypsiniert (3.3.5) und in kaltem Optimem | Medium mit 10 %
Kohle-behandeltem FCS resuspendiert, der Zelltiter bestimmt und die Zellen auf Eis gestellt.

In ein Eppedorf-Reaktionsgefal3 wurden die zu transfizierenden Plasmide vorgelegt und mit Zellen (2
x 10° fiir zwei 6-Loch Platten) gemischt und das Volumen des Ansatzes ayfl 20@gefillt. Dann

wurde der Ansatz in eine vorgekihlte Kuvette (0,4 cm, Biorad) tberfiihrt und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Unmittelbar vor der Elektroporation wurden die Kivetten fir 30 sec in
einem 37 °C Wasserbad inkubiert, abgetrocknet und in den Elektroporator (Gene-Pulser, Biorad)
Uberfuihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 0,8Y¥ und 500puF (Pulsdauer ca. 18 ms). Nach der
Elektroporation wurden die Kivetten mit den Zellen fur weiter 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

AnschlielBend wurden die Zellen mit 1 ml Kulturmedium aus der Kivette gespult, auf zwei 6-Loch
Platten verteilt und im Brutschrank kultiviert. Nach 6 h wurde das Kulturmedium gegen
Kulturmedium mit 1 % FKS ausgetauscht. Am nachsten Tag wurden den transfizierten Zellen der
Ligand (Ostrogen, Tamoxifen oder Raloxifen) zugesetzt und die Zellen fiir weitere 24 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen, mit
100 pl Lysispuffer (Promega, mit 1mM DTT) lysiert und mit Zellschabern (Nunc) abgekratzt. Die

Lysate kénnen bis zur weiteren Verwendung-8€ °C gelagert werden.

3.12.4 Messung der Luciferase-Aktivitat

Die eingefrorenen Lysate wurden fir 15 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut, durch Vortexen
homogenisiert und in Luminometer-Rohrchen (Saarstedt) Uberfuihrt. Die Messung der Luciferase-
Aktivitat erfolgte in einem Berthold-Lumat b0570 Luminometer. Dazu wurde nach der automatischen
Injektion von 100 pl Luciferase-Assay-Reagenz (Promega) und einer Inkubation von 5 sec die

Luciferase-Aktivitat tiber einen Zeitraum von 5 sec gemessen.



3 Material und Methoden 45

3.12.5 Messung der Galaktosidase-Aktivitat

Die Bestimmung der Galaktosidase-Aktivitat erfolgte mit Hilfe des Galaktolight-Assay-Reagenz des
Herstellers Tropix. Vor Beginn der Messung muissen dazu alle Losungen auf Raumtemperatur
gebracht werden.

Je 10pl des Lysates wurden in ein Luminometer-Réhrchen vorgelegt und mipllG@laktolight-
Reaktion-Buffer durch kurzes Vortexen gemischt. Nach einer Inkubation fir 60 Minuten bei
Raumtemperatur erfolgte die Messung im Berthold-Lumat b0570 Luminometer. Dazu wurden nach
einer automatischen Injektion vohOO pl Light-Emission-Acceleratorll und einer Inkubation fir

10 sec die Galaktosidase-Aktivitat Uber einen Zeitraum von 5 sec gemessen.

Material
Galaktolight-Assay-Reagenz (Tropix)  Galactolight Reaktionspuffer
Galacton" Chemilumineszenz Substrat
Galacton TM Chemilumineszenz-Substrat (Tropix) mit Galactolight-Reaktionspuffer mischen (1:250

v/v); Lagerung bei 4°C.

Light-Emission-Acceleratorll (Tropix)

Unmittelbar vor Gebrauch wurde 30 %iggd4d Losung (ll pro ml Acceleratorll) zugesetzt.

Der 1 x Lysispuffer, das Lucifersase-Assay-Reagenz, das Galaktolight-Assay-Reagenz und der Light
Emission-Acceleratorll wurden vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht.
Rohrchen (Saarstedt 75 x 12 mm, No. 55.476)
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4 Ergebnisse

4.1 Genregulation tber AP-1- und ERE-Elemente

4.1.1 Etablierung der Methodik

Um die Genregulation durch Ostrogenrezeptoren in menschlichen Tumoren untersuchen zu konnen,
sollte ein Reportergen-System aufgebaut wer@sm.endogene Expression von &Rnd ERB kann
moglicherweise die Regulation der Reportergene beeinflussen. Daher wurden Zelllinien aus
verschiedenen Geweben durch eine quantitative RT-PCR (QRT-PCR) auf ExpressionovamcER

ERB untersucht. Die PCR zur ERAmplifikation erfolgte wie zuvor beschrieben (Green et al., 1986)
(3.11.1). Dabei wurden Primer verwendet, die an Exon 4 und Exon 6 binden. Mit diesen Primern kann
neben dem E&® WT (438 bp) auch eine verkirzte Variante mit einer Deletion Exon 5
nachgewiesen werden. Als interner Standard wurden der PCR-Reaktion GAPDH-Primer zugesetzt
(PCR-Produkt: 195 bp). Die Auftrennung der Fragmente erfolgte Uber einen A.L.F. DNA-
Sequenzierautomaten. Die  Abbildung 4.1.1.1. zeigt die gRT-PCR der Zelllinien, welche fir
Reportergen-Studien verwendet wurden.

SK-BR-3 h ‘,ll

U2-0S ‘ﬂ

Ishikawa n

r

Hey

BT20 A GAPDH ERaAExon5 h ERx

A A

Hela fl

Kontrolle

T T T T T T T T T T T T T T T T
bp 1= i K “ 1 s 1 1 & 1 T ri

Abbildung 4.1.1.1: Expression von ER in humanen Tumor-Zelllinien.
Elektrophoretogramm der qRT-PCR zum Nachweis den-ERpression in Zelllinien aus verschiedenen

Geweben (SK-BR-3: Brust, U2-0OS: Knochen, Ishikawa: Endometrium, BT20: Brust, Hey: Ovar, HelLa: Zervix;
Kontrolle: PCR-Ansatz ohnebiNA)

Bei allen untersuchten Zelllinien konnte &Rhachgewiesen werden. Dabei scheint der Grad der
Expression jedoch von Zelllinie zu Zelllinie stark zu schwanken. Bei unseren Experimenten war die

ERa Expression in HeLa und U2-OS-Zellen am niedrigsten und in Hey-Zellen am hochsten
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(Vergleiche GAPDH und E&®). Aulierdem wurden die gleichen Zelllinien auf Expression vofi ER
untersucht. Dazu wurden zuvor beschriebene Primer (aus Exon 7 und 8) und PCR-Bedingungen (mit
32 Zyklen) verwendet (Leygue et al., 1999) (3.11.1). Bei keiner der untersuchiteneeonnte

ERB nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Obwohl alle Zelllinien ER exprimieren, wird die Aktivitdt der Reporterplasmide in den meisten
Zelllinien nicht durch Ostrogen stimuliert, so lange kein ER-Expressionsplasmid kotransfiziert wird
(siehe folgende Abschnitte). Lediglich in MCF7 Zellen kann der endogene ER die Reportergen-
Aktivitat stimulieren (nicht gezeigt) (Glaser, 2001). Diesdllidien wurden daher fir unsere

Experimente nicht verwendet.

Optimierung der Transfektion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Mehrzahl der Zelllinien mit Hilfe des Lipofektionsagenzes
Fugené” (Roche) transfiziert (3.12.1). Eine effektive Transfektion der humanen Osteosarkom-
Zellinie U2-OS ist mit Fugerd¥ jedoch nicht mdglich. Daher wurde diese Zelllinie durch
Elektroporation transfiziert (3.12.3). Die Effizienz der Elektroporation hangt vor allem von der
Spannung bei der Elektroporation ab. Bei U2-OS-Zellen wurde eine optimale Transfektion bei 350
bzw. 400 Volt erreicht (Abbildung 4.1.1.2).

1.200.000 1
1.000.000 1
800.000 -

600.000

Licht-Einheiten

400.000 -

200.000

50 Volt 100 150 200 250 300 350 400 450
Volt Volt Volt Volt Volt Volt Volt Volt

Abbildung 4.1.1.2.: Transfektionseffiziens bei der humanen Osteosarkom-Zelllinie U2-OS in
Abhéngigkeit von der Spannung.

Pro Kivette wurden fig BetaAct/Gal-Plasmid transfiziert. Die Transfektion wurde wie unter 3.12.3 beschrieben
durchgefihrt. Mit dem verwendeten Elektroporator kénnen Spannungen von 50 bis maximal 450 Volt aufgebaut
werden. Bei jeder Spannung wurden drei Klvetten transfiziert. Nach 24 Stunden wupd@aliéktivitat
bestimmt. Die Saulen zeigen die durchschnittligh@al-Aktiviat der drei Ansétze. Die Fehlerindikatoren zeigen

die Standardabweichung zwischen den einzelnen Ansétzen.
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Durch einen 30 Sekunden dauernden Hitzeschock (bei 37°C) unmittelbar vor der Transfektion wird
die Effektivitdt der Transfektion mindestens um den Faktor 5 gesteigert (nicht gezeigt). Eine weitere
Verbesserung der Methodik wurde erreicht, indem die Kivetten vor dem Hitzeschock auf Eis gelagert
wurden (15-30 Minuten). Die Effektivitdt der Transfektion hangt auf3erdem in hohem Mal3e von der
Vitalitdt der Zellen ab. Am effektivsten war die Transfektion, wenn die Zellen vor der Elektroporation

zu etwa 70-80 % konfluent waren.

Die Effektivitdt der Lipofektion héngt vor allem vom Mengenverhéltnis FuderePlasmid-DNA

(u/pg) ab. Laut Hersteller kann bei® Fugene prqug Plasmid DNA eine effektive Transfektion von
zahlreichen Zelllinien erreicht werden. Durch davon abweichende Mengenverhéltnisse konnte keine
effektivere Transfektion der Zelllinie SK-BR-3 erreicht werden (Abbildung 4.1.1.3).

700.000
600.000 -
500.000 -
400.000 -

300.000 -

Licht-Einheiten

200.000 A

100.000 -

1pg/pl 2 pg/pl 3 pg/ul 4 pg/ul
Verhéltnis Plasmid-DNA ( pg) zu Fugene ( pl)
Abbildung 4.1.1.3: Optimierung der Transfektion mit Fugene™.
SK-BR-3-Zellen wurden mit BetaAct/Gal-Plasmid transfiziert, wobei unterschiedliche Mengen an Plasmid-DNA
eingesetzt wurden. Nach 24 Stunden wurde MiGal-Aktivitdét bestimmt. Die Saulen zeigen die
durchschnittlichep-Gal-Aktiviat der drei Ansétze. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung

zwischen den einzelnen Ansatzen.

Stichproben haben gezeigt, dafl} ein Mengenverhéltniss von 3/1 auch bei anderen Zelllinien optimal ist
(nicht gezeigt). Mit Ausnahme der Zelllinie U2-OS konnten alle anderen Zelllinien unter diesen
Bedingungen effizient transfiziert werden. Die Zelllinie U2-OS konnte auch bei anderen

Mengenverhéltnissen nicht effektiv mit FugBhéransformiert werden (nicht gezeigt).
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Regulation desp-Gal Plasmides

Schwankungen in der Effektivitat der Transfektion konnen den Meffehler eines Reportergen-Assays
vergroRern. Um diese Schwankungen auszugleichen, kann die Luciferase-Aktivitdit gegen einen
internen Standard Kkorrigiert werden. Zu diesem Zweck wird zumeist Peigalaktosidase-
Expressionsplasmid mit dem Luciferase-Reporterplasmid kotransfiziert. Nach Messung der
Luciferase- und3-Gal-Aktivitat (3.12), kann dann die Luciferase-Aktivitat gegen [fi@al-Aktivitat
normalisiert werden.

Fur unsere Experimente kdnnen n@#Galaktosidase-Expressionsplasmide verwendet werden, die
keiner Regulation durch Ostrogenrezeptoren unterliegen. Beim Expressionplasmid BetaAct/Gal steht
die Expression deB-Galaktosidase unter Kontrolle dBsActin Promotors (Abbildung 4.1.1.4 ). Der
B-Act-Promotor vermittelt eine konstitutiv hohe Expression und unterliegt daher keiner Regulation

durch Ostrogenrezeptoren.

Beta-Actin ,Xbal

EcoRI

Beta-Globin

BetaAct/Gal
7510 bp

SV40 Term Beta-Gal
hGH tail
Sstl o

Abbildung 4.1.1.4: DasB-Actin Expressionsplasmid BetaAct/Gal.

Beta-Actin: Promotor de$-Actin Gens; Beta-Globinf3-Globin splice acceptor; BetaaB B-Galaktosidase;
SV40 Term: Terminator des SV40 Virus; Amp: Ampicilin-Resisteffizlactamase); f1 ori: Plasmid-
Replikationsursprung. Das Plasmid wurde von Miles Brown (Harvard Medical School, Boston) zur Verfigung

gestellt.

Die Regulation des Plasmids BetaAct/Gal durch Ostrogenrezeptoren wurde untersucht. Dabei konnte
nur eine minimale Beeinflussung dprGalaktosidase-Expression durch &lefunden werden. Der
Promotor des Reporterplasmids ERE2-TK-Luc wird hingegen deutlich starker reguliert. (Abbildung
4.1.1.5). Die Ostrogenrezeptoren [ERNd ERB2 beeinfluRen dig3-Gal-Expression in geringerem
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Umfang (nicht gezeigt). Ohne Ostrogenrezeptoren konnte keine Regulation der beiden Promotoren

gefunden werden (nicht gezeigt, siehe folgende Experimente).

8,0
Oohne Li gand
7,0 1 ..
HMOstro gen

— 6.0 % Tamoxifen
Hyl
B [ Raloxifen
= 5,0 A
=
<
© 4,0 1
]
E 3,0 1
o)
S
3 2,0 1

1,0 1

0,0

ERE2-TK-Luc BetaAct/Gal

Oohne Ligand 1,00 1,00
M Ostrogen 6,80 0,78
72 Tamoxifen 0,42 1,12
[ Raloxifen 0,54 1,44

Abbildung 4.1.1.5: ERx Regulation von ERE2-Tk-Luc und BetaAct/Gal in SK-BR-3-Zellen.
SK-BR-3-Zellen wurden mit einem BRExpressionsplasmid und den Reporterplasmiden ERE2-TK-luc (300
ng/Loch) oder BetaAct/Gal (100 ng/Loch) kotransfiziert, stimuliert und die Luciferase bz@+Ghé Aktivitat

bestimmt. Zur Vereinfachung der Darstellung wurden die nicht stimulierten Ansétze gleich 1 gesetzt. Die Daten
sind Mittelwerte aus drei separaten Messungen. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung zwischen

den Messwerten.

Reproduzierbarkeit der Methodik

Die Reproduzierbarkeit der Methodik sollte tiberprift werden. Zu diesem Zweck wurde die Regulation
des Reporterplasmides ERE2-Tk-Luc durchoBER einem zeitlichen Abstand von mehreren Monaten
wiederholt untersucht. Obwohl die Zellen zwischen den Experimenten permanent in Kultur waren,
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Experimenten festgestellt werden.
Lediglich die absolute Hohe der Stimulation bzw. der Repression ist bei den spéateren Passagen etwas
erhéht (Abbildung 4.1.1.6).
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Abbildung 4.1.1.6: Reproduzierbarkeit der Methodik am Beispiel der Regulation von ERE2-
TK-Luc durch ER a.

SK-BR-3-Zellen wurden transient mit ERE2-TK-Luc, BetaAct/Gal und pERAIlpha transfiziert, stimuliert und die
Luciferase bzw. dig3-Gal-Aktivitat bestimmt. Die Luciferase-Aktivitdt wurden gegen @i&al-Aktivitat
normalisiert. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne ER) gleich 1 gesetzt.
In der Abbildung sind drei verschiedene Experimente dargestellt, die in einem Zeitraum von ca. 3 Monaten

durchgefiihrt wurden.

Allgemein konnte festgestellt werden, dal3 schnell wachsende Zellen besser stimulierbar sind als
langsam wachsende Zellen. Da spate Passagen einer Zelllinie oft deutlich schneller wachsen als friihe
Passagen, sind diese zumeist auch besser stimulierbar. Alle in dieser Arbeit vorgestellten Experimente
wurden innerhalb von 20 Passagen durchgefihrt.

Die in den folgenden Kapiteln dargestellten Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt, um
die Reproduzierbarkeit zu Uberprifen. In den zugehdrigen Abbildungen sind die Mittelwerte der

Experimente dargestellt.

4.1.2 Regulation von ERE2-TK-Luc in SK-BR-3-Zellen

Die Ostrogen-abhangige Regulation eines Promotors iiber ERE-Elemente wurde untersucht. Dazu
wurde ein Reporterplasmid verwendet, bei dem die Expression der Luciferase durch den Thymidin-

Kinase-Promotor mit zwei zusatzlichen ERE-Elementen geregelt wird (Abbildung 4.1.2.1).
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Abbildung 4.1.2.1: Die Reporterplasmide ERE2-TK-Luc und pAP-1-Luc.

Erlauterungen siehe Text. SV40: SV40 3‘untranslated Region; Antpctamase; ColELl: ColE1l Plasmid-
Replikationsursprung, f1 ori, Plasmid-Replikationsursprung. ERE2-TK-Luc enthélt zwei ERE-Elemente, pAP-1-
Luc enthalt 7 AP-1-Elemente.

Das Reporterplasmid (ERE2-TK-Luc) wurde von der Arbeifsge von Miles Brown (Havard
Medical School, Boston) zur Verfigung gestellt. Da die Regulation dieses Reporters bereits in vielen
Zelllinien gut untersucht ist, wurden die Experimente mit diesem Plasmid vor allem zur Verifizierung
der Methodik durchgefiihrt. In Anlehnung an vorherige Verdéffentlichungen wut@nng ER-
Expressionsplasmid (pcDNA, pERAIpha, pERBeta oder pERBeta2, Plasmidkarten im Anhang), 300
ng Reporterplasmid und 100 BegGal-Plasmid pro Loch (einer 12-Loch Platte) transfiziert. Einen Tag
nach der Transfektion wurden die Zellen mit Ostrogen, Tamoxifen oder Raloxifen stimuliert (jeweils
10" M) und fiir weitere 24 Stunden kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet und die
Luciferase- sowi@-Gal-Aktivitat bestimmt (3.12).

Die Luciferase-Aktivitat wurde gegen dieGal-Aktivitat normalisiert (,relative Luc-Aktivitat*). Das
Experiment wurde dreimal wiederholt. Die Abbildung 4.1.2.2 zeigt die Regulation von ERE2-TK-Luc
in SK-BR-3-Zellen. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.
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Abbildung 4.1.2.2: Regulation von ERE2-TK-Luc durch ERx, 8, and $42 in der humanen
Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR-3.

SK-BR-3-Zellen wurden transient mit ERE2-TK-Luc, einem ER-Expressionsplasmidp«aal-Plasmid
transfiziert, stimuliert und die Luciferase bzw. @i&al-Aktivitat bestimmt. Die Luciferase-Aktivitat wurden
gegen dig3-Gal-Aktivitat normalisiert. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz
(ohne ER) gleich 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten. Die

Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.

Obwohl SK-BR-3-Zellen Ostrogenrezeptoren exprimieren (Abbildung 4.1.1.1), kann der endogene
ER die Aktivitait des Promotors in dieser Zelllinie nicht stimulieren. Eine Ostrogen-vermittelte
Stimulation kann erst nach Kotransfektion vonoEFERB oder ERB2 festgestellt werden. Alle drei
Ostrogenrezeptoren kénnen den Promotor stimulieren. Wie bereits fiir U2-OS-Zellen gezeigt, ist dabei
ERa effektiver als ER und ERB effektiver als ER2 (Hanstein et al., 1999). Antidstrogeki@nnen

die Aktivitat des Promotors tber keinen der drei Rezeptoren stimulieren.

4.1.3 Regulation von pAP-1-Luc in SK-BR-3-Zellen

Die Ostrogen-abhangige Regulation eines Promotors (iber AP-1-Elemente wurde untersucht. Dazu
wurden die Experimente wie oben beschrieben wiederholt, wobei statt ERE2-TK-Luc das Plasmid
pAP-1-Luc (Stratagene, La Jolla) transfiziert wurde (Abbildung 4.1.2.1). Der minimal-Promotor

dieses Reporter-Plasmides besteht aus einer TATA-Box und sieben AP-1-Elementen. Die

Experimente wurden einmal ohne (oben) und einmal mit Kotransfektion von Fos und Jun
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Expressionsplasmiden (unten) durchgefuhrt (Abbildung 4.1.3.1). Als Expressionsplasmide fur Fos und

Jun wurden die Plasmide pFA-Fos und pFA-Jun der Firma Stratagene verwendet (jeweils 50 ng).
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Abbildung 4.1.3.1: Transaktivierung eines AP-1 abhéngigen Reportergens durch EBR ERB und
ERPB2 in SK-BR-3-Zellen (oben) und unter Kotransfektion mit Fos und Jun (unten).

SK-BR-3-Zellen wurden transient mit AP-1-Luc, einem ER-Expressionsplasmif-GadiPlasmid transfiziert,
stimuliert und die Luciferase bzw. dgGal-Aktivitat bestimmt. Die Luciferase-Aktivitdt wurde gegen flie
Gal-Aktivitdt normalisiert. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne ER)
gleich 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerindikatoren zeigen

die Standardabweichung. Unten: Das gleiche Experiment unter Kotransfektion von Fos und Jun.
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Wie bei ERE2-TK-Luc kann der endogene ER die Aktivitat des Reporters weder mit Ostrogen noch
mit SERMs modifizieren. Eine Verdnderung der Reporteraktivitdt kann erst nach Kotransfektion der
ER-Expressionsplasmide festgestellt werden. Alle drei ERs kdnnen die Reporteraktivitat ohne Ligand
deutlich steigern. Im Vergleich zu den Ansatzen ohne Ligand wird die Reporteraktivitat durch
Ostrogen tiber ER und ERB reprimiert. Hingegen kann Ostrogen die Aktivitit des Reporters (iber
ERB2 ca. vierfach steigern. Die Antidstrogene wirken UberEid ER3 reprimierend auf die
Promotoaktivitat (im Vergleich zu den Anséatzen ohne Ligand). Ubgd2ERigen die Antidstrogene
keinen signifikanten Effekt.

Die Kotransfektion von Fos und Jun fithrt mit und ohne kotransfizierten Ostrogenrezeptoren zu einer
etwa vierfachen Steigerung der Promotoraktivitat (Vergleiche Abbildung A und B). Qualitativ wird
die Regulation von AP-1-Luc dadurch jedoch kaum veréndert. B2 EKBmmt es zu einer Erhéhung

der Promotoraktivitit ohne Ligand (vergleiche cERnd ERB). Daher ist die Ostrogen-vermittelte

Stimulation fiir EB2 weniger ausgepréagt als im Ansatz ohne Fos und Jun.

4.1.4 Regulation von pAP-1-Luc in U2-OS-Zellen

Die Regulation von pAP-1-Luc wurde auf3erdem in der humanen Osteosarkom-Zelllinie U2-OS
untersucht. Da diese Zelllinie durch Lipofektion nicht effektiv transfizierbar ist, wurden die Zellen
mittels Elektroporation transfiziert. Dabei wurden pro Kivettepy@ pAP-1-Luc, 1 pug ER-
Expressionsplasmid (pcDNA, ERAIpha, ERBeta oder ERBeta2) undugl B-Act-B-Gal
Expressionsplasmid transfiziert. In einem zweiten Experiment wurden zuséatzlich jeweils OFA\-

Fos und pFA-Jun transfiziert. Nach der Elektroporation wurde der Inhalt der Kivetten auf zwei 6-
Loch-Platten aufgeteilt. Die Stimulation und Messung der Luciferase-Aktivitat erfolgte wie bei SK-
BR-3.
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Abbildung 4.1.4.1: Transaktivierung eines AP-1 abhéngigen Reportergens durch EBR ERB und
ERB2 in U2-0OS-Zellen (oben) und unter Kotransfektion mit Fos und Jun (unten).

U2-0OS-Zellen wurden transient mit pAP-1-Luc, einem ER-Expressionsplasmi@-GattPlasmid transfiziert,
stimuliert und die Luciferase bzw. dgGal-Aktivitat bestimmt. Die Luciferase-Aktivitdt wurde gegen flie
Gal-Aktivitdt normalisiert. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne ER)
gleich 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerindikatoren zeigen

die Standardabweichung. Unten: Das gleiche Experiment mit Kotransfektion von Fos und Jun.
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Wie in SK-BR-3-Zellen, kann auch in U2-OS-Zellen der endogene ER die Aktivitat des AP-1
Reporters nicht stimulieren. Die Transfektion der ERs fiihrt ohne Ligand (Basisaktivitat) zu einer
Erhéhung der Reportergen-Aktivitat. Anders als in SK-BR-3-Zellen ist dabei die Basisaktivitat von
ERa hoher als die von HR Wie auch fiir SK-BR-3-Zellen gezeigt, kénnen Ostrogen und
Aniodstrogene die Reporteraktivitdt tUber d&EReprimieren. Hingegen konnen die Antidstrogene die
Reporter-Aktivitat tber ER und ERB2 deutlich steigern, wahrend Ostrogen iibef3 ERutral und

Uber ERB2 leicht reprimierend wirkt.

Die Kotransfektion von Fos und Jun fihrt im Ansatz ohne kotransfizierten ER zu einer etwa
dreifachen Erhdéhung der Reportergen-Aktivitat. Im Ansatz mit KBnmt es durch die Kofaktoren

zu keiner nennenswerten Steigerung der Reportergen-Aktivitat. Bgi il ERB2 bewirken die
Kofaktoren eine Steigerung der Reportergen-Aktivitat mit allen Liganden. Dabei wird im Vergleich zu
den Ansiatzen ohne Kofaktoren vor allem die Basisaktivitat (ohne Ligand) und die Ostrogen-
vermittelte Aktivitéat gesteigert. Die Stimulation durch Tamoxifen und Raloxifen, UbBrug® ER32,

fallt daher weniger deutlich aus.

4.1.5 Transaktivierung durch VP-16-Varianten

Es sollte gepriift werden ob die Ostrogenrezeptoren direkt mit dem AP-1-Komplex am Promotor des
Reporterplasmides interagieren. Zu diesem Zweck wurden ER-Varianten mit einer zusatzlichen
Transaktivierungsfunktion erzeugt. Dazu wurden die Gene aus dem ER3 und ER32
Expressionsvektoren in den Vektor pACT umkloniert. Dieser Vektor enthalt zwischen Promotor und
multi cloning site die kodierende Sequenz fiir das virale VP-16-Protein. Dieser Aufbau ermdglicht es
das VP-16-Protein mit jedem beliebigen Gen zu fusionieren, welches in die multi cloning site des
Vektors integriert wird (Abbildung 4.1.5.1.).

Bei der Konstruktion der VP-16-Varianten der ERs muldte darauf geachtet werden, daf} die Leseraster
von VP-16-Protein und Ostrogenrezeptoren tbereinstimmen. Fiir eine direkte Umklonierung der ER-
Gene in pACT waren jedoch keine geeigneten Restriktionsenzym-Schnittstellen vorhanden. Daher
mufSten vor der Umklonierung geeignete Schnittstellen erzeugt werden. Zu diesem Zweck wurden die
Gene firr die drei Ostrogenrezeptoren zunachst mittels einer PCR amplifiziert. Dabei wurden Primer
mit 5° Uberhang eingesetzt, die Schnittstellen fur Sall (5° Primer) Nhdl (3‘Primer) enthalten

(3.2.2). Diese Schnittstellen erméglichen es die PCR-Produkte iBadeand Xbal (Nhel kompatibel)
geschnittenen pACT-Vektor zu klonieren. Die 5° Primer wurden dabei so gewahlt, daR die
kodierenden Sequenzen von VP-16-Protein und Ostrogenrezeptoren im gleichen Leseraster liegen.
Zwischen dem VP-16-Protein und den ERs ist kein Stopcodon zu finden (Abbildung 4.1.5.1, unten).

Die korrekte Klonierung der Ostrogenrezeptoren wurde durch Sequenzierung des Ubergangsbereiches
von VP-16-Protein und ERs Uberpruft. Es konnten keine Abweichungen von der zu erwartenden

Sequenz gefunden werden (nicht gezeigt).
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«.GGATCG CCA GGG ATC CGT CGA CTT ATG....
Gly Ser Pro Gly Ile Arg Arg Leu Met

Abbildung 4.1.5.1: Vpl6-Varianten der Ostrogenrezeptoren ER, ERB und ERB2.
SV40 3‘untranslated Region; Amp:lactamase; ColE1l: ColE1 Plasmid-Replikationsursprung, f1 ori, Plasmid-

Replikationsursprung.

Die VP-16-Varianten von ER ERB und ER32 konnen den ERE2-TK-Luc Promotor wesentlich
effektiver transaktivieren als die WT-Rezeptoren (Abbildung 4.1.5.2. oben, Vergleiche auch
Abbildung 4.1.2.2). Im Gegensatz zu den WT-Rezeptoren kénnen die VP16-Varianten das ERE2-

Reporterplasmid auch stimulieren, wenn Antidstrogene als Ligand eingesetzt werden.
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M Ostrogen 0,00 1,08 0,74 5,99 0,57 13,73 0,86 34,62 2,14
P Tamoxifen 0,00 0,78 0,60 4,09 0,35 22,80 1,30 12,00 3,11
[ Raloxifen 0,00 0,95 0,82 6,34 0,43 21,39 2,10 15,17 2,68

Abbildung 4.1.5.2: Regulation von ERE2-TK-Luc (oben) und pAP-1-Luc (unten) durch VP-16
Ostrogenrezeptoren.

SK-BR-3-Zellen wurden transient mit den Reporterplasmiden ERE2-TK-Luc (oben) oder pAP-1-Luc @nten),
Gal-Plasmid und Expressionsplasmiden fir WT-Rezeptoren und Rezeptor-Mutanten transfiziert, stimuliert und
die Luciferase bzw. diB-Gal-Aktivitat bestimmt. Die Luciferase-Aktivitdt wurden gegen @iGal-Aktivitat
normalisiert. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne ER) gleich 1 gesetzt.
Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Experimenten. Die Fehlerindikatoren zeigen die

Standardabweichung.

Anders als der ERE2-TK-Promotor, wird der pAP-1-Promotor durch die VP-16-Varianten der

Ostrogenrezeptoren nicht effektiver stimuliert als durch die WT-Rezeptoren. Statt dessen zeigen alle
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VP-16-Varianten eine signifikant geringere Aktivitat als die korrespondierenden WT-Rezeptoren
(Abbildung 4.1.5.1 unten). Durch Transfektion von VP16aEMrd die Aktivitdt des AP-1-Promotors
sogar unter das Niveau des Ansatzes ohne ER reduziert. Im Gegensatz zun¥\WakRdie VP16-

Variante von ER2 den AP-1-Promotor nicht stimulieren.

4.1.6 Bedeutung von AF1 und AF2 bei der Transaktivierung von pAP-1-Luc

In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, welche Aktivierungsfunktionen venuidR

ERB an der Regulation von pAP-1-Luc beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurde die Regulation von
pAP-1-Luc durch ER-Varianten mit Mutationen in den Aktivierungsfunktionen untersucht (Abbildung
4.1.6.1). Neben den WT-Rezeptoren wurde auch eiree-\ERiante ohne AF1-Doméne (ERAF1)
Aminoséuren 125-595), eine BR/ariante ohne AF2-Doméne (BRAF2, Aminsosduren 1-534)
sowie eine ER-Variante ohne AF2 (EBRAAF2, Aminosauren 1-439) verwendet (Plasmidkarten siehe
Anhang). Die ERAAF2-Variante ist bereits beschrieben worden. Es konnte gezeigt werden, das diese
Variante keine Affinitat zu p160-Kofaktoren wie SRC-1 hat, aber Ostrogen binden und dimerisieren
kann (Halachmi et al., 1994).

160,0 -
140,0 A
Oohne Li gand
- 120,0 A N
S HOstro gen
-é 100,0 7 Tamoxifen
< .
S 80,0 - E Raloxifen
>S5
|
(] 60,0 -
=
5]
© 40,0
20,0 A
0,0
ohne ER Alpha |ER Alpha ER Betal ER Beta2
Plasmid ohneER ER Alpha ohne AF1 |ohne AF2 ER Betal ohne AF2 ER Beta2 ohne AF2

Oohne Ligand 0,02 1,00 14,73 38,68 14,04 46,23 9,51 12,64 2,75
B Ostrogen 0,99 4,23 4,95 32,09 12,73 12,34 27,88 25,59
P Tamoxifen 1,08 2,39 13,79 56,10 18,23 9,23 9,84 15,45
[ Raloxifen 1,10 5,83 78,23 125,26 18,81 17,65 13,62 36,49

Abbildung 4.1.6.1: Bedeutung der Aktivierungsfunktionen AF1 und AF2 bei der Regulation von
pAP-1-Luc.

SK-BR-3-Zellen wurden transient mit ERE2-TK-LuB;Gal-Plasmid und Expressionsplasmiden fur WT-
Rezeptoren und Rezeptor-Mutanten transfiziert, stimuliert und die Luciferase bpwsdieAktivitat bestimmt.

Die Luciferase-Aktivitat wurden gegen dg=Gal-Aktivitdt normalisiert. Zur Vereinfachung der Darstellung
wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne ER) gleich 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabh&ngigen

Experimenten. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.
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Osrogen wirkt sowohl {iber ERals auch iiber EAAF1 repressiv auf die Promotoraktivitat des AP-

1 Reporters. Im Gegensatz dazu bewirkt Ostrogen ibeAER2 eine etwa zweifache Stimulation
der Promotoraktivitat. Die Basisaktivitat von &RAF1 (aber nicht von ERAAF2) ist im Vergleich

zu ERx deutlich erhoht. Die Antiostrogene Tamoxifen und Raloxifen wirken, wie zuvor gezeigt, tber
ERa repressiv auf die Promotoraktivitit. Uber &R\F2 bewirken sie hingegen eine deutliche
Stimulation der Promotoraktivitat. Ebenso kannoARF1 die Promotoraktivitdt mit Raloxifen (aber
nicht Tamoxifen) stimulieren.

Bei ER3 und ERB2 fiihrt die Deletion der AF2-Doméane zu einer Reduktion der Basisaktivitat. Die
Wirkung des Ostrogens tiber BRAF2 und EMB2AAF2 ist im Vergleich zu ER bzw. ERB2 nicht
verandert. Anders als die AF2-defiziente Varianten vorox ERigen die AF2-defizienten Varianten
von ER3 keine verstarkte Transaktivierung wenn Antiostrogene als Ligand eingesetzt werden.
Lediglich die Aktivitat von ER2AAF2/Raloxifen ist leicht erhoht.

4.1.7 SRC-1 vermittelt die Repression UbePHR

Es sollte gezeigt werden, warum Ostrogen die Aktivitit des AP-1-Reporters in SK-BR-3-Zellen iiber
ERPB reprimiert aber Uber HR stimuliert. ER und ERB2 unterscheiden sich vor allem in ihrer
Affinitdt zu p160-Koaktivatoren wie z.B. SRC-1 (Hanstein et al., 1999). In Pull-down Akeagte

eine Ostrogen-induzierte Bindung von SRC-1 an die Ligandenbindungsdomane foabERnicht

ERB2 gezeigt werden. Die Bindung veri60-Koaktivatoren ist essentiell fur die Transaktivieruog
Promotoren, die ERE-Elemente enthalten (Halachmi et al., 1994). Es wurde daher postuliert, dal} die
p160-Koaktivatoren auch bei der Regulatimm Promotoren mit AP-1-Elementen eine wichtige Rolle
spielen (Webb et al., 1999). Wir wollten Uberpriifen, ob die Aktivitat der verschiedenen ERs durch
Kotransfektion mit SRC-1 modifiziert wird. Dazu wurden die Experimente in SK-BR-3-Zellen
wiederholt, wobei zusétzlich zwischen 0 und 80 ng SRC-1-Expressionsplasmid kotransfiziert wurden
(Abbildung 4.1.7.1). Bei jedem Ansatz wurde die an 100 ng fehlende Menge an SRC-1-Plasmid mit
pcDNA aufgefillt. Insgesamt wurden also @@ Plasmide pro Loch transfiziert. Die Plasmidkarte des

SRC-1-Expressionsplasmides ist im Anhang zu finden.
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Abbildung 4.1.7.1: EinfluR von SRC-1 auf die Transaktivierung von pAP-1-Luc durch ER2

(oben), ER3 (Mitte) und ERa (unten).

SK-BR-3-Zellen wurden transient mit ERE2-TK-Luc, ER- und SRC-1-Expressionsplasmider3-@Gaf

Plasmid transfiziert, stimuliert und die Luciferase bzw.#®al-Aktivitat bestimmt. Die Luciferase-Aktivitat

wurde gegen di@-Gal-Aktivitdt normalisiert. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte
Ansatz (ohne ER) gleich 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die

Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.

Die Ostrogen-abhangige Stimulation von pAP-1-Luc durcf8ERird durch SRC-1 dosisabhangig
reprimiert. Bei 80 ng SRC-1 ist die durch Ostrogen vermittelte Stimulation vollstandig aufgehoben
(oben). Unerwarteter Weise kann SRC-1 die Repression dur@iEERJosisabhangig verstarken
(Mitte). Zu unserer Uberraschung kénnen auch hohe Dosen an SRC-1 die Aktivitat w2 EfRcht
modifizieren. (unten). Die Basisaktivitat von ER wird durch SRC-1 nicht beeinfluf3t. Hingegen
werden die Basisaktivititen von BRund ERx durch SRC-1 reduziert. Die Wirkung der

Antiostrogene wird bei keinem der drei ERs verandert.

4.1.8 CBP stimuliert die Transaktivierung durch Antiéstrogene Ubgr ER

Neben den pl60-Koaktivatoren spielen auch die 300 kDa grol3en Koaktivatoren CBP und p300 eine
wichtige Rolle bei der Transaktivierung von Promotoren mit ERE-Elementen (Hanstein1€98).,
Wir wollten untersuchen, welchen EinfluR CBP auf die Regulation von pAP-1-Luc durch die

verschiedenen Ostrogenrezeptoren hat. Dazu wurden die Experimente wie zuvor beschrieben
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wiederholt, wobei neben den Ostrogenrezeptoren zusatzlich zwischen 0 und 200 ng an CBP
Expressionsplasmid transfiziert wurden (Abbildung 4.1.8.1). Die an 200 ng fehlende Menge an CBP-
Expressionsplasmid wurde mit pcDNA aufgefillt. Insgesamt wurdepdDNA pro Loch (einer 12-

Loch Platte) transfiziert. Die Plasmidkarte des CBP-Expressionsplasmides ist im Anhang zu finden.
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Abbildung 4.1.8.1: EinfluB von CBP auf die Transaktivierung von pAP-1-Luc durch EM2

(oben), ER3 (Mitte) und ERa (unten).

SK-BR-3-Zellen wurden transient mit ERE2-TK-Luc, ER- und CBP-Expressionsplasmiden, und BetaAct/Gal-
Plasmid transfiziert, stimuliert und die Luciferase bzw.#8al-Aktivitat bestimmt. Die Luciferase-Aktivitat

wurde gegen di@-Gal-Aktivitdt normalisiert. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte
Ansatz (ohne ER) gleich 1 gesetzt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die

Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung.

CBP steigert dosisabhangig sowohl die Basisaktivitat voR2E&Ss auch die Aktivitat mit allen drei
Liganden. Die Regulation von pAP-1-Luc wird dabei jedoch qualitativ kaum verédndert (oben). Bei
ERB fuhrt die Kotransfektion von CBP vorrangig zu einer verstarkten Stimulation durch die
Antiostrogene. Die Basisaktivitdt wird durch steigende Mengen an CBP nur unwesentlich gesteigert.
Bei 200 ng CBP ist daher die Aktivitat der Antidstrogene UbeB BFORer als die Basisaktivitéat. Die
Transaktivierung durch{#E2 wird durch CBP ebenfalls nur maRig gesteigert. Dieser Effekt ist bereits
bei 25 ng maximal und kann durch groRere Mengen CBP nicht weiter gesteigert werden (Mitte). Auf
die Transaktivierung durch EBRhat CBP keinen signifikanten Effekt. Lediglich die Basisaktivitat

wird durch CBP leicht reprimiert (unten).

4.1.9 ERB2 wird in humanen Tumoren nicht exprimiert

ERB2 konnte bislang nur bei Nagern nachgewiesen werden. Wir wollten die Expression f&n ER

mittels einer RT-PCR in humanem Geweben nachweisen. Dazu wurden Primer verwendet, die in den
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Exons 5 und 6 lokalisiert sind (3.2.2). Das zu erwartend@ EQR-Produkt ist 171 bp grof3. Da bei

ERB2 ein zusatzliches Exon vodbp zwischen Exon 5 und Exon 6 integriert ist, kann bei der

gleichen PCR aul3erdem ein 225 bp grolRefZERCR-Produkt amplifiziert werden. Als interner

Standard wurden der PCR-Reaktion nach 5 Zyklen GAPDH-Primer zugesetzt (PCR-Produkt:195 bp).

Die Auftrennung der Fragmente erfolgte in einem Acrylamidgel unter Verwendung eines A.L.F.-

DNA-Sequenzierautomaten (Abbildung 4.1.9.1).

PCR-Bedingungen fiir dgg2-Nachweis

PCR-Produkt PCR-Ansatz Amplifikation
ERB: 171 bp 1 x PCR-Puffer 1 x 10 Minuten.
ERB2: 225 bp 150pum dNTPs 34/27 x 1 Minute 94°C

GAPDH: 195 bp (27 Zyklen)

40 pmol ERB-Primer
30 pmol GAPDH-Primer
2,5 U Tag-DNA-Polymerase

Reaktionsvolumen: 50l

1 Minute 58°C
1 Minute 72°C
1 x 8 Minute 72°C

]
14

1 N A

2 N A
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2 JU N

>) J\ s

) j\ B/
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Abbildung 4.1.9.1: ERB2 wird in humanen Ovarialkarzinomen nicht exprimiert.

Elektrophoretogramm der RT-PCR zum Nachweis der Expression v@huBR ERB2 in verschiedenen
Ovarialkarzinomen (1-6). Spur 7: Positivkontroll©¢A aus CHO-Zellen). Spur 8: Nagvkontrolle (PCR

ohne cDNA).
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Es wurden cDNAs aus 11 PBRpositiven Geweben Uberprift, davon 4 Ovarialkarzinome, 2 Ovar-
Normalgewebe und 5 Mammakarzinome. Eine Expression v@R B&®nnte - trotz teilweise hoher

ERB Expression - in keinem der untersuchten Tumore nachgewiesen werden. In der Hamster-Ovar-
Zelllinie CHO wird ERB2 hingingen signifikant hdher exprimiert als ERSpur 7). Die Identitat der
amplifizierten PCR-Produkte wurde durch Sequenzierung bestétigt (nicht gezeigt).

Waéhrend der Durchfiihrung dieser Experimente wurden weiter Arbeiten veréffentlicht, die zeigen, dal3
ERB2 in humanen Geweben nicht exprimiert wird. Auf eine Untersuchung von weiteren cDNAsS aus

anderen Geweben wurde daher verzichtet.

4.2 Regulation der Progesteronrezeptor-Promotoren

4.2.1 Konstruktion von Reporter-Plasmiden

Die Regulation der beiden Promotoren des Progesteronrezeptors wurde untersucht. Dazu wurden
Luciferase-Reporterplasmide konstruiert, die den distalen,)(B&v. den proximalen Promotor (BR

des Progesteronrezeptors enthalten (Abbildung 4.2.1.1.) Die beiden Promotoren wurden dazu zunéchst
aus chromosomaler humaner DNS mittels PCR amplifiziert (Primer siehe 3.2.2, 30 Zyklen: 94°C 1
Minute, 62°C 2 Minute, 72°C 1 Minute). Die amplifizierten Fragmente entsprechen den Basenpaaren
—647 - +30 (PR und +438 - +1084 (PR bezogen auf das erste Startcodon des PR-Genes. Zur
Amplifikation der beiden Promotoren wurde die ExpdhdNS-Polymerase (Roche) verwendet.
Diese besteht aus einem Gemisch von Tag- und Pwo-DNS-Polymerase und hat aufgrund der
Exonucleaseaktivitdat der Pwo-Polymerase eine deutlich geringere Fehlerrate als reine Taq DNS-
Polymerase. Da die amplifizierten Promotoren keine fir eine Klonierung geeignete
Restriktionsschnittstelle  enthalten, wurden die beiden Promotoren unter Verwendung von
modifizierten Primern amplifiziert, die bei der PCR zur Generierung von Schnittstellen an den Flanken
der Promotoren fihrt (Primer siehe Tab 3.2). Die PCR-Produkte konnten daher mit den
Restriktionsenzymemglll und Hindlll geschnitten und in die korrespdierenden Schnittstellen des
Reporterplasmides pGL2-Basic kloniert werden. Das Reporterplasmid pGL2-Basic enthalt ein AP-1-
Element, welches die Ergebnisse der nachfolgenden Experimente verfalschen kann. Da das AP-1-
Element in einem nicht funktionellen Bereich von pGL2-Basic lokalisiert ist, kann dieses eliminiert
werden. Dazu wurden PRA-Luc und PRB-Luc Uber eine PCR amplifiziert, bei der lediglich die AP-1-
Elemente ausgespart wurden. UlRst-Schnittstellen in den Flanken der beiden Primer konnten die
beiden Plasmide rezirkularisiert werden (Primer siehe Tabell 3.2). Die Eliminierung der beiden AP-1-
Elemente wurde durch Restriktionsanalyse Hiibdlll und Pst Gberprift (nicht gezeigt). Um zu
zeigen, daf} die Sequenzen beider Promotoren ohne Fehlamplifikationen kloniert wurden, wurden die
Promotoren beider Plasmide sowohl in sense als auch in anitsense Richtung sequenziert. Dabei

wurden Primer verwendet, die die MCS von pGL2-Basic flankieren und zusatzlich M13 Sequenzen
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enthalten, die eine Sequenzierung unter Standard-Bedingungen ermdglicht (Sequenzierung siehe 3.8.,
Primer siehe 3.2.2). Es konnten keine Abweichungen vorpdBlizierten Sequenzen der Promotoren
gefunden werden (Kastner et al., 1990) (nicht gezeigt).

Luciferase

pGL2-Basic
5597 bp

PCR mit
modifizierten Primern

PCR mit

modifizierten Primern SV40

colEl poly A
‘Nl —

{BamHI /
Sall APl
Bglll ?indlll Restriktion Bglll ?indlll
Bglll/Hindlll
PRA-Promotor PRB-Promotor
(634 bp) N l/ «— (677 bp)

Eleminierung
der AP1 Elemente

.Smal Smal

iKpnl :Kpnl
£Sacl £Sacl

EMlul EMlul
ENhel ENhel
£ Xhol £ Xhol
EBgllI EBgIIT

HindIII
PRA-Promotor

1 ori

5§—Pr0mot0r

Amp

PRA-Luc
6221 bp

Amp PRB-Luc Luciferase

Luciferase 6264 bp

Sall} Sall |
BamHI  Pstl BamHI  Pst]

Abbildung 4.2.1.1: Konstruktion der Reporterplasmide PRA-Luc und PRB-Luc.

Erlauterungen siehe Text. SV40: SV40 3‘untranslated Region; Antactamase; ColELl: ColE1l Plasmid-
Replikationsursprung; f1 ori: Plasmid-Replikationsursprung.
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4.2.2 Regulation von PRJurch ERt und ER3

Um die Regulation von PRzu studieren, wurde die Endometriumkarzinom-Zelllinie Ishikawa in 12-
Loch Platten ausgesat und mit dem Reporterplasmid PRA-Luc, den Expressionsplasmiden fir
verschiedene Ostrogenrezeptoren (pERAlpha, pERBeta, pERBeta2 oder pcDNA) und BetaAct/Gal-
Plasmid (als interner Standard) transfiziert. Da das Phenolrot aus dem Zellkulturmedium einen
Ostrogenen Effekt hat, wurden die Zellen zunachst fiir zwei Tage ohne Phenolrot kultiviert, und dann
in 12-Loch Platten ausgesat. Am néchsten Tag wurden die Zellen unter Verwendung von“Fugene
(Roche) mit 400 ng Reporterplasmid, 50 ng ER-Expressionsplasmiden und BeActef3-Gall
transfiziert und fur weitere 24 Stunden kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Ostrogen,
Tamoxifen oder Raloxifen stimuliert (Endkonzentration im Medium jeweils NI} Nach weiteren 24
Stunden wurden die Zellen lysisert und die Luciferase r@al-Reporteraktivitdt gemessen. Die
Abbildung 4.2.2.1. zeigt die Regulation des PRA-Promotors in Ishikawa-Zellen.

2,57
2,0 - Oohne Ligand
S B Ostrogen
= ? Tamoxifen
= 1,54
<
(&)
=)
—
q) -
< 1,0
a
()
S
0,51
0,0 ,
ohne Plasmid pcDNA ER Alpha ER Beta ER Beta2
Oohne Ligand 0,00 1,00 0,58 0,56 1,09
MW Ostrogen 1,02 0,68 0,45 0,73
7 Tamoxifen 0,94 1,26 1,05 1,78
[ Raloxifen 1,04 1,19 1,44 191

Abbildung 4.2.2.1: Die Regulation des distalen PR-Promotors (RRin Ishikawa-Zellen.

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfuhrung durchgefuhrt. Die Fehlerindikatoren zeigen die mittlere Standardabweichung aus allen
drei Experimenten. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz ohne kotransfizierten

ER gleich 1 gesetzt.

Wie erwartet, lieR sich ohne Transfektion eines Reporterplasmides keine Luciferase-Aktiviat
nachweisen. Wird PRA-Luc mit pcDNA kotransfiziert, so lasst sich Luciferase Aktivitat nachweisen,
diese kann jedoch durch die unterschiedlichen Liganden nicht modifiziert werden. Durch Transfektion

von ERx und ER3 wird die Promotoaktivitat leicht reprimiert. Die Repression kann durch
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Antiéstrogene aufgehoben werden. Ostrogen scheint die Expression weder @brodBRiber ER

zu beeinflussen.

Um die Regulation in verschiedenen Zelllinien miteinander vergleichen zu kénnen, wurde das
Experiment in HeLa-Zellen wiederholt. Die Abbildung 4.2.2.2. zeigt die Regulation des distalen PR-
Promotors in HeLa-Zellen. In dieser Zelllinie zeigt dEReinen nennenswerten Einflu@ auf die
Luciferase Aktivitat. ER kann die Promotoraktivitit reprimieren, wenn Ostrogen als Ligand

eingesetzt wird.

167 Oohne Ligand

1,4 M Ostrogen

12- 7 Tamoxifen
- ' E Raloxifene 2
H]
g, _
% 0,8 %
3 8 -
a /
2 0,6 %
: -
o 0,4 - %

0,2 %

0,0 /

' ohne Plasmid pcDNA ER Alpha ER Beta

Oohne Ligand 0,00 1,00 0,75 0,61
M Ostrogen 1,00 0,96 0,32
A Tamoxifen 0,95 1,31 1,14
E Raloxifene 0,88 1,11 1,14

Abbildung 4.2.2.2: Regulation des distalen PR-Promotors (PRin HeLa-Zellen.

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfiihrung durchgefihrt. Die Indikatoren auf den S&ulen zeigen die mittlere Standardabweichung
aus allen drei Experimenten. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz ohne

kotransfizierten ER gleich 1 gesetzt.

4.2.3 Regulation von RRJurch ERt und ER3

Die fur PRB-Luc beschriebenen Experimente wurden auf identische Weise mit dem Reporterplasmid
PRB-Luc wiederholt. Die Abbildung 4.2.3.1. zeigt die Regulation des proximalen PR-Promotors
(PRs) in Ishikawa-Zellen.
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[ Raloxifen 0,87 4,79 3,44 5,36

Abbildung 4.2.3.1: Regulation des proximalen PR-Promotors (P8 in Ishikawa-Zelllinien.

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von sechs unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfiihrung durchgefihrt. Die Indikatoren auf den S&ulen zeigen die mittlere Standardabweichung
aus allen sechs Experimenten. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne

Ligand) ohne kotransfizierten ER gleich 1 gesetzt.

Wie bei PRA-Luc lasst sich auch bei PRB-Luc eine ligandenabhéngige Modifikation der Reportergen-
Aktivitat erst nach Kotransfektion mit den Expressionsplasmiden nachweisen, obwohl bekannt ist, daf3
Ishikawa-Zellen Ostrogenrezeptoren exprimieren (Holinka et al., 1987)(Abbildung 4.1.1.1). Nach
Kotransfektion von ER koénnen sowohl Ostrogene als auch Antidstrogene die Aktivitat van PR
steigern. Dabei sind die Antiéstrogene geringfiigig aktiver als Ostrogen. Interessanterweise ist
Ostrogen nicht in der Lage, die Promotoraktivitat zu steigern, wefinsERt ERx kotransfiziert wird.

Die beiden Antistrogene konnen hingegen die Aktivitdit des PRB-Promotors auch uper ER
stimulieren.

Die Ostrogen-abhéngige Regulation von Promotoren die kein ERE-Element enthalten, ist als
Zelllinien-spezifisch beschrieben. So konnte z.B. gezeigt werden, daf Tamoxifen Promotoren mit AP-
1-Elementen in Ishikawa-Zellen aber nicht in anderen Zelllinien stimulieren kann (Paech2973).,

Daher wurden die Experimente in HelLa-Zellen wiederholt. Dabei wurde auf die Transfektion mit
ERB2 verzichtet, statt dessen wurde dBAP16 kotransfiziert. Es wurden identische Mengen an
Reporterplasmiden und Expressionsplasmiden wie bei Ishikawa-Zellen verwendet. Die Abbildung

4.2.3.2. zeigt die Regulation des proximalen PR-Promotorg) (RRIeLa-Zellen.
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Abbildung 4.2.3.2: Regulation des proximalen PR-Promotors (P§ in HeLa-Zellen

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfiihrung durchgefihrt. Die Indikatoren auf den S&ulen zeigen die mittlere Standardabweichung
aus allen drei Experimenten. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne

Ligand) ohne kotransfizierten ER gleich 1 gesetzt

Die ER-vermittelte Transaktivierung des PRB-Promotors in HelLa-Zellen zeigt deutliche Parallelen zur
Transaktivierung in Ishikawa-Zellen. Die Aktivitat von &Rst in dieser Zelllinie jedoch deutlich
hoher als die von BR In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in Ishikawa-Zellen kann Ostrogen
die Aktivitdit des PRB-Promotors nur tber &Rnicht aber tber ER steigern. Die Antiostrogene
kdnnen die Aktivitat von PRB-Luc Uber beide ERs stimulieren. Anders als bei Ishikawa-Zellen ist
Ostrogen dabei jedoch wirksamer als Tamoxifen und Raloxifen. Die VP-16-Variante wolkaBR

PR; kaum beeinflussen.

4.2.4 Bedeutung von AF1 und AF2 fir die Regulation von ERE2-TK-Luc

In weiteren Experimenten haben wir die Rolle der Aktivierungsfunktionen AF1 und AF2 bei der
Transaktivierung durch ERund ERB untersucht. Dazu wurden zunachst verschiedene Varianten des
ER auf Ihre Aktivitat auf einen Promotor mit ERE-Elementen untersucht (Abbildung 4.2.4.1). Dabei
wurden die bereits beschriebenen AF1- bzw. AF2-defizienten ER-Varianten verwendet (vergleiche

Abschnitt 4.1.6). Die Transfektion der Ishikawa-Zellen wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt.
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Abbildung 4.2.4.1: Regulation von ERE2-TK-Luc in Ishikawa-Zellen.

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfiihrung durchgefihrt. Die Indikatoren auf den S&ulen zeigen die mittlere Standardabweichung
aus allen drei Experimenten. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne

Ligand) ohne kotransfizierten ER gleich 1 gesetzt.

Wie beim PRB-Promotor, kénnen Ostrogen und Antidstrogene die Aktivitat des ERE2-TK-Promotors
nicht modifizieren, wenn kein ER-Expressionsplasmid kotransfiziert wurde. Wie bereits zuvor gezeigt,
wirkt Ostrogen tiber E®R und ERB als Agonist der Promotoraktivitit von Promotoren mit ERE-
Elementen (Fig 3A) (Hanstein et al., 1996). Anders als bei PRB-Luc zeigen beide Antitstrogene
keinen agonistischen Effekt tber die verschiedenen ERs. Raloxifen reduziert die Aktivitdt sogar unter
das Niveau des Ansatzes ohne Ligand.oaBERF1 hat eine geringere Aktivitat als der &RNVT-
Rezeptor, daher darf angenommen werden, daf? AF1 in dieser Zelllinie funktionell ist. Die Deletion
der AF2-Domane von ER filhrt zu einem vollstandigen Verlust der Ostrogen-vermittelten
Transaktivierung. ERAAF2 reduziert die Reportergen-Aktivitéat sogar unter das Niveau des Ansatzes
ohne Ligand. Die Transaktivierung durch [ERSt nahezu identisch mit der Transaktivierung durch
EROAAF1.

4.2.5 Bedeutung von AF1 und AF2 fir die Regulation vop PR

Es sollte gezeigt werden, ob die Regulation des PRB-Promotors durchUB& die gleichen

Transaktivierungsfunktionen erfolgt wie die Regulation von ERE2-TK-Luc.
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Wir haben daher die Experimente mit PRB-Luc an Stelle von ERE2-Tk-Luc in der gleichen Zelllinie
wiederholt (Ishikawa). Die Abbildung 4.2.5.1 zeigt die Transaktivierung des PRB-Promotors durch

ER-Varianten in Ishikawa-Zellen.
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Abbildung 4.2.5.1: Regulation von PRB-Luc durch ER-Varianten in Ishikawa-Zellen.

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfiihrung durchgefihrt. Die Indikatoren auf den S&ulen zeigen die mittlere Standardabweichung
aus allen drei Experimenten. Zur Vereinfachung der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne

Ligand) ohne kotransfizierten ER gleich 1 gesetzt.

Wie erwartet aktivieren die beiden WT-Ostrogenrezeptoren die Aktivitit von PRB-Luc wie zuvor
gezeigt (siehe oben). Anders als beim ERE2-TK Promotor fiihrt die Entfernung der AF1-Doméne von
ERa zu einem vollstandigen Verlust der Ostrogen-vermittelten Transaktivierung, wahrend die
Stimulation durch die Antiéstrogene leicht gesteigert ist. Zu unserer Uberraschung fiihrt die Deletion
der AF2-Domane von ER nicht zu einem Verlust der durch Ostrogen oder Antidstrogene
vermittelten Stimulation.

Anders als ber ER kann Ostrogen iber BRAF2 die Aktivitit des PRB-Promotors effektiv
stimulieren. AufRerdem ist die Aktivitat von BRAF2 mit allen drei Liganden deutlich hoher als die

von ERB. Die Regulation durch BRund ER32 sowie EBAAF2 und ERB2AAF2 sind nahezu
identisch.

Die Ostrogen-abhéngige Regulation von Promotoren, die kein ERE-Element enthalten, ist als
Zelllinien-spezifisch beschrieben. Um zu zeigen, dal3 die AF2-unabhdngige Regulation des PRB-

Promotors nicht auf einen bestimmten Zelltyp beschrankt ist, wurde das Experiment mit
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Karzinomzelllinien aus verschiedenen Geweben wiederholt. Dazu wurden die Karzinomzelllinien
HelLa (Zervix), Hey (Ovar) und BT20 (Brust), wie fir Ishikawa-Zellen beschrieben, transfiziert. Die

Abbildung 4.2.5.2 zeigt die Regulation des PRB-Promotors durch ER-Varianten in HelLa, Hey und
BT20-Zellen.
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Abbildung 4.2.5.2: Regulation von PRB-Luc durch ER-Varianten in HeLa (oben), Hey (Mitte)
und BT20-Zellen (unten).

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfuihrung durchgefiihrt. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung. Zur Vereinfachung

der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne Ligand) milNpcgleich 1 gestzt.

In allen drei Zelllinien ist die Stimulation durch BERE2 AF1-abhangig aber unabhéngig von AF2. Bei
BT20-Zellen fiihrt die Deletion der AF2 von ERsogar zu einer deutlichen Steigerung der Ostrogen-
vermittelte Stimulation von zweifach auf 18-fach.

Eine leichte Steigerung der Ostrogen-Antwort nach AF2 Deletion lasst sich auch bei Ishikawa und
Hey-Zellen, aber nicht bei HeLa-Zellen nachweisen. Wie bei Ishikawa-Zellen fiihrt die Deletion der
AF1 bei allen drei Zelllinien zu einer vollstandigen Eliminierung der Stimulation durch Ostrogen.
Ebenso kann Ostrogen den PRB-Promotor nicht iib@ &iulieren. Anders als bei Ishikawa-Zellen
haben ERAAF1 und ERB in diesen drei Zelllinien eine deutlich geringere Aktivitat alsaER
BT20-Zellen sind ER und ERBAAF2 fast vollstandig inaktiv (Vergleiche pcDNA).

4.2.6 Repression von BRiber AF2 in SK-BR-3-Zellen

Bei den Zelllinien Ishikawa (Endometrium), HelLa (Zervix), Hey (Ovar) und BT20 (Brust) kann
Ostrogen die Aktivitat des PRB-Promotors (iberoERimulieren. In der humanen Mammakarzinom-
Zelllinien SK-BR-3 lasst sich eine solche Stimulation jedoch nicht nachweisen. Statt dessen reprimiert
Ostrogen in dieser Zelllinie den PRB-Promotor (ibetERd ER. Die Abbildung 4.2.6.1. zeigt die

Repression des PRB-Promotors durch Ostrogenrezeptoren in SK-BR-3-Zellen.
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Abbildung 4.2.6.1: Ostrogen reprimiert die Aktivitit des PRB-Promotors (iber die AF2 von ER
und ER.

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfuhrung durchgefiihrt. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung. Zur Vereinfachung

der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne Ligand) milNpcgleich 1 gestzt.

In dieser Zelllinie reprimiert Ostrogen die Aktivitit des PRB-Promotors ber &R ca. 50% und

Uber ERB auf ca. 20 % der Basisaktivitat (Aktivitdt des ER ohne Ligandp /&2 und EBAAF2

zeigen diese Repression nicht. Statt dessen kdnnen diese beiden Varianten, wie auch bei allen anderen
Zellinien gezeigt, die Aktivitat des PRB-Promotors stimulieren, wenn Ostrogen als Ligand verwendet
wird (ERa ca. achtfach, ERca. zweifach). Wird ERAAF1 statt ERl kotransfiziert, so kommt es bei

den Ansitzen ohne Ligand und mit Ostrogen zu einer deutlichen Verringerung der Promotoraktivitét.
Wie bei allen anderen Zelllinien kann ERAF1 die Aktivitat des PRB-Promotors nicht stimulieren,

wenn Ostrogen als Ligand eingesetzt wird. Die Antiéstrogene kénnen die Aktivitat des Promotors (iber
alle Rezeptor-Varianten stimulieren. Die Deletion von AF1 oder AF2 beeinflu3t die Wirkung der

Antiostrogene nur geringfigig.

4.2.7 SRC-1 verstarkt die Repression in SK-BR-3-Zellen

Die bei SK-BR-3-Zellen beobachtete AF2-abhangige Repression des PRB-Promotors kdnnte unter
anderem auf eine Titration von Kofaktoren zurtickzufihren sein. Um zu untersuchen, ob dies auch

beim PRB-Promotor der Fall ist, wurden Kotransfektionen mit steigenden Mengen an SRC-1
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durchgefuhrt. Die Titration wurde mit EBRdurchgefiihrt, da ER anders als E®® SRC-1 nur tber

AF2 binden kann. Dabei wurden die gleichen Mengen an Reporterplasmid uhdr&iifiziert.
Zusatzlich wurden steigende Mengen an SRC-1 Expressionsplasmid transfiziert (pcDNA mit Maus
SRC-1 0-50 ng, Karte siehe Anhang). Die an 100 ng fehlende Memg&RC-1 wurde bei jedem
Ansatz mit dem Expressionsplasmid pcDNA aufgefillt. Insgesamt wurden 600 ng Plasmid (zuvor 500
ng) pro Well transfiziert. Darliber hinaus wurden die Transfektionsbedingungen nicht verandert. Die
Abbildung 4.2.7.1 zeigt die Kotransfektion von [ERnd SRC-1.

18,0 -
16,0 A
Oohne Ligand
14,0 A .
- M Ostrogen
H]
ES 12,0 ~ 7 Tamoxifen
< .
< 10,0 | Raloxifen
s
a 8,0 -
)
= 6,0
|
e 4,0 -
2,0 A
00 h it5 it 10 it 20 it 40
ohne mit 5ng mit 10ng mit 20ng mit 40ng
Plasmid | UM PCONA NUrERBeta | oo g SRC1 SRC1 SRC1
Oohne Ligand 0 1,00 3,62 2,06 1,64 1,17 0,74
M Ostrogen 0,94 0,59 0,35 0,30 0,30 0,32
7 Tamoxifen 0,99 10,80 9,86 10,19 10,28 10,35
E Raloxifen 0,95 12,86 11,70 13,91 13,24 13,39

Abbildung 4.2.7.1: Die Ostrogen-vermittelte Repression des PRB-Promotors kann in SK-BR-3-
Zellen nicht durch eine Kotransfektion mit SRC-1 aufgehoben werden

Die einzelnen Saulen sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in
dreifacher Ausfuhrung durchgefiihrt. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung. Zur Vereinfachung

der Darstellung wurde der nicht stimulierte Ansatz (ohne Ligand) milNpcgleich 1 gestzt.

Wie zuvor gezeigt, kann HRdie Aktivitat des PRB-Promotors unter das Niveau des Ansatzes ohne
Ligand reprimieren, wenn Ostrogen als Ligand eingesetzt wird, wahrend die Antidstrogene die
Aktivitat des PRB-Promotors stimulieren kénnen. Die Ostrogen-vermittelte Repression kann durch
eine Kotransfektion von steigende Mengen an SRC-1 nicht aufgehoben werden. Vielmehr wird diese
Repression bereits durch die Kotransfektion von 5 ng SRC-1-Expressionsplasmid verstarkt. Dieser
Effekt kann durch die Transfektion von groferen Mengen SRC-1 nicht signifikant gesteigert werden.
AulRerdem kommt es mit steigenden Mengen SRC-1 zu einer deutlichen Verringerung der
Promotoraktivitat in den Anséatzen ohne Ligand. Die Wirkung der Antidstrogenen aukiRRdurch

SRC-1 nicht beeinfluf3t.



5. Diskussion 79

5 Diskussion

5.1 Regulation von Promotoren mit AP-1 und ERE-Elementen

Die Ostrogenrezeptoren BRund ERB regulieren die Expression von Genen, die EREs (estrogen
responive elements) enthalten. Nach dem ,klassischen* Modell der Genregulation, bindet Ostrogen im
Zytoplasma an die Ostrogenrezeptoren. Nach Translokalisation in den Zellkern und Dimerisierung
binden die Ostrogenrezeptoren &Rnd ER an die ERE-Elemente in den Promotoren von Ostrogen-
regulierten Genen. Die Dimerisierung fuhrt zur Bindung von Koaktivatoren wie SRC-t303d die

zur Transaktivierung beitragen (1.4). Beide Ostrogenrezeptoren binden E2 mit der gleichen Affinitat
und zeigen &hnliche Effekte in der Regulation von Promotoren mit ERE-Elementen. Daher war
zunachst unklar, warum zwei verschiedene Ostrogenrezeptoren existieren. Mittlerweile konnten
jedoch eine Reihe von Promotoren identifiziert werden, die einer differentiellen Regulation derch ER
und ERB unterliegen. Es konnte gezeigt werden, daR die Ostrogenrezeptoren diese Promotoren (iber
alternative cis-Elemente, wie z.B. AP-1- und SP1-Elemente, regulieren (Paech et al., 18@7etSav

al., 2000; Webb et al., 1999). Obwahlvitro sowohl ERx als auch ER mit SP1 interagieren kdnnen,

kann nur ER ein Sp-1 abhéngiges Reportergen stimulieren. Ebenso kdnnen Promotoren mit AP-1-

Elementen durch Ostrogen nur tibercERimuliert werden.

AP-1-Elemente sind Bindungsstellen fir Dimere der Transkriptionfaktoren c-Fos und c-Jun, welche
durch Tyrosinkinasen aktiviert werden. Die Bedeutung der AP-1-Elemente fur die Ostrogen-
abhangige Genregulation ist noch immer unklar. Aufgrund einer Reihe von Indizien wird jedoch
angenommen, dal’ diese Art der Regulation &hnlich bedeutsam sein kénnte wie die Regulation tber
ERE-Elemente. So korreliert die proliferative Wirkung der Antitstrogene mit der Wirkung der ERs
auf den AP-1-Komplex. Zum Beispiel stimuliert Tamoxifen die Expression von AP-1-regulierten
Genen in Uterus-, aber nicht in Mammakarzinom-Zelllinien. Dementsprechend kann Tamoxifen die
Proliferation von Uterus-Zellen, aber nicht von Mammakarzinom-Zellen stimulieren (Webb et al.,
1995). Zudem kann Raloxifen in Uterus-Zellen weder die ExpressianAP-1-regulierten Genen

noch deren Proliferation stimulieren. Aufgrund dieser Parallelen wurde postuliert, dal3 Antibstrogene
ihre proliferativen Effekte - zumindest teilweise - (iber AP-1-Elemente austiben (Paech et al., 1997).
Dariiber hinaus kann Ostrogen AP-1-regulierte Gene in einigen Mammakarzinom-Zelllinien
stimulieren und in Anderen reprimieren. Die Genregulation Uber AP-1-Elemente bietet daher eine
Erklarung fur die Zelllinien-spezifische proliferative oder antiproliferative Wirkung des Ostrogens, die

mit einer Genregulation tiber ERE-Elemente nicht befriedigend erklart werden kann.

Wie Ostrogenrezeptoren Promotoren mit AP-1-Elementen regulieren ist bisher noch unklar. Die

Regulation Uber diese Elemente scheint durch die Modifikation von Protein-Protein Interaktionen zu
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erfolgen, ohne dall die ERs direkt an die Promotor-DNA binden (Jakacka e0@l1). Da
Steroidrezeptor-Koaktivatoren, wie z.B. SRC-1, in den AP-1-Komplex integriert sind, wurde
postuliert, daf} die ERs Uber diese Koaktivatoren an den AP-1-Komplex gebunden werden (Kamei et
al., 1996; Torchia et al., 1997).

Wir haben kirzlich eine Splice-Variante von [ERden sogenannten BR aus einer Ratten
cDNA-Bibliothek kloniert. Die Ligandenbindungsdomane (LBD) dieser Variante enthalt ein
zusatzliches Mini-Exon von 54 bp oder 18 Aminosauren Lange (Hanstein £030). Bei Nagern
wird ERB2 in vielen Zelltypen hoher exprimiert als ERChu und Fuller, 1997; Petersen et al., 1998).
So wird ERB2 im Gehirn bis zu achtfach hoher exprimiert. Daher wird angenommen, (3R diife

spezifische physiologische Funktion hat.

ERB2 bindet Ostradiol mit einer etwa 100-fach niedrigeren Affinitat alf.BBeide ERB-Varianten
kénnen ein ERE-reguliertes Reportergen stimulieren. In pull-down-Assays konnte eine Ostrogen-
induzierte Interaktion von SRC-1 mit der LBD von [ERber nicht von ER2 nachgewiesen werden
(Hanstein et al., 1999). Aufgrund der postulierten Bedeutung der SRC-1-Bindung fir die Regulation
Uber AP-1-Elemente, ist es denkbar, dal} die beidgsr\EdRianten Promotoren mit AP-1-Elementen
unterschiedlich regulieren. Ziel dieser Studie war der Vergleich der Transaktivierung eines AP-1-
regulierten Gens durch ER E und ERB2. AulRerdem sollte die Bedeutung der Kofaktoren bei der

Genregulation tiber AP-1-Elemente untersucht werden.

5.1.1 Regulation von ERE2-TK-Luc und pAP-1-Luc

Zunachst wurde die Genregulation Gber ERE-Elemente in der humanen Mammakarzinom-Zelllinie
SK-BR-3 untersucht. Diese Zelllinie wurde ausgewdhlt, da sie als ER-negativ beschrieben ist. Wir
konnten jedoch eine ERExpression an der Nachweisgrenze zeigen (Abbildung 4.1.1.1). Der
endogene ER scheint jedoch das ER-Reporterplasmid nicht zu stimulieren. Mdglicherweise ist die ER-
Expression zu niedrig, um das Reporterplasmid zu aktivieren. Ebenso ist es denkbar, dal3 in dieser
Zelllinie eine der vielen bekannten, nicht funktionellen Splice-Varianten vom &®rimiert wird.

Fur unsere Experimente ist vorrangig von Bedeutung, daf} der endogene ER keinen Einflul auf ERE2-
TK-Luc hat (Abbildung 4.1.2.2.).

Wie in den meisten anderen Zelllinien, kann oHR2 den ERE-Promotor in SK-BR-3-Zellen
effektiver stimulieren als ERE2. Es wird angenommen, dafl3 dERktiver ist, da dieser - anders als
ERB - eine starke AF1-Aktivitat besitzt (Cowley und Parker, 1999)BZR2 kann ERE2-TK-Luc
weniger effektiv stimulieren als HR Dies ist vermutlich auf die schlechtere Koaktivator-Bindung

durch ERB2 zurtickzufihren. Eine vergleichbare Regulation von ERE2-TK-Luc durch ER3 und
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ERB2 wurde fir U2-OS-Zellen gezeigt (Hanstein et al.,, 1999). Daher wurde hier auf eine
Wiederholung des Experiments in dieser Zelllinie verzichtet.

Die Regulation von pAP-1-Luc in SK-BR-3-Zellen zeigt deutliche Unterschiede zur Regulation von
ERE2-TK-Luc in der gleichen Zelllinie. Bei pAP-1-Luc kdnnen die ERs die Aktivitdit des AP1-
Reporters Ligand-unabhdngig stark steigern (Abbildung 4.1.3.1). Eine solche Ligand-unabhéngige
Stimulation ist bereits zuvor beschrieben worden und ist auch bei anderen Steroidrezeptoren weit
verbreitet (Weigel und Zhang, 1998). Zum Beispiel kann EGF die Basisaktivitdt (Akmhti
Ligand) von ER steigern, indem es die Phosphorylierung des N-Terminus (Serin 118) férdert (Kato
et al., 1995). Die Hdhung der ER-Basisaktivitat durch Insulin ist hingegen nur von der
Phosphorylierung der C-terminalen AF2-abhdngig (Patrone et al., 1996). Daher wird angenommen,
dalR es verschiedene Wege der Ligand-unabhangigen Aktivierung wvengilBR Zur Zeit ist noch

unklar wie die Ostrogenrezeptoren die Promotoraktivitit Ligand-unabhéngig regulieren koénnen.
Moglicherweise kann der Ostrogenrezetptor, nach Phosphorylierung, Kofaktoren Ligand-unabhangig

binden. Entsprechende Kofaktoren sind aber noch nicht identifiziert worden.

Im Gegensatz zu dem Reporterplasmid ERE2-TK-Luc wird das Reporterplasmid pAP-1-Luc in SK-
BR-3-Zellen nur durch ER Ostrogen-abhingig stimuliert. Durch &Rnd insbesondere BRwird

die Promotoraktivitat reduziert. Andere Autoren konnten, in Abhé&ngigkeit von der untersuchten
Zelllinie, Repression oder Stimulation des AP-1-Promotors durch B&bbachten (Webb et al.,
1995). Hingegen kann HIE2 den AP-1-Komplex grundsatzlich nicht stimulieren. Die folgenden
Abschnitte werden mdgliche Griinde aufzeigen, waruna/ER den AP-1-Promotor in den von uns

untersuchten Zelllinien (und anderen) nicht stimulieren kann.

Antidstrogene, wie Raloxifen und Tamoxifen wirken gewebespezifisch (Jordan, 1998). Zum Beispiel
wirkt Raloxifen in der Brust antiproliferativ, aber im Knochen proliferativ. Einige Autoren vertreten
die Auffassung, dalR diese gewebespezifischen Effekte Uber AP-1-Elemente vermittelt werden (Paech
et al.,, 1997). In unseren Experimentkiinnen die Antidstrogene die Promotoraktivitdt in der
Mammakarzinom-Zellinie SK-BR-3 Uber keinen der drei Rezeptoren stimulieren. In der
Osteosarkom-Zelllinie U2-OS konnen die beiden SERMs den AP-1-Promotor (uikr s&Rk
stimulieren. Unser vereinfachtes Modell zeigt damit (fir PERdie gleiche Zelltyp- bzw.
Gewebesperzifitat, die fur die Antiéstrogene aurthvivo beschrieben sind. Die folgenden Abschnitte
werden zeigen, daRR die Rezeptor- und Zelllinien-spezifische Wirkung der Antidstrogene durch die

differentielle Expression von Kofaktoren erklart werden kann.
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5.1.2 Transaktivierung durch VP-16-Varianten

Die Repression durch 3?2 kann theoretisch auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen:

Zum einen ist es denkbar, daR die Ostrogenrezeptoren iiber SRC-1 an den AP-1-Komplex binden und
dessen Aktivitat reprimieren. Dabei ist allerdings unklar, wie die ERs die Aktivitdit des AP-1-
Komplexes modifizieren.

Zum anderen ist es denkbar, dal3 die ERs nicht an den AP-1-Komplex gebunden werden. In diesem
Fall miRten die ERs die Aktivitat des AP-1-Komplexes reduzieren, z.B. indem sie dem AP-1-
Komplex Koaktivatoren entziehen. Es sollte gezeigt werden, ob die ERs in den AP-1-Komplex
integriert werden. Dazu wurden Ostrogenrezeptoren mit einer zusatzlichen Transaktivierungsfunktion
konstruiert (Abbildung 4.1.5.1). Die zusatzliche virale Transaktivierungsfunktion (VP-16) kann die
Transkriptionsrate erheblich steigern, wenn diese direkt mit dem Transkriptionskomplex am Promotor
interagieren kann. Die VP-16-Transaktivierungsfunktion kann daher als Indikator fiir die Promotor-
Bindung verwendet werden. Falls die Ostrogenrezeptoren direkt an den Promotor binden, sollten die

VP-16-ERs deutlich starkere Transkriptionsfaktoren sein als die WT-ERs.

Um die Funktionalitdt der VP-16-Varianten zu Ulberprifen, wurden diese zunachst beziiglich der
Regulation von ERE2-TK-Luc untersucht (Abbildung 4.1.5.2 oben, vergleiche Abbildung 4.1.2.2). Da
Promotoren mit ERE-Elementen direkt durch die ERs gebunden werden, ist zu erwarten, dafd die VP-
16-Varianten diesen Promotor sehr effektiv stimulieren. Tatsachlich kdnnen die VP-16 ERs den ERE-
Reporter viel effektiver stimulieren als die korrespondierenden WT-Rezeptoren. Das VP-16-Protein
allein kann den Promotor nicht stimulieren. Daher ist anzunehmen, dalR das VP-16-Protein Uber die
DNA-Bindungs-Doméne der ERs in den Transkriptionskomplex integriert wird.

Antidstrogene wie Tamoxifen und Raloxifen kénnen die DNA-Bindung durclu ERd ER3
stimulieren, blockieren aber deren Aktivierungsfunktionen (Brzozowski et al., 1997). Kéimen
Tamoxifen und Raloxifen den ERE-Promotor nicht Uber die WT-Rezeptoren stimulieren. Die VP-16
Transaktivierungsfunktion ist allerdings Ligand-unabhéngig. Daher kdnnen die VP-16 ERs, anders als
die WT-ERs, den ERE-Promotor auch mit Antidstrogenen stimulieren, da diese die Bindung der ERs
an das ERE-Element induzieren kénnen.

Der AP-1-Promotor wird durch die VP-16-Ostrogenrezeptoren nicht effektiver stimuliert als durch die
WT-Rezeptoren. Vielmehr sind die VP-16 ERs deutlich ineffektiver (Abbildung 4.1.5.2 unten).
Vermutlich entzieht die VP-16-Domane dem AP-1-Komplex Transkriptionsfaktoren und reduziert
damit dessen Promotoraktivitat. Tatséachlich kann auch das separat exprimierte VP-16-Protein die
Promotoraktivitat leicht reprimieren.

Unsere Daten lassen daher darauf schlieRen, dal3 die ERs (in SK-BR-3-Zellen) nicht direkt an den AP-
1-Komplex binden. Mdglicherweise regeln die ERs die Aktivitat des AP-1-Komplexes, indem sie

diesem Koaktivatoren oder Korepressoren entziehen.
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Warum ERx in SK-BR-3-Zellen nicht an den AP-1-Komplex binden kann, ist noch unklar.
Vermutlich bindet ER in manchen Zelllinien den AP-1-Komplex Uber Transkriptionsfaktoren, die in
SK-BR-3-Zellen nicht (oder zu niedrig) exprimiert werden. Moglicherweise ist die Bindung des AP-1-
Komplexes durch ER eine notwendige Voraussetzung fir eine Stimulation durch die ERs, da nur auf

diese Weise die Aktivierungsfunktionen vondeR den AP-1-Komplex integriert werden kénnen.

5.1.3 Bedeutung der ER-Aktivierungsfunktionen fir die Regulation von pAP-1-Luc

Die Bedeutung der Transaktivierungsfunktionen bei der Regulation von pAP-1-Luc sollte aufgeklart
werden. Dazu wurde die Regulation von pAP-1-Luc durch ER-Varianten mit Deletionen der
Aktivierungsfunktionen AF1 (ER) und AF2 (ERr, ERB und ERB2) in SK-BR-3-Zellen untersucht.

Mit Ostrogen kann eine ERVariante ohne AF1 (E®RAAF1) den AP1-Promotor ebenso effektiv
reprimieren wie ER. Die ERx-Variante ohne AF2 (E®RAAF2) kann den AP-1-Promotor hingegen
nicht reprimieren. Diese Daten zeigen, dal die Ostrogen-abhangige Repression der Promotoraktivitét
durch AF2 vermittelt wird. Bei Zelllinien in denen der AP-1-Komplex durchoEf@imuliert wird

erfolgt die Stimulation ebenfalls tber AF2 (Webb et al., 1995). Die RegubatiorPromotoren mit
AP-1-Elemente durch ERscheint also in jedem Fall AF2-abhéangig zu sein, unabhangig abdeR
Promotor reprimiert oder stimuliert. Moglicherweise reprimieroEfen AP-1-Promotor in SK-BR-3-
Zellen, indem er diesem Koaktivatoren entzieht. Dafiir spricht vor allem, dalfi&RAP-1-Promotor

in dieser Zelllinie vermutlich nicht direkt binden kann (s.o.).

Die Repression der Promotoraktivitat durch Antidstrogene ist von AF1 und AF2-abhangig. Durch die
Deletion von AF1 kommt es zu einer Aufhebung der Repression durch Raloxifen, die Deletion von
AF2 fuhrt zur Aufhebung der Repression durch beide Antidstrogene. Vergleichbare Experimente sind
bereits zuvor durchgefiihrt worden (Webb et al., 1995). Dabei zeigte sich (wie bei unseren
Experimenten), dalR ERden AP-1-Komplex in den meisten Zelllinien nur dann mit Antiostrogenen
stimulieren kann, wenn die AF1 von ERdeletiert wird. Es wurde vorgeschlagen, dal3 die
Antibstrogen-vermittelte Stimulation durch ERdurch die Titration von Korepressoren erfolgt.
Tatsachlich scheint ERnach Antidstrogen-Bindung vorrangig Korepressoren zu binden. So induziert
Tamoxifen die Bindung der Korepressoren SMRT und NcoR (Lavinsky et al., 1998), aber inhibiert die
Bindung vonpl60-Koaktivatoren (Halachmi et al., 1994). Fiur die Binduog Korepressoren ist
dabei, anders als fur die Bindung von Koaktivatoren, AF2 nicht erforderlich. Dementsprechend ist die
Stimulation durch Antidstrogen AF2 unabhangig (Abbildung 4.1.6.1). Wie AF1 und AF2 die
Stimulation durch Antiostrogene blockieren ist zur Zeit noch unklar. Mdglicherweise werden tber die
beiden Aktivierungsfunktionen Kofaktoren gebunden, welche die Bindung der Korepressoren

inhibieren.
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Die Deletion der AF2-Doméne von BRuind ERB2 zeigt hingegen keinen klaren Effekt. Lediglich die
Basisaktivitat ist bei beiden Varianten deutlich reduziert. Die folgenden Experimente mit SRC-1
deuten aber darauf hin, daR die Ostrogen-vermittelte Repression duBch ZRindest zum Teil -
durch AF2 vermittelt wird.

5.1.4 Bedeutung von SRC-1 fir die Regulation von pAP-1-Luc

Wir wollten im Folgenden untersuchen, warum Ostrogen die Aktivitat des AP-1 Reporters in SK-BR-
3-Zellen Uber ER reprimiert, aber tber R stimuliert. ER und ERB2 unterscheiden sich in ihrer
Affinitdt zu pl160-Koaktivatoren wie z.B. SRC-1 (Hanstein et al., 1999). Die Bindongp160-
Koaktivatoren ist essentiell fur die Transaktivierung von Promotoren, die ERE-Elemente enthalten
(Halachmi et al., 1994). AuRerdem ist SRC-1 ein Bestandteil des AP-1-Komplexes. Es wurde daher
postuliert, dal? die p160-Koaktivatoren auch bei der RegulationPromotoren mit AP-1-Elementen

eine wichtige Rolle spielen (Webb et al., 1999). Mdglicherwleeurrieren ER und ERB mit dem
AP-1-Komplex um eine begrenzte Menge an SRC-1 und reduzieren damit dessen Aktivitat. Falls dies
der Fall ist, sollte sich die Repression durch eine Uberexpression von SRC-1 aufheben lassen. Wir
wollten daher prifen, ob die Aktivitat der verschiedenen ERs durch Kotransfektion mit SRC-1
modifiziert wird. Dazu wurden die Experimente in SK-BR-3-Zellen wiederholt, wobei zusétzlich

zwischen 0 und 80 ng SRC-1-Expressionsplasmid kotransfiziert wurden (Abbildung 4.1.7.1).

Durch die Kotransfektion mit SRC-1 kann die Stimulation durch3ZER2 unterdriickt werden.
AulRerdem kann SRC-1 die Repression durcfB/ER verstarken. Damit ist auszuschliel3en, dal3 die
Repression der AP-1-Aktivitat, in SK-BR-3-Zellen, durch eine Titration von SRC-1 verursacht wird.
Vielmehr wirkt SRC-1 dber die HRVarianten als Korepressor der Promotoraktivitdt. Vermutlich
kann ERB2 die Aktivitdt von pAP-1-Luc nicht reprimieren, da dessen Affinitdt zu SRC-1 zu niedrig
ist. Allerdings kann SRC-1 auch die Aktivitdt von [ER beeinflussen. Daher muf3 angenommen
werden, das ER2 eine geringe Affinitat zu SRC-1 hat. Tatsachlich kann durch eine Uberexpression
von SRC-1 die Transaktivierung von ERE2-TK-Luc durchBERverbessert werden (Hanstein,
personliche Mitteilung). Vermutlich fihren die zusétzlichen 18 Aminosduren in der LBD @2 AR
Veranderungen in der Rezeptorstruktur, welche die Bindung von SRC-1 erschweren. W#2m ER
den AP-1-Promotor stimulieren kann ist aber noch unklar. Mdglicherweise bindé? Bratt

Koaktivatoren vorzugsweise Korepressoren.

Die Regulation des AP-1-Promotors durch cERvird durch SRC-1 hingegen nicht beeinfluf3t
(Abbildung 4.1.7.1 unten). SRC-1 muf3 daher, bezlglich der Regulation des AP-1-Komplexes,

(zumindest in dieser Zelllinie), als Rezeptor-spezifischer Korepressor v@naB&esehen werden.
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Dieser Befund ist tiberraschend, da SRC-1 bei der Regulation Giber ERE-Elemente sowohl Koaktivator

von ERx als auch von ERist.

5.1.5 Bedeutung von CBP fiir die Regulation von pAP-1-Luc

Die Regulation des AP-1-Promotors durch Antiostrogene wird bei keinem der drei ERs durch SRC-1
verandert (Abbildung 4.1.7.1). Dieser Befund war zu erwarten, da Antidstrogene die Bindung von
SRC-1 (und anderen pl160 Koaktivatoren) blockieren (Halachmi et al., 1994). Die Repression durch
Antiostrogene muf3 daher tber andere Koaktivatoren vermittelt werden. Potentielle Kandidaten fur
diese Art der Regulation sind die p300-Koaktivatoren, zu denen die Proteine p300 und CBP gehdren
(1.4.2). CBP ist Bestandteil des AP-1-Komplexes und wird durch Steroidrezeptoren tber AF1 und
AF2 gebunden (Hanstein et al., 1996). AuRerdem bindet CBP ER-Koaktivatoren wie z.B. SRC-1. Es
wurde vorgeschlagen, daR die Ostrogenrezeptoren tiber CBP-SRC-1 in den AP-1-Komplex integriert
werden (Webb et al., 1999). Wir haben daher die Wirlkeowg CBP auf die Regulation des pAP-1-
Luc-Promotors durch die Ostrogenrezeptoren untersucht. Dazu wurden die Experimente in SK-BR-3-

Zellen wiederholt, wobei steigende Mengen an CBP-Expressionsplasmid kotransfiziert wurden (0-200

ng).

Anders als SRC-1 kann CBP die Transaktivierung durci32HR2 nicht reprimieren (Abbildung
4.1.8.1, oben ). Statt dessen wird durch die Kotransfektion von CBP die Aktivitat ##hJerstarkt.

Dabei kommt es aber lediglich zu einer quantitativen Veranderung q¢2-#Bftkung auf den AP-1-
Promotor. Qualitativ wird die Regulation nicht modifiziert.

Die Kotransfektion von CBP mit HRflhrt zur Aufhebung der Repression durch Tamoxifen und
Raloxifen (Abbildung 4.1.8.1, Mitte). Bei der héchsten CBP-Konzentration ist sogar eine schwache
Stimulation feststellbar. Vermutlich wird die Antidstrogen-vermittelte Repression durfhirEBK-
BR-3-Zellen durch eine Titration vgg800-Koaktivatoren wie z.B. CBP vermittelt.

Dieses Experiment demonstriert, daf3 die Zelllinien-spezifische Wirkung der Antidstrogene ein
Resultat der differentiellen Expression von Kofaktoren (wie z.B. CBP) sein kann. Mdglicherweise
werden Koaktivatoren wie CBP in U2-OS-Zellen héher exprimiert als in SK-BR-3-Zellen, so &l ER
mit TAM oder RLX den AP-1-Promotor in SK-BR-3-Zellen reprimiert und in U2-OS-Zellen

stimuliert.

Auf ERa zeigt CBP keinen signifikanten Effekt (Abbildung 4.1.8.1, unten). Selbst bei 200 ng CBP
kommt es nicht zu einer Aufhebung der Antidstrogen-vermittelten Repression. Ebenso kaderER
AP-1-Promotor nicht in U2-OS-Zellen stimulieren. Andere Autoren haben die Regulation eines AP-1-
regulierten Promotors in weiteren Zelllinien untersucht. Entsprechend unseren Ergebnissen konnten

dabei die Antidstrogene den AP-1-Promotor nur Uber3 ERimulieren. Die Autoren konnten
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nachweisen, daf3 die AF1-Doméne vonoERRegionen A und B) eine Antitstrogen-vermittelte
Stimulation verhindert. Nach Entfernung der AF1-Doméne reguliett & AP-1-Promotor genauso
wie ERB. Es ist daher nicht Gberraschend, dafd der AP-1-Promotor auch in unseren Experimenten nicht

durch den WT-ER stimuliert werden kann.

5.1.6 ERB2 kommt beim Menschen nicht vor

Obwohl ER32 bei Nagern hoch exprimiert wird (Chu und Fuller, 1997; Lu et al., 1998; Maruyama et
al., 1998; Petersen et al., 1998)nnten wir EB2 in humanen Tumoren nicht nachweisen (Abbildung
4.1.9.1). Dieser Befund wurde bereits mehrfach von anderen Autoren bestatigt (LA29&!Moore

et al.,, 1998). Bei Durchfihrung der RT-PCR zur ldentifikatimn ER32 war die genomische
Sequenz von ERnoch nicht bekannt. Mittlerweile ist diese jedoch verdéffentlicht worden. Daher kann
das zusatzliche HR-Exon (54 bp) durch Sequenzvergleich mit dem Intron zwischen Exon 5 und 6
von ERB gesucht werden. Das 7546 bp grof3e Intron enthalt eine 47 bp lange Sequenz, die Homologie
zu ERB2 aufweist.

3" Splice Site ERpB2-Exon Ratte 5" Slice Site
Intron Intron
AGGTCCTCAGAAGACCCTCACTGGCACGTTGCGCAGATGAAGAGTGCTGCCCQYAGGT
RNV LEE L LEEEE e el
CTGACC....CACTTTAGATCATCAGAAGACCCTGT-------------- GTTACACAGATGAAGAGTGATGCCCCAGGTATCAGTC
\ Chromosom 14 Sequenz

Verzwegungsstelle

Abbildung 5.1.6.1: Putatives ERB2-Exon in der genomischen Sequenz von R

Die Splice-Konsensus-Sequenzen, sowie die Verzweigungsstelle sind durch Fettdruck hervorgehoben. Striche
bedeuten Licken in der Sequenz, Punkte stehen fiir eine nicht ndher definierte Sequenz. Die senkrechten Linien
kennzeichnen die Splice-Stellen (NCBI-Sequenz: AL161756).

Diese Sequenz ist von Splice-Konsensussequenzen eingerahmt. Aul3erdem findet sich im Intron ca.
500 bp vor dieser Sequenz eine Jadinservierte Verzweigungsstelle. Da das putative Exon 47 bp
grof3 ist, wirde es durch die Integration dieses Exons zu einer Verschiebung des Leserasters kommen.
Der resultierende Ostrogenrezeptor hatte daher keine Ligandenbindungsdoméne. Daher ist
auszuschliel3en, dalR in humanen Zellen eine funktionel2ERriante exprimiert wird. Es ist noch

unklar, warum ERZ2 bei Nagern hoch exprimiert wird. Da ERbei Ratten in vielen Geweben hdher
exprimiert wird als ER, wurde fiir diese Varianten eine physiologische Funktion postuliert. Unsere
Experimente lassen zudem auf eine differentielle Genregulation dur@2 BERer AP-1-Element

schlief3en. Es ist daher Uberraschend, dgB2ERhumanem Gewebe nicht exprimiert wird.
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Spezies-spezifisches alternatives Splicen von Steroidrezeptoren ist allerdings schon zuvor
dokumentiert werden. So wird z.B. der vermutlich funktionell bedeutsame Glukokortikoid-Rezeptor-
nur beim Menschen, aber nicht bei Nagern exprimiert (Oakley et al., 1996; Otto et al., 1997).
Moglicherweise hat ER2 bei Nagern eine Spezies-spezifische Funktion oder die Funktion g ER
wird beim Menschen durch andere Rezeptor-Varianten vermittelt.

5.1.7 Modell der Ostrogen-vermittelten Regulation von AP-1-Elementen

Die gewonnenen Erkenntnisse (iber die Regulation von AP-1-Promotoren durch Ostrogen kénnen zu

einem hypothetischen Modell zusammengefaldt werden (Abbildung 5.1.7.1).

Repression Stimulation Stimulation

o &8¢

Ve ]

300 00>
o) Co) =

AP1/Promoter AP1/Promoter AP1/Promoter

N T/
Cp300
ae

AP1/Promoter

___)

Abbildung 5.1.7.1: Modell der Regulation eines Promotors mit AP-1-Elementen durch ER
ERB und ERpB2.

Abkirzungen: KoRe = Korepressor; KoAct = Koaktivatore; ? = Integrator(en) von ER

Das Jun/Fos-Heterodimer stimuliert die Transkription durch Rekrutierung vonp8&BPAund den

damit assoziierten Proteinen, zu denen sowohl Korepressoren als auch Koaktivatoren gehdren
(Goldman et al.,, 1997)(Abbildung 5.1.7.1, unten). Unsere Experimente mit den VP-16-Varianten

deuten darauf hin, dal3 der AP-1-Komplex (im Gegensatz zum ERE) in SK-BR-3-Zellen durch keinen

der drei ERs gebunden wird (4.1.5)(Abbildung 5.1.7.1, links). Die Regulation muf3 daher auf
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indirektem Wege erfolgen. Vermutlich erfolgt die Regulation durch die Bindung von Kofaktoren,
welche dem AP-1-Komplex entzogen werden. Demnach kénnen sowahdERwuch ER den AP-1-
Promotor reprimieren, indem sie dem AP-1-Komplex Koaktivatoren entziehen. Sowohl dbeal&R
auch bei ER werden diese Koaktivatoren tber die AF2-gebunden (4.1.6). B&j &ber nicht ER,

wird die Repression durch SRC-1 gefordert (4.1.7)BZRKann den AP-1-Promotor vermutlich
aufgrund seiner reduzierten Affinitdt zu SRC-1 nicht reprimieren.

Wie ERB32 die Promotoraktivitat von pAP-1-Luc stimuliert, ist noch zu klaren. Vermutlich bindet
ERB2/E2 statt pl60-Koaktivatoren vorrangig Korepressoren. Diese dirften dem AP-1-Komplex
entzogen werden, wodurch die Promotoraktivitdt erhoht wird. Die ar32ERebundenen
Korepressoren konnen wahrscheinlich durch SRC-1 titriert werden, was zu einer Aufhebun@-der ER
Stimulation bei hohen SRC-1-Konzentrationen fihrt. Mit diesem Modell kann auch erklart werden,
warum ERB2/E2 den AP-1-Promotor nur in SK-BR-3, aber nicht in U2-OS-Zellen stimulieren kann.
Moglicherweise ist in U2-OS-Zellen die Expression voi60- Koaktivatorenhoher und/oder die

Expression von Korepressoren niedriger.

Von anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrte Experimente mit VP-16-Varianten, lassen darauf
schlieBen, dald ERin manchen Zelllinien direkt an den AP-1-Komplex binden kann (Webb et al.,
1995). Es wurde postuliert, dal3 &Rn diesem Fall die Aktivitdt des AP-1-Promotors stimuliert,
indem er seine Aktivierungsfunktionen in den AP-1-Komplex integriert (Abbildung 5.1.7.1, rechts).
Die Autoren sind der Auffassung, dal} &Rseine Aktivierungsfunktionen Uber die an CBP
gebundenen p160-Koaktivatoren in den AP-1-Komplex integriert. Daflr spricht vor allem, daf3 sowohl
die p160-Bindung als auch die Stimulation des AP-1-Prometmrsder AF2-Doméne abhangig sind.
Zudem wird die Stimulation in diesen Zellen durch pl60-Koaktivatoren gefordert. Auf3erdem
bewirken AntiGstrogene, welche die p160-Bindung verhindern, keine Bindam@Rx an den AP-1-
Komplex (Webb et al., 1995).

Allerdings kdnnen sowohl ERals auch ER p160-Koaktivatoren binden. Daher kann dieses Modell
nicht erklaren, warum HRE2 den AP-1-Promotor grundsatzlich nicht Ostrogen-abhéangig stimulieren
kann. Unsere Experimente deuten darauf hin, da? SRC-1 alleine nicht ausreichtx umdER AP-1-
Komplex zu integrieren. So fuhrt eine Uberexpression von SRC-1 nicht zu einer Ostrogen-abhéangigen
Stimulation durch ER. Ebenso fiihrt die Kotransfektion von Fos/Jun bzw. CBP nicht zu einer
Ostrogen-induzierten Stimulation durch &R Daher muR angenommen werden, daB fur die
Integration von ER in den AP-1-Komplex mindestens ein weiterer noch unbekannter ,Kointegrator*
erforderlich ist. Vermutlich wird dieser, bei Zelllinien in denencERpressiv wirkt, nicht (oder in
unzureichender Menge) exprimiert, so daRaERicht an den AP-1-Komplex binden kann. Die
gewebespezifische Expression dieses Kointegrators kann moglicherweise erklaren, warum Ostrogen

die Expression einzelner Gene gewebespezifisch reprimieren oder stimulieren kann. Falls dieser
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Kointegrator ER-spezifisch ist, kann dies erklaren, warumpE&en AP-1-Promotor grundsatzlich
nicht stimulieren kann. Die Identifikation von Faktoren, die eine Integration van igRlen AP-1-

Komplex vermitteln, durfte fir das Verstandnis der Genregulation Giber AP-1-Elemente essentiell sein.

5.1.8 Modell der Antistrogen-vermittelten Regulation von AP-1-Elementen

Die Ostrogen-abhangige Stimulation durch AF2 erfolgt bei ERE-Promotoren durch die Rekrutierung
von p160-Koaktivatoren (Halachmi et al., 1994). Diese werden durchhgdrephobe Spalte, die aus

den Helices 3,4,5 und 12 gebildet wird, an die LBD gebunden (Shiau et al., 1998).

Die Bindung von Tamoxifen an die LBD fiihrt zu einer Rotation von Helix 12, welche die Bindung
von pl60-Koaktivatoren verhindert (Brzozowski et al., 1997). In dieser Konformation kaan ER
allerdings Korepressoren wie SMRT und NCoR binden (Lavinsky et al., 1998). Daher wirken
Antiostrogene uber AF2 reprimierend auf die Aktivitat von ERE-Promotoren. Die AF1 vani€ER
allerdings Ligand-unabhéngig und kann die Transkription daher auch nach SERM-Bindung
stimulieren. Der Umfang der Stimulation variiert dabei jedoch in Abhangigkeit vom untersuchten
Promotor und der verwendeten Zelllinie. Wahrend Minimalpromotoren nicht durciSERMs
stimuliert werden, zeigen komplexe Promotoren oft eine starke Antidstrogen-vermittelte Stimulation
(Watanabe et al.,, 1997). Da BRkeine funktionelle AF1 hat (Delaunay et al., 2000), kann
ERB/SERMs Promotoren mit ERE-Elementen grundsatzlich nicht stimulieren (Watanabe et al., 1997).
Es ist daher Uberraschend, dall Tamoxifen Promotoren mit AP-1-Elementen in U2-OS-Zellen nur Uber
ERB stimulieren kann (4.1.4). Andere Arbeitsgrupfennten eine ER spezifische Stimulation durch
Antiostrogen bei weiteren Zelllinien nachweisen (Paech et1897; Webb et al., 1999). Es ist
denkbar, dal3 die Stimulation des AP-1-Komplexes uber die MAP-Kinase Signaltransduktionskasade
erfolgt. In den von Webb et al. untersuchten Zellinien konnten aber weder Antidstrogene noch
Ostrogene die MAP- oder JNK-Kinasen (iber cERder ERB stimulieren. Es wurde daher
vorgeschlagen, daf3 BRden Promotor stimuliert, indem er diesem Korepressoren wie SMRT und
NCoR entzieht (Webb et al., 1999). Dieses Modell setzt voraus, daRR die Ostrogenrezeptoren nach
Tamoxifen-Bindung nicht direkt an den AP-1-Komplex binden kdnnen. Unsere Experimente mit den
VP-16-Varianten, sowie die von Webb et al. durchgefihrten Experimente mit VP-16-Varianten,
bestatigen diese Annahme.

In unseren Experimenten kann ERen AP-1-Promotor mit Antiostrogenen allerdings nur in U2-OS-
Zellen stimulieren. In SK-BR-3-Zellen wirkt HR mit Antiéstrogenen reprimierend auf die
Promotoraktivitat. Die Regulation des AP-1-Promotors kann daher nicht allein durch eine Titration
von Korepressoren erklart werden. Vermutlich konkurrierfER SK-BR-3-Zellen mit dem AP-1-
Komplex um eine begrenzte Menge an Koaktivatoren. Falls dies der Fall ist, sollte sich die Repression

durch die Kotransfektion dieser Kofaktoren aufheben lassen. Da Antidstrogene die Bindpig®on
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Koaktivatoren inhibieren (s.o0.), kann die Repression erwartungsgemaf nicht durch Kotransfektion von
SRC-1 aufgehoben werden (4.1.7).

CBP ist ein essentieller Bestandteil des AP-1-Komplexes und wird durch Ostrogenrezeptoren
gebunden (Hanstein et al.,, 1996). Die Kotransfektimm CBP-Expressionsplasmid fiihrt zur
Aufhebung der Repression durch [#Rntiostrogene (4.1.8). Daher ist anzunehmen, daf BRSK-
BR-3-Zellen mit dem AP-1-Komplex um eine begrenzte Menge an p300 Koaktiv&atoiamriert.

Bei hohen CBP-Konzentrationen kann fERlen AP-1-Promotor in SK-BR-3-Zellen stimulieren.
Daher darf angenommen werden, dal3BR dieser Zelllinie auch Korepressoren bindet. Vermutlich
wird die zellspezifische Regulation durch [ERurch die zellspezifische Expression von Koaktivatoren
und Korepressoren bestimmt.

Die Repression durch ERkann allerdings nicht durch CBP aufgehoben werden. Offenbar erfolgt die
Repression durch ERdurch Titration anderer Koaktivatoren. Daflr spricht auch, daf’ die Deletion
von AF1 zu einer Stimulation durch Raloxifen flhrt.

5.2 Regulation der Promotoren des Progesteronrezeptors

Im vorangegangenen Abschnitt haben wir die Regulation von Modell-Promotoren untersucht, welche
durch Ostrogenrezeptoren iiber AP-1- oder ERE-Elemente reguliert werden. Natiirliche Promotoren
enthalten aber zumeist Bindungsstellen fiir zahlreiche verschiedene Transkriptionsfaktoren. Es ist
daher denkbar, dalR sich die Regulation solcher komplexer Promotoren deutlich von der Regulation
von einfachen Modell-Promotoren unterscheidet. Wir wollten daher die Frage klaren, ob komplexe
Promotoren einer unterschiedlichen Regulation durcth BRd ERB unterliegen. Wir haben dazu die
Regulation der Promotoren des Progesteronrezeptor-Gens untersucht.

Beim Menschen werden die physiologischen Effekte des Progesterons durch zwei
Progesteronrezeptoren (PR) vermittelt, die als PRA und PRB bezeichnet werden. PRA ist eine N-
terminal trunkierte Isoform von PRB, der die Aminosaureb64-von PRB fehlen (Kastner et al.,
1990). Beide Isoformen entstehen durch die Transkription des gleichen Gens, unter Nuotrung
unterschiedlichen Promotoren (BAPRs). Sowohl PRA als auch PRB kdnnen Progesteron binden und
die Transkription einer Vielzahl von Genen regulieren. Das Transaktivierungs-Potential der beiden
Varianten unterscheidet sich dabei jedoch in Abhéngigkeit von den untersuchten Promotoren und vom
Zellkontext (Giangrande und McDonnell999; Meyer et al., 1992; Tora et al., 1988; Vegeto et al.,
1993). Im Hdometrium gilt Progesteron als Antagonist des Ostrogens und imirkivo dem
proliferativen Effekt des Ostrogens entgegen. Reportergen-Studien deuten darauf hin, daR die
antiproliferative Wirkung des Progesterons durch PRA vermittelt wird (Becker-Andre et al., 1993;
Vegeto et al., 1993). PRA kann die Transaktivierung durchh BElBckieren, ohne direkt mit diesem zu
interagieren. In Ubereinstimmung mit diesen Uberlegungen konnte gezeigt werden, dal? Progesteron in

PRA knockout Mausen keine antiproliferativen Effekte auf das Endometrium ausibt. Vielmehr fihrt
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Progesteron bei diesen Mausen in Synergie mit Ostrogen zu einer Hyperproliferation des
Endomteriums (Mulac-Jericevic et a000). Daher darf angenommen werden, dal3 PRA und PRB
unterschiedliche Funktionen in der Reproduktion haben (Conneely et al., 2000).

Eine Ostrogen-abhédngige Stimulation der PR-Expression konnte fiir beide PR-Isoformen gezeigt
werden (Clarke et al., 1987; Krett et al., 1988; Tibbets et al., 1998). Durch Reportergen-Studien
konnte nachgewiesen werden, dalRoE#le Transkription beider Progesteronrezeptoren stimulieren
kann (Kastner et al, 1990). Andere Autorémonnten, unter Verwendung der gleichen
Promotorkonstrukte, eine Ostrogen-abhéngige Stimulation v &#er nicht von PRnachweisen
(Graham et al., 1995). Ob BRan der Regulation der beiden Promotoren beteiligt ist, wurde bisher
nicht untersucht.

Wir wollten daher untersuchen ob die beiden Progesteronrezeptor-Promotoren, wie Promotoren mit
ERE-Elementen, sowohl durch ERals auch durch HR reguliert werden. Dazu haben wir die
Regulation dieser beiden Promotoren in Reportergen-Studien mit der Regulation eines ERE-
abhangigen Promotors verglichen. Dabei zeigte sich eine deutliche ER-vermittelte Regulation nur bei
PRB-Luc und fur ERE2-TK-Luc, aber nicht bei PRA-Luc.

5.2.1 PR wird weder durch ER noch durch ER stimuliert

In den beiden Tumor-Zelllinien Ishikawa (Endometrium) und HelLa (Zervix) fuhrt die Transfektion
von ERx und ERB zu einer geringfugigen Reduktion der basalen Aktivitat des PRA-Promotors. Diese
ist vermutlich auf eine Titration von Transkriptionsfaktoren durch den UberschuR an transfiziertem ER
zuruickzufihren. Dafur spricht auch die Beobachtung, dal3 Antiéstrogene diesen Effekt aufheben
koénnen. Ostrogen kann die Aktivitat von PReder iiber ER noch iber ER stimulieren. In Hela-

Zellen scheint Ostrogen (iber BRlie Aktivitit des PRB-Promotors sogar leicht zu reprimieren
(Abbildung 4.2.2.1. und Abbildung 4.2.2.2.). Zusammenfassend muf} festgestellt werden, dalR die
vorliegenden Daten keine klare ER-vermittelte Regulation des PRA-Promotors zeigen. Damit stehen
diese Daten im Widerspruch zu Publikationen von anderen Arhgsgn, die eine Stimulation des
PRA-Promotors durch ER in Reportergen-Studien nachweisen konnten (Kastner et1990;
McNamara und Loughrey, 1998). Andere Autokemnten mit dem gleichen Promotorkonstrukt eine
solche Regulation zwar in einer Ovar-Zelllinie nicht aber bei einer spaten Passage von T47D
Mammakarzinom-Zellen nachweisen, wahrend die PRB-Expression in beiden Zelllinien durch
ERa/E2 stimuliert wird (Graham et al., 1995). Die Regulation des PRA-Promotors wird daher als
Zelllinien-spezifisch angesehen. Vermutlich fuhrt eine langfristige Kultivierung von Tumorzellen zu
einer Akkumulation von Mutationen, die zu einem Verlust der ER-vermittelten Regulation des PRA-
Promotors fiihren. Da PRA die Ostrogen-induzierte Proliferation inhibieren kann, haben Zelllinien bei
denen die Expression von PRA nicht durch Ostrogen induziert wird, in schnell wachsenden

Zellkulturen, moglicherweise einen Selektionsvorteil. Fir diese Hypothese spricht auch die
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Beobachtung, daf3 die PRA-Expression bei friheren Passagen von T47D - anders als bei spaten
Passagen von T47D - durch &E2 stimuliert werden kann (Graham et al., 1995). Da die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien Ishikawa und HelLa bereits seit langerer Zeit in Kultur
sind, kann es zu einem Verlust der Ostrogen-induzierten PRA-Expression gekommen sein. Es ist
jedoch nicht auszuschlieRen, dal3 die hier angewendete Methode nicht hinreichend sensitiv ist, um eine
geringflgige Stimulation des PRA-Promotors nachzuweisen. Allerdings kann die Stimulation des
PRB-Promotors mit dieser Methode in beiden Zellinie nachgewiesen werden (siehe nachster
Abschnitt). Die meisten Autoren vertreten jedoch die Auffassung, dalR PRB im Allgemeinen einer
wesentlich starkeren Regulation durchcd#R2 als PRA unterliegt. Ferner muf3 darauf hingewiesen
werden, daf in vorangegangenen Studien Reporter-Vektoren verwendet wurden, die AP-1-Elemente
im Vektoranteil enthielten. Die Bedeutung der AP-1-Elemente fiir die Genregulation durch ERs war
damals noch unbekannt. Es ist unklar, ob dieses AP-1-Element die Regulation des PRA-Promotors
beeinflut hat. In unseren Untersuchungen wurde ein AP-1-Element aus dem Vektoranteil der
Reporter-Vektoren eliminiert. Allerdings fuhrte die Eliminierung der AP-1-Elemente weder bei PRA-

Luc noch fiir PRB-Luc zu einer Veranderung der ER-vermittelten Regulation (nicht gezeigt).

5.2.2 Stimulation von PRdurch Ostrogen

In unseren Experimenten war die Aktivitat vongP&wa viermal hoher als die Aktivitdt von PR

Anders als PR unterliegt PR sowohl in HelLa als auch in Ishikawa-Zellen einer Regulation durch
Ostrogen und Antiostrogene. Dabei zeigen sich deutliche Unterschiede in der Regulation durch ER
und ERB. In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Arbeiten kann Ostrogen die Aktivitit vgn PR
Uber ERx stimulieren (Kastner et al., 1990). Hingegen kannBMER den PRB-Promotor nicht
stimulieren.

Der Rezeptorspezifizitat der Ostrogenwirkung auf den PRB-Promotor miissen Unterschiede in der
Rezeptorstruktur zugrunde liegen. Um diese Unterschiede aufzuklaren, haben wir untersucht, ob die
Regulation des PRB-Promotors uUber die gleichen Aktivierungsfunktionen erfolgt wie die Regulation
von Promotoren mit ERE-Elementen. Dazu wurden zunachst die Bedeutung der AF1- und AF2-
Domane von ER bei der Regulation eines Promotors mit ERE-Elementen untersucht. Wie bereits
zuvor von anderen Autoren gezeigt (Tzuckerman etl8P4), kdnnen auch in unseren Experimenten
Promotoren mit ERE-Elementen durch beide ERs Ostrogen-abhangig stimuliert werden (Abbildung
4.2.4.1, Vergleiche auch Abbildung 4.1.2.2). Die Deletion der AF1-Doméne vanflft zu einer
schwécheren Transaktivierung. Daher darf davon ausgegangen werden, dal3 AF1 in dieser Zelllinie an
der Transaktivierung beteiligt ist. Eine BEariante ohne AF1 wurde nicht verwendet, da bekannt ist,

dall EB nur minimale AF1-Aktivitat aufweist, die Promotoren mit ERE-Elementen stimulieren kann
(Cowley und Parker, 1999). Nach Ansicht der meisten Autoren unterscheiden siclirdREH3

beziglich der Regulation von Promotoren mit ERE-Elementen nur hinsichtlich ihrer AF1-Aktivitat. Es
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entspricht daher unseren Erwartungen, daf} in unseren Experimenten bei der Regulation des ERE2-TK-
Promotors keine signifikanten Unterschiede zwischeaZ&1 und ER zu erkennen sind.

Aul3erdem wurde eine BRVariante ohne AF2 (Stopcodon bei Basengs@4) kotransfiziert. Diese
Varianten kann Ostrogen mit der gleichen Affinitat wie der WT-Rezeptor binder< (KaM) und

besitzt eine intakte Dimersierungs-Doméane. Es konnte gezeigt werden, dal} diese VariaptesReine
Koaktivatoren binden kann und daher an Promotoren mit ERE-Elementen inaktiv ist (Halachmi et al.,
1994). In anderen Arbeiten wurde eine andere AF2-defiziente VaxiantERx verwendet, bei denen

die p160 Bindung durch Punktmutationen in der AF2 verhindert wihde daf3 der ER dadurch
verkirzt wird. Diese Varianten konnen in einigen Zelllinien die Aktivitdt von ERE-abhangigen
Promotoren uber die AF1-Domane vondERtimulieren (Zou et al., 1999). Obwohl die AF1-Doméne

von ERx in Ishikawa-Zellen funktionell aktiv zu sein scheint (vergleicheaElhnd ERIAAF1),

konnten wir jedoch, in Ubereinstimmung mit der Erstbeschreibung dieser Variante, keine Ostrogen-
abhangige Transaktivierung durch unsefSAF2-Variante nachweisen. Statt dessen zeigt
ERaAAF2/E2 eine Repression der Promotoaktivitat (Abbildung 4.2.4.1.). Daher ist anzunehmen, daf}
zwischen der von uns verwendeten trunkiefiéir2-Variante und der punktmutiertéi\F2-Variante
funktionelle Unterschiede bestehen. Vermutlich fuihrt die Deletion des C-Terminus zu weitreichenden
Veranderungen der Rezeptorstruktur, deren Konsequenzen (anders als bei der punktmutierten
Variante) uber den Verlust der pl60-Affinitat hinaus geht. Moglicherweise fihrt dies zu einer
erhohten Affinitat zu Korepressoren, welche die Promotoraktivitdt reprimieren und die Stimulation
durch AF1 uberlagern. Eine vergleichbare trunkiertdd BRariante ohne AF2-Doméne (Stoppcodon

bei Aminos&ure 438) bewirkt mit Ostrogen ebenfalls eine Repression der Promotoraktivitat.

Die gleichen Varianten wurden auch mit PRB-Luc kotransfiziert (Abbildung 4.2.5.1.). Wahrend ER
und ERB in Ishikawa-Zellen nur geringfiigige Unterschiede in der Regulation des ERE2-TK-
Promotors zeigen, sind die Unterschiede bei der Regulation des PRB-Promotors deutlicher. Wie zuvor
gezeigt, kann Ostrogen die Aktivitat von PRB-Luc nur tibeo BRer nicht tiber ERstimulieren. Im
Gegensatz zu ER bewirkt ERIAAF1 keine Ostrogen-abhangige Stimulation des PRB-Promotors,
wahrend die Stimulation durch Antiostrogene im Vergleich zw Etcht gesteigert ist. Hingegen
scheint die Aktivitat von ERAAF2/E2 im Vergleich zu ER/E2 sogar etwas erhoht zu sein. Damit
unterscheidet sich die Regulation vongPiR Ishikawa-Zellen signifikant von der Regulation des
ERE2-TK-Promotors in der gleichen Zellinie. Wahrend Ostrogen die Aktivitit des ERE2-TK-
Promotors in Ishikawa-Zellen tGber AF1 und AF2 stimuliert, wirds PRRr Uber die AF1 stimuliert.

Der Regulation dieser beiden Promotoren missen also zwei verschiedene Mechanismen zugrunde
liegen. Zu unserer Uberraschung kannBBRF2 - anders als HR - PR; auch mit Ostrogen
stimulieren. EBAAF2 hat zudem mit allen Liganden eine deutlich groRerer Aktivitat a3. Hihe

sehr ahnliche Regulation lasst sich auch fur die Varianten v@82 B&chweisen.
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Die Regulation von Promotoren ohne ERE-Elemente wird als Zelllinien-spezifisch angesehen. So
konnte z.B. gezeigt werden, dal3 Promotoren mit AP-1-Elementen in manchen Zelllinien durch
ERa/E2 stimuliert werden, wahrend sie in anderen Zelllinien reprimiert werden (Paech 193,

Wir wollten zeigen, ob dies auch fir den PRB-Promotor gilt. Daher wurde das Experiment mit
Karzinomzelllinien aus verschiedenen Geweben wiederholt. Dazu wurden HelLa- (Zervix), Hey-
(Ovar) und BT20- (Brust) Zellen verwendet (Abbildung 4.2.5.2.). Wie bei Ishikawa-Zellen ist die
Ostrogen-vermittelte Stimulation des PRB-Promotors bei allen drei Zelllinien von AF1-abhingig aber
unabhangig von AF2. Dariber hinaus scheint die AF2 voo HiR AF1 in manchen Zelllinien zu
reprimieren. Dieser Effekt ist insbesondere bei BT20-Zellen zu erkennen. In dieser Zelllinie kann
ERaAAF2/E2 den PRB-Promotor deutlich effektiver stimulieren als&if& (2-fach/18-fach). Dieser
Effekt scheint jedoch Zelllinien-spezifisch zu sein, in HeLa und Hey-Zellen fuhrt die Deletion von
AF2 nicht zu einer gesteigerten Promotoraktivitat. Anders als bei Ishikawa-Zellen bARER bei

allen drei Zelllinien mit allen Liganden eine deutlich geringere Aktivitat als.ER

Der genaue Mechanismus der Stimulation des PRB-Promotors durch die AF1 worstERtcht
bekannt. Eine E&-Selektivitat der Ostrogenwirkung konnte bereits zuvor fiir Promotoren gezeigt
werden, die kein ERE-Element enthalten. So konnte z.B. gezeigt werden, daR Ostrogen Promotoren
die SF-response oder AP-1-Elemente enthalten, nur UbersERulieren kann (Paech et al., 1997;
Vanacker et al., 1999). Eine ahnliche Regulation ist auch fiir Promotoren gefunden worden, die SP-1
Bindungsstellen enthalten (Saville et &Q00). Eskonnte gezeigt werden, dafld die Stimulation bei
allen untersuchten Promotoren mit solchen Elementen von AF2-abhangt. Bei unseren Experimenten
zeigte sich jedoch auch, daR die Ostrogen-abhéngige Stimulation des PRB-Promotors nur durch AF1
vermittelt wird. Es ist daher anzunehmen, daf} die Stimulation des PRB-Promotors Uber alternative
Elemente bzw. Regulationsmechanismen erfolgt. Der genaue Mechanismus der Stimulation wird
durch unsere Experimente nicht aufgeklart. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dafd Unterschiede in
den A/B-Regionen von HER und ERB der Schliissel zur Aufklarung der zugrundeliegenden
Mechanismen sein konnten. Vergleichende Studien voo BRI ERB haben gezeigt, dal3 die N-
Termini nur geringe Homologie zueinander aufweisen. Die AF1 vob &Rhalt lediglich ein kurzes
transaktivierendes Sequenzmotiv, welches auch in der AF1 vangefnden wird. Hingegen besteht

die funktionell aktive AF1-Domane von BERaus mehreren transaktivierenden Bereichen, die
Zelllinien-spezifisch in unterschiedlichem Umfang zur Transaktivierung beitragen (Delaunay et al.,
2000). AuRerdenkonnten Kofaktoren identifiziert werden, die nach Ostrogenbindung nur mit der AF1
von ERx aber nicht mit der AF1 von HRinteragieren konnen (Webb et &1998). Vermutlich sind

solche ER-spezifischen Interaktionen die Ursache fur die spezifische Transaktivierung des PRB-
Promotors durch E®R Rezeptor-Varianten mit diskreten Mutationen im-Términus kdnnen

moglicherweise dabei helfen, die beteiligten Kofaktoren zu identifizieren. Aul3erdem konnen
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Mutationsstudien des PRB-Promotors dabei helfen, die zugrundeliegenden Interaktionen aufzuklaren.
Soweit bekannt, ist dies die erste Beschreibung eines Promotors, bei dem die Ostrogen-abhingige

Stimulation ausschlief3lich durch die AF1 vondE&folgt.

5.2.3 Repression von BRlurch Ostrogen

Die Experimente wurden in der humanen Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR-3 wiederholt (Abbildung
4.2.6.1.). Zu unserer Uberraschung kanmfR die Aktivitat des PRB-Promotors in dieser Zelllinie
nicht stimulieren. Statt dessen reprimiertcd#R2 die Aktivitat des PRB-Promotors um etwa 50%.
Anders als EBR/E2 zeigt ERIAAF2/E2 diese Repression nicht. Vielmehr kannoBRF2/E2 die
Aktivitat von PRB-Luc effektiv stimulieren (ca. 7-fach). EE2 kann die Aktivitdit des PRB-
Promotors sogar noch deutlicher reprimieren alst/ER. Wie bei ER kann auch bei ER die
Repression durch Deletion der AF2 aufgehoben werdenABR1/E2 kann die Aktivitat des PRB-
Promotors nicht stimulieren und wirkt wie BFE2 repressiv. Diese Daten zeigen, daR die Ostrogen-
abhangige Repression des PRB-Promotors in SK-BR-3-Zellen durch die AF2 worurERER3
vermittelt wird. Welche Kofaktoren an die AF2-Doméne binden und damit die Repression des PRB-
Promotors vermitteln ist unklar. Die p160-Koaktivatoren sind potentielle Mediatoren der Repression,
da sie Ostrogen-abhéngig an die AF2 binden und die Stimulation von Promotoren mit ERE-Elementen
vermitteln. Daher wurden die Experimente mit El SK-BR-3-Zellen unter Kotransfektion von
steigenden Mengen an SRC-1-Expressionsplasmiden wiederholt. Dabei zeigte sich eine Verstarkung
der durch Ostrogen-vermittelten Repression (Abbildung 4.2.7.1.). Die Repression des PRB-Promotors
kann daher nicht auf eine Titration von limitierenden Mengen an SRC-1 zuriick zu filhren sein.
Moglicherweise fordert die SRC-1 die Bindung von weiteren Transkriptionsfaktoren, die dann dem
PRB-Promotor nicht mehr zur Verfigung stehen.

Aufgrund der Zelllinienspezifizitat der AF2-vermittelten Repression mufd angenommen werden, daf3
die Repression des PRB-Promotors durch Zelllinien-spezifische Faktoren vermittelt wird. Der genaue
Mechanismus der AF2-vermittelten Repression ist nicht klar. Die Regulation des PRB-Promotors in
SK-BR-3-Zellen zeigt jedoch auffallige Parallelen zur Regulation des AP-1-Promotors in SK-BR-3.
Wie bei der Regulation von AP-1-Luc (4.1.5) kanno&fR16 die Aktivitat des PRB-Promotors nicht
effektiver stimulieren, sondern ist deutlich weniger aktiv alstERaher muf angenommen werden,

dalR ERx nicht direkt an den Promotor bindet. AuRerdem wird die durclp E&mittelte E2-
abhangige Repression des PRB-Promotors wie beim AP-1-Promotor durch Kotransfektion mit SRC-1
verstarkt. Zudem fuhrt die Deletion der AF2-Doméne in SK-BR-3-Zellen am AP-1-Element wie am
PRB-Promotor zu einer Aufhebung der Repression durch beide ERs (Vergleiche Abbildung 4.1.6.1
und Abbildung 4.2.5.2). Eine vergleichbare Repression konnte auch fiir den Promotor des Tumor-
Nekrosis-Fakto (TNF-0) gezeigt werden. Wie die Repression des PRB-Promotors ist die

Repression des TN&-Promotors von AF2-abhangig und wird durch Kotransfektion mit SRC-1
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verstarkt (An et al., 1999). Ebenso kannfEien TNFe-Promotor effektiver reprimieren als BREs

konnte gezeigt werden, dald ein AP-1-&hnliches Promotorelement fir die Repression dieses Promotors
essentiell ist. Es Uberrascht daher nicht, dall der PRB-Promotor ebenfalls Sequenzmotive mit
Homologie zu AP-1-Elementen beinhaltet. Daher ist anzunehmen, dal} die Repressiongvon PR
zumindest teilweise auf eine Interaktion der ERs mit dem AP-1-Komplex zurlickzufihren ist.
Allerdings sind bei der Regulation von PRB-Luc und AP-1-Luc auch deutliche Unterschiede zu
erkennen. So konnen die Antiéstrogene in SK-BR-3-Zellen den PRB-Promotor, aber nicht den
AP-1-Promotor Uber ER stimulieren. Auf3erdem kann BR/E2 den AP-1-Promotor, aber nicht den
PRB-Promotor stimulieren. Daher ist anzunehmen, daf} die Regulation des PRB-Promotors nicht
ausschlieBlich Gber AP-1-Elemente erfolgt, sondern - wie auch fir denoTR#emotor gezeigt -
weitere Promotor-Elemente zur Regulation des PRB-Promotors beitragen. Der Promotor enthalt
teilweise oder voll konservierte Bindungsstellen fir zahlreiche weitere Transkriptionsfaktoren. Um zu
klaren, welche dieser Transkriptionsfaktoren an der AF2-abhangigen Repression beteiligt sind, muf

eine Mutationsanalyse des PRB-Promotors durchgefiihrt werden.

5.2.4 Stimulation von PRdurch Antidstrogene

Die Antibstrogene Tamoxifen und Raloxifen kénnen Ubei ERf Promotoren mit ERE-Elementen
Zellinien-spezifisch als Ostrogen-Agonisten oder —Antagonisten wirken, wahrend sie ibeeilR
Ostrogen-Antagonisten sind (Cowley und Parke999). Bei unseren Experimenten bewirkten die
Antiostrogene Uber keinen der Rezeptoren einen agonistischen Effekt auf den ERE2-TK-Promotor.
Hingegen konnen die Antiostrogene den PRB-Promotor in der gleichen Zelllinie sowohl ibelER

auch uber ER effektiv stimulieren. Auf3erdem bestehen gravierende Unterschiede zwischen der
Stimulation von PR durch Ostrogen und Antiéstrogene. Wahrend fiir die Stimulation und Repression
des PRB-Promotors durch Ostrogen AF1 bzw. AF2 bendtigt wird, filhrt die Deletion von AF1 und
AF2 nicht zu einem Verlust der Stimulation durch Antidstrogene. In Ishikawa-Zellen kdnnen
ERaAAF1 und ERIAAF2 den PRB-Promotor sogar deutlich effektiver stimulieren also ER
(Abbildung 4.2.5.1.). Antidstrogene kdnnen den PRB-Promotor auch in SK-BR-3-Zellen stimulieren,
in denen Ostrogen als Repressor wirkt (Abbildung 4.2.6.1.). Daher muRR angenommen werden, daf3 die
Regulation von PR durch Ostrogen und SERMs iiber unterschiedliche Mechanismen erfolgt. Die
Regulation des PRB-Promotors in SK-BR-3-Zellen ist das exakte Gegenteil der Regulation des ERE-
Promotors in der gleichen Zelllinie (Vergleiche Abbildung 4.1.2.2 und Abbildung 4.2.6.1.). Eine
solche ,reverse Pharmakologie® konnte auch schon fiir andere Promotoren ohne ERE-Elemente
gezeigt werden, die molekularen Grundlagen dieser Regulation sind aber noch unklar (Paech et al.,
1997) (Zou et al., 1999). Mdoglicherweise nehmen die ERs nach Bindung der SERMs eine Ligand
spezifische Konformation ein, die eine Titration von Korepressoren bewirkt und den Promotor damit

aktiviert (Lavinsky et al., 1998). In BT20-Zellen kann der PRB-Pomotor mit Antidstrogenen nur tber
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ERa aber nicht ER stimuliert werden. Daher kann postuliert werden, daf3 es einarsgéifischen

Weg der Stimulation durch Antiéstrogene geben muf3.

5.2.5 Modell der Regulation von ER

Die vorliegenden Daten erméglichen es, ein vorlaufiges Modell der Regulation des PRB-Promotors
durch Ostrogen zu erstellen. Nach diesem Modell wird die Aktivitit des PRB-Promotors in den von
uns untersuchten Zelllinien in einem AFl-abh&ngigem Mechanismus stimuliert und (zumindest bei
einigen dieser Zelllinien) durch die AF2 von &Rnd ERB reprimiert (z.B. tGber AP-1-Elemente). Die
Repression ist vor allem in der Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR-3 deutlich zu erkennen. In dieser
Zelllinie wird die AFl-vermittelte Stimulation durch die AF2-vermittelte Repression Uberlagert, so
dal3 als Nettoeffekt eine Repression des PRB-Promotors zu verzeichnen ist. Die Deletion der AF2 von
ERa fuhrt in dieser Zelllinie zu einem Verlust der Repression und damit effektiv zu einer Stimulation
durch die AF1 (Abbildung 4.2.6.1.). In BT20-Zellen dominiert hingegen die Stimulation durch AF1
gegenuber der Repression durch AF2, so daf} netto eine Stimulation durchuBRrzeichnen ist.

Durch die Deletion der AF2 kommt es in dieser Zellinie daher zu einer deutlichen Steigerung der
AF1-vermittelten Stimulation. Da HR nur eine &dufRerst schwache AF1-Doméne besitzt, wirkt
Ostrogen in dieser Zelllinie tiber BRepressiv auf PRein (Abbildung 4.2.5.2.c). In Hey-Zellen hat

die AF2 hingegen keinen reprimierenden Einflu3 auf die Transaktivierung ducch ER

Soweit bekannt ist dies die erste Beschreibung eines Promotors, der durch die beiden
Aktivierungsfunktionen von E® auf unterschiedliche Weise reguliert wird. Vermutlich dominiert

vivo in Abh&ngigkeit vom Zelltyp, entweder die Ostrogen-abhéngige Stimulation iber AF1 oder die
Repression durch AF2. Da BRmit Ostrogen nach diesem Modell nur repressiv (oder neutral) wirken
kann, durfte auch die gewebespezifische Expression vom @Rl ERB flr die Regulation von

Bedeutung sein.

Nach unserem Modell kann Ostrogen gPR Abhéngigkeit vom Zellkontext stimulieren oder
reprimieren. Eine vergleichbare Zelllinienspezifitit konnte auch fiur andere Ostrogen-regulierte
Promotoren ohne ERE-Element nachgewiesen werden (Gottlicher £0@8). Vermutlich bestimmt

die Zelllinien-spezifische Expression von Kofaktoren (und deren Aktivitat) die Wirkung der ERs bei
der Regulation dieser Promotoren. Die ERs sind somit nachgeordnete (konditionelle) Faktoren bei der
Regulation dieser Promotoren, da ihre Wirkung bei der Regulation dieser Promotoren von anderen
(zellspezifischen) Faktoren bestimmt wird. Auf Promotoren mit ERE-Elementen wirken die ERs mit
Ostrogen obligat als Stimulatoren der Promotoraktivitdt und sind daher vorrangige (nicht
konditionelle) Faktoren. Da die meisten Ostrogen-regulierten Promotoren keine ERE-Elemente
enthalten, dirfte die konditionelle Regulation von erheblicher Bedeutung fiir die physiologischen und

pathologischen Wirkungen des Ostrogens sein. Die ldentifikation von Faktoren, welche die Aktivitat
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der ERs modifizieren, ist daher ein wichtiger Schritt zu einem besseren Verstandnis der Wirkungen

von Ostrogenen und Antiéstrogenen.

5.2.6 Physiologische Relevanz der Experimente

Die in dieser Arbeit eingesetzte Methode kann die Regulation des PRB-Pronmtengo nur
eingeschrankt wiedergeben. Dafiir sind mehrerer Griinde zu nennen:

Die Grol3e des klonierten Promotors ist relativ willkirlich festgelegt. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dafin vivo weitere regulatorische Elemente an der Regulation des PRB-Promotors beteiligt
sind, die jenseits des klonierten Promotors lokalisiert sind. Anders als andere Promotor-Elemente
konnen ERE-Elemente die Aktivitat eines Promotors tber mehrere kb stimulieren. Aul3erdem kann
nicht ausgeschlossen werden, dal3 sich PRA- und PRB-Promotovo gegenseitig beeinflulZen.
Anhand von gquantitativen RT-PCR Analysen konnte jedoch gezeigt werden, dafl} die Expression von
PRA und PRBin vivo separat reguliert wird. Da Ostrogen die PR-Expression in einigen Zelltypen

vivo sogar reprimieren kann, ist eine Regulation tiber ein ERE-Element zudem unwahrscheinlich.

Die Transfektion von Transkriptionsfaktoren fiihrt vermutlich zu einer starken Uberexpression dieser
Transkriptionsfaktoren in den transfizierten Zellen. Mdglicherweise fiihrt dies zu einer Titration von
anderen Transkriptionsfaktoren und damit zu einer unphysiologischen Modifikation der
Promotoraktivitat. Die Regulation der ERE2-TK-Promotors wird in SK-BR-3-Zellen durch eine
Veranderung der transfizierten ERVienge allerdings nicht verandert (Glaser, 2001). Die fir unsere
Untersuchungen gewahlten Mengen an Transkriptionsfaktoren wurden in  Anlehnung an
vorangegangen Studien festgelegt (Paech et al., 1997).

Auf chromosomaler Ebene spielt auch die Acetylierung und Deacetylierung von Histonen eine Rolle
bei der Regulation von Promotoren. Da flir unsere Experimente Reporterplasmide transfiziert wurden,

kann diese Ebene der Regulation von unseren Experimenten nicht erfal3t werden.

Die Relevanz des vorgeschlagenen Modells zur Regulation des PRB-Promotors mufd daher durch
weitere experimentelle Befunde bestétigt werden. Zur Bestétigung des Modells missen vor allem die

folgenden Postulate dieses Modells erfiillt werden:

1) Die Expression von PRB kann durch Ostrogen, in Abhangigkeit vom untersuchten Zelltyp,
entweder reprimiert oder stimuliert werden.
2) Die Ostrogen-abhangige Repression des PRB-Promotors erfolgt vermutlich vor allem ddirch ER

3) Die Ostrogen-abhangige Stimulation der PRB-Expression erfolgt durch ER

Diese Aussagen werden durch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen untermauert:
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Im Endometrium wird der PR sowohl in Stroma-Zellen als auch in epithelialen Zellen exprimiert.
Ostrogen induziert die PR-Expression in Stroma-Zellen, aber reprimiert die Expression im luminalen
Epithel (1) (Tibetts 1998, Biol Reprod). Es wurde vorgeschlagen, daR die Ostrogen-abhingige
Repression durch HR vermittelt wird, da diese Repression bei [ERnockout Mausen nicht
beobachtet wird (2) (Weihua et al., 2000). Die Stimulation der PR-Expression in den Stroma Zellen
des Endometriums ist bei BRknockout M&usen intakt (3). Mittlerweile sind mehrere Promotoren
untersucht worden, die keine ERE-Elemente enthalten aber durch Ostrogen stimuliert werden. Keiner
dieser Promotoren konnte durch [ER2 stimuliert werden. Es wurde daher postuliert, daf’3 eine
Stimulation durch ER/E2 auf Promotoren mit ERE-Elementen beschrankt ist (3)(Vanacker et al.,
1999). Eine ER-spezifische Ostrogen-vermittelte Stimulation von Promotoren kann moglicherweise
auch die Uterus-Fehlbildungen bei &Rnockout Mausen erklaren. Offenbar kannE&ne Reihe

der Funktionen von ER nicht tbernehmen, obwohl BRm Uterus exprimiert wird. In ERknockout

Mé&ausen kommen keine entsprechenden Uterus-Fehlbildungen vor.
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6 Zusammenfassung

Die physiologischen Effekte von Ostrogen werden durch zwei Ligand-induzierte
Transkriptionsfaktoren, die OstrogenrezeptorenaEBnd ERB vermittelt. Diese regulieren die
Expression von Genen durch DNA-Bindung an estrogen responsive elements (EREs) mit
anschiel3ender Rekrutierung eines Transkriptionskomplexes. Auf3erdem konnen die beiden Rezeptoren
die Aktivitdt von heterologen Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 (Fos/Jun) modifizieren. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Reportergen-Technologie eingesetzt, um verschiedene Mechanismen
der Genregulation durch ERund ER3 miteinander zu vergleichen.

Wahrend ein Promotor mit ERE-Elementen sowohl durcto B auch durch HR Ostrogen-
abhangig stimuliert wird, kann ein Promotor mit AP-1-Elementen in den von uns untersuchten
Zelllinien durch keinen der beiden ERs Ostrogen-abhéngig stimuliert werd@2 ERine Splice-
Variante von ER mit niedriger Aktivitat am ERE-Element - kann Promotoren mit AP-1-Elementen
allerdings effektiv stimulieren. SRC-1, ein Koaktivator der Ostrogenrezeptoren an ERE-regulierten
Promotoren, kann diese Stimulation unterdriicken. Auferdem wirkt SRC-1 (ber AP-1-Elemente als
Korepressor von E[R aber nicht von ER. Antiéstrogene konnen den AP-1-Promotor nur tbef ER
stimulieren. Alle drei Ostrogenrezeptoren binden in den von uns untersuchten Zelllinien offenbar nicht
direkt an den AP-1-Komplex. Statt dessen wird ein Modell der Regulation durch Titration von Ligand-
und Rezeptor-spezifischen Kofaktoren vorgeschlagen.

Der proximale Promotor des Progesteronrezeptors,(Be ERE) wird nur durch BROstrogen-
abhangig stimuliert. Durch Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, dal3 die Stimulationgvon PR
ausschlie3lich durch die N-terminale A/B-Doméane voroBRrmittelt wird. Soweit bekannt ist dies

die erste Beschreibung eines neuen Regulationsmechanismus, bei dem die Ostrogen-abhingige
Stimulation unabh&ngig von AF2 erfolgt. Die C-terminale AF2-Domé&ne kann die Promotoraktivitéat in
einigen Zelllinien reprimieren. Daher fuhrt die Deletion der AF2-Domane in diesen Zelllinien zu einer
starkeren Stimulation durch ERIn einer der untersuchten Zelllinie dominiert die Repression durch
AF2 gegenuber der Stimulation durch AF1. Erst nach Deletion von AF2 kaonPER in dieser

Zelllinie stimulieren.

Anders als bei der Regulation von Promotoren mit ERE-Elementen zeigen die Ostrogenrezeptoren bei
der Regulation von Promotoren ohne EREs eine ausgepragte Zelllinien-Spezifitdt. Kotransfektions-
Experimente deuten darauf hin, daRR die Zelllinien-Spezifitdit durch die Verfiigbarkeit spezifischer
Kofaktoren bestimmt wird. Die nicht ERE-abhéngige Genregulation kann daher die zell- bzw.
gewebespezifische Wirkung von Ostrogenen und Antiéstrogenen besser erklaren als die klassische
Regulation (iber ERE-Elemente. Da die meisten Ostrogen-regulierten Gene keine ERE-Elemente
enthalten, ist die Identifikation von Faktoren, welche die Aktivitdt der ERs bestimmen, ein wichtiger

Schritt zu einem besseren Verstandnis der Wirkung von Ostrogenen und Antiéstrogenen.
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8 Anhang

8.1 Abkurzungen und medizinische Fachbegriffe

(A) Abkirzungen

A Adenosintriphosphat (in Sequenzen)
AlB1 amplified in breast cancer

AF Aktivierungsfunktion

APS Ammoniumperoxodisulfat

bp Basenpaar

C Cytidintriphosphat (in Sequenzen)
CBP CREB-binding protein

dH20 Destilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

dATP Desoxyadenosintriphophat
dCTP Desoxycytosintriphosphat
ddATP Didesoxyadenosintriphosphat
ddCTP Didesoxycytosintriphosphat
ddGTP Didesoxyguanosintriphosphat
ddTTP Didesoxythymidintriphosphat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
dNTP Desoxynucleotidtriphosphat
dTTP Desoxythymidintriphosphat
DTT Dithiothreitol

E2 17B-Ostradiol

ER Ostrogenrezeptor

ERE Estrogen responsive element
G Guanosintriphosphat (in Sequenzen)
HR Hormonrezeptor

HRT Hormonersatztherapie

Luc Luziferase

min Minuten

N-CoR nuclear receptor coactivator
OHT 4-Hydroxy-Tamoxifen

P/ICAF P300/CBP associated protein
PBS phosphate buffered saline

Pg Progesteron
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PR Progesteronrezeptor

RLX Raloxifen

SA Standardabweichung

sec Sekunden

SMRT silencing mediator for retionid and thyroid hormone receptor
SR Sterodirezeptor

SRC steroid receptor coactivator Sterodirezeptor-Koaktivator

Std. Stunden

T Thymidintriphosphat (in Sequenzen)

TAM Tamoxifen

TBE TRIS/Borat/EDTA

WT Widtyp

(B) Medizinische Fachbegriffe

Endometrium
Hyperplasie
Karzinom
Mamma
Neoplasie
Ovar

Ovarektomie

Gebarmutterschleimhaut

GrolRenzunahme eines Gewebes
bdsartiges Geschwulst epithelialer Herkunft
Brust

Neubildung von Gewebe

Eierstock

Operative Entfernung der Eierstocke
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8.2 Plasmide

pcDNA 3.1-

SV40 poly A

SV 40 poly A

ColE1 pERBeta2
6875 bps ERBeta2

ColE1 pERBeta

6821 bps

SV40 poly A
SV40 poly A poly

Expressionsplasmide fiir die Ostrogerezeptoren ERx, ERB und ERB2. SV40: SV40 3‘untranslated Region;
Amp: B-lactamase; ColE1l: ColE1l Plasmid-Replikationsursprung; f1 ori: Plasmid-Replikationsursprung; CMV:
CMV-Promotor; Neo: Neomycin-Resistenz; ERAlpha: hEERBeta: hERBeta.
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ColE1

pAlphaAAF?2
7248 bp

SV40 poly A

ColE1 pBetaAAF2 ERBeta
(aa 1-534)
6645 bp

SV40 poly A

pAlphaAAF]1  ERAlpha
(aa 125-595)
6668 bp

SV40 poly A

ColE1 pBeta2AAF2 ERBeta2

(aa 1-483)
6699 bp

SV40 poly A

Expressionsplasmide fir Mutanten der Ostrogerezeptoren ERa, ERB und ERB2. SV40: SV40

3'untranslated Region; AmpB-lactamase; ColE1l: ColE1l Plasmid-Replikationsursprung; f1 ori: Plasmid-

Replikationsursprung; CMV: CMV-Promotor; Neo: Neomycin-Resistenz; ERAlphaochERBeta: hERBeta.
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SV 40 poly A pSRCI
Neo 10407 bp

Sv40

Belll

3Spel Bglll
;B _HindIII

RSV Promotor

Amp

BGH poly A ColE1

SV40 poly A

Neo meBP—HA

SV40 13153 bp
f1 ori

BGH poly A
HA-Tag

pRc/RSV
5224 bps

Xbal ?
Notl

SV40 pol R

Expressionsplasmide fir ER-Kofaktoren. Amp: B-lactamase; ColE1l: ColE1l Plasmid-Replikationsursprung:

f1 ori: Plasmid-Replikationsursprung; RSV: RSV-Promotor; CMV: CMV-Promotor; Neo: Neomycin-Resistenz.
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